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Anotace

Bakaldska prace fedstavuje p&ateni etapu studia mnozZeni ieticnika
(Paphiopedilum sp, jehoZz cilem je posouzeni vhodnostizmych tym médii a
kultivacnich podminek pro vegetativni mnozeni vybranychinodu Paphiopedilum
v kultute in vitro. Tato bakalgka prace obsahuje literarniepled o druzich pouzitych

pii pokusu, popis metodiky, vysledky a diskissit predkEznych pokus.

Kli¢cova slova: TDZ, Paphiopedilum villosum, Paph. niveum, Paph.

glaucophyllum, Paph. charlesworthii



Annotation

This thesis represents an initial stage of a stadysed on vegetative propagation
of Paphiopedilumspecies in vitro. The aim of the study is to assesrious types of
media and cultivation conditions for the vegetatiygopagation of selected
Paphiopedilunspecies in vitro. This work contains a review ofdmical characteristics
of the species used, the description of methods,désign, results and discussion of

four preliminary experiments.

Key words: TDZ, Paphiopedilum villosum, Paph. niveum, Paph. glahgtipm,
Paph. charlesworthii
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1.Uvod

Rod stevicnik (Paphiopedilup pa#i spolu sdalSimi sedmi rody

(http://www.cites.org/eng/app/appendices.sht?al4. 2009) zeledi Orchidaceaemezi

nejpisreji chrdréné orchideje na $®. Podle Washingtonské umluvy (CITES) se
nachazi v kategorii s ngjgrejSim stupgm ochrany, CITES |, ktera je klasifikovana
jako druhy ohrozené vyhynutim. Jedna se o rod ahalokolo 66 (Cribb 1998) druh
vyskytujicich se v malych nepetnych skupinéch.

Diky pristupu mnoha lidi k Zivotnimu prdetli a vidi zisku mizi pirodni
stanovi&t sfrevicniki znanou rychlosti. V zavislosti na Ubytkufippzenych biotof
ubyvaji i paty téchto skvostnych rostlin. DalSitipinou jejich ohroZeni je jejich
atraktivni vzhled, ktery lakd mnoh&gtitele, aby je ziskali do svych soukromych
sbirek. Ne nadarmo jsou zahrnuty ilgze CITES I. Proto jsem si vybral mnozeni
asijskych steviénika jako téma své bakatkée prace. Mym cilem je vyvinout metodu
pro efektivni namnozZenidthto vzacnych druh orchideji, a tim snizit poptavku po
rostlinach z volné firody. V gripad, Zze by doslo k Uplnému vymizenieticniki na

puvodnich lokalitdch, mohla by tato metoda dopomostlimy vratit zgt do girody.



2.Literarni p rehled

2.1.Rod Paphiopedilum

Domovinou roduPaphiopedilumje tropicka Asie, kde se vyskytuji abtkovité
v nepa@etnych skupinach od jihozapadni Indie po Tich#ské ostrovy v nadniskych
vySkach 200 — 2300 m.n.m.

DuSek, Kistek (1986) uvadi, Ze rodPaphiopedilum pa¥i do subtribu
Cypripedilinae spolu s dalSimiteémi rody orchideji Phragmipedium, Selenipedium,
Cypripedium. Tuto skupinu charakterizuje'/qglevSim pantoftkovité utvaeny pysk a
srostlé spodni sepaly. Od doby, kdy byl ®dphiopedilumobjeven a pojmenovan
vroce 1886 Pfitzerem, se systém tohoto rodkolikrat zmenil. Dlouho uznavany
systém podle Pfitzera z roku 1903, kdy autieni rod na 15 sekci spadajicich dbo t
podrodi, pouzili i vySe zmidni autdi DuSek, Kistek (1986). Zde je vid, jak dlouho
pietrvalo Pfitzerovo rozileni. NejnovjSi a dosud izjmé nejpresrjsi rozctleni provedl
Cribb (1998), ktery roz#uje rod Paphiopedilunma sedm podrad¢itajicich 61 druh.
Toto rozdleni odpovida fibuznosti drufi na zaklad genetickych analyz, které provedl|
Cox at al. (1997) (Obr.1).
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Obr.1. Fylogenetické&leneni rodu Paphiopedilum na zakladekvence DNA navrzené Cribbem (1998).



2.2.Popis studovanych druli

Déle uvedeny popis studovanych diuhP.

niveum, P. villosum, P.

glaucophyllum, P. charleswor}ije zaloZen na udajich Cribba (1998).

2.2.1. Paphiopedilum niveum (Obr. 2)

Obr. 2. Kresba Paphiopedilum
niveum(http://www.goreorchids.com/GalleryStoraggfipa
niveum.jpg, 15.3. 2009)

Listova ihzice je
slozend ze 4- 6 ligt Listy
jsou  pasovité az uzce
eliptické, ve vrcholu
zaokrouhlené a nepatrn
vykrojené, 8- 19 cm dlouhé,
2,3-3,6 cm Siroké, svrchu
velmi tmavé i s¥tle zelené a
bile skvrnité, naspodu
purpuroy silné teckovaneé,
nalevkovité na bazalnich
okrajich. Kwtenstvi dlouhé 6-
25 cm se sklada z 1-2 &w;
kvétni stvol je dlouhy az 20
cm, purpurovy, brzy vsSak
huste pokryt bilymi chlupy;
listeny podéls  slozené,
Siroce vejité, tupé, 11- 14
mm dlouhé a 10- 12 mm
Siroké, bilé az bled zelené,

purpuro¥ skvrnité. Kwty

jsou bilé, velmicasto purpuro¥ tectkované smirem ke stedni¢asti kwtu i na gredni

straré pysku, ktery Zloutne sdem ke sloupku, pysk v iméru 6- 8 cm , chlupaty

(pyrity) na vrejSi strak a v zakladu petal uviit semenik 4,5 cm dlouhy, zeleny s

tmaw purpurovym Zih&dnim, hustkratce ochlupeny. Dorzalni sepala je velrfidka

vejcitd s tug vykrajovanymi okraji, 2,7- 4,2 cm dlouhd, 3-5 critok4. Klenuté

synsepala @tvena struktura vznikl&éasténym nebo Uplnym sistem dvou nebo vice



sepal) je veita,tupa, 2-3 cm dlouhd, 1,5-3 cm Siroka. Petaby jevalné (eliptické),
zakulacené, 3,3- 4,3 cm dlouhé, 2,2- 3,9 cm Sirkk&ce nalevkovité na okrajich. Pysk
je mensi, vejity aZz elipsovity s podvinutymi okraji 2,2- 3,6 cdiouhy, 1,5- 1,8 cm
Siroky. Sloupek je SirSi nez delsi, ni&psubelipticky na vrcholu 1- 3 zubi, 6- 9 mm
dlouhy, 10- 12 mm Siroky. 2n = 26.

Rozs¥eni: Severni Malajsie, Jizni Thajskdist do nadmiské vySky 200 m.n. m.

2.2.2. Paphiopedilum villosum (Obr. 3)

Paph. villosum je
epifyticka, zidka litofyticky
(na skaléach) rostouci rostlina,
casto vytvédejici shluky trd.
RaZice se sklada z 4-5 list

Listy jsou podéla jazykovité,
Spicaté az ostré na
nerovnondrné dvojlalocném
vrcholu, 14 — 42 cm dlouhé,
2,5 — 4 cm Siroké, na spodni
strarg listu swtle zelené, p
bazi listu fialow skvrnité,
bazélni ¢asti nalevkovité.
Stvol je téngi vzprimeny az

obloukovity, nese jeden ku

Stvol je 7 — 24 cm dlouhy s

Obr. 3. Kresba Pap. Villosum fialovymi chlupy; listen je

(http://www.slipperorchids.info/paphspecies/Linage887(03)

132(villosum).jpg, 15.3. 2009) elipticky, tupy, 3,7 — 6,5 cm

dlouhy, 3 — 3,8 cm Siroky,
zeleny se skvrnami kastanové barvy, lysyétje 7,5 — 13,5 cm velky (n&ig). Spodni
sepala je zelena s bilym okrajem, leskla, viedst s lesklymi kaStanovymi oblastmi.
Synsepala je stle zelend; petaly leskléervenohidé se ze #tdu vedoucimi
kaStanovymi pruhy. Pysk okrovy, zeunifizovy nebo datervena. Sloupek je Zluty se
Zlutym nebo zelenym igdovym vystupkem; stopka a semenik naiigmu



trojuhelnikovitého tvaru, 3 — 6 cm dlouhy, okéoxbarveny, hustpokryty fialovymi
chlupy. Dorsélni sepala je obvi@, subakutni, 3,8 — 7,6 cm dlouha, 1,8 — 2,6 cm
Sirok4. Petaly jsou z@ikené, obvajito-lopatkovité, stup vykrajovanymi okraji,
zaoblena Sgka, 4,7 — 8,6 cm dlouhé, 2,5 — 4,6 cm Siroké, héadialevkovité, p bazi
fialové chlupaté. Pysk zuZujici se ke &= je 4 — 6,8 cm dlouhy, 3 - 3,8 cm Siroky,
Sloupek obsréto-vejcity zkraceny, 16 mm dlouhy, 14 mm Siroky, bradasaty |,
chlupaty, s hladkym vystupkem néestu. 2n = 26.

RozSkeni: Severovychodni Indie, Myanmar (Barma), Thajskst ¥ nadmiské
vySce mezi 1100 — 2000 m. n. m.

2.2.3. Paphiopedilum glaucophyllum (Obr. 4)

Paph. glaucophyllunje litofyticky rostouci rostlina s 1 — 3 trsy listych ffiZic.
Kazda z nich nese 4 — 6 nahtenych listi, podél eliptickych, pentlicovid
zformovanych. Listy jsou tupé nebo kulaté, 20 -528n dlouhé, 4,5 — 5,3 cm Siroké,

b\‘l x %’; \‘\ ‘ / e (/R S
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Obr. 4.
Kresba Paph. glaucophyllum (http://gallery.photd/pkoto/6329098-Ig.jpg, 15.3. 2009).

nélevkovité. Okraje list jsou @i bazi ojirené, v mladi stZi viditelné. Stvol nese 20
nebo vice ku¥ta; je 15 — 20 cm dlouhy, zeleny, posety fialovymivistami, osa
kvétenstvi je pes 5 cm dlouha; listeny eliptické, tupé, 1,5 — @ dlouhé, zelene,

nalevkovité (trychtjovité). Kwty se tvdi popdadi, nikdy se mohou otéit



2 najednou. Kt je 8 — 8,5 cm velky; dorzalni sepala bila az kveé& ve stedu Zluto-
zelend, Zilnatina vyraznkaStanova; petaly bilé, s fialovymi skvrnami; pysk&ovo-
fialovy, posety drobnymi tmafialovymi skvrnami, okraje itle Zluté, sloupek zeleny,
ve vrcholové polovia vyrazre fialovy; stopka a semenik 4,5 — 6 cm dlouhé, laéatc
chlupate, zelené, s nevyraznym nadechem do ka&ammrzalni sepala je ja az
Sirokd, vefitd, tupa s vroubkovanym okrajem, 2,8 — 3,3 cm kg8 — 3,2 cm Siroka,
chlupata na wSi strari, kratce brvitd. Synsepala je ¥iéd, tupd, 2,6 — 3,2 cm dlouha,
1,5 - 1,8 cm Siroka. Petaly jsou skia@ v uhlu 10 — 20° pod horizontalni rovinou,
carkovité, zasgiatlé, 4,4 — 5 cm dlouhé, 0,9 cm Siroké, spirakgtatené v apikalni
poloving, dlouze brvité, na bazi chlupaté. Pyskésem k apexu neni vyduty, 4 — 4,1 cm
dlouhy, 2 cm Siroky, na bazi chlupaty. Sloupekggity, tupy, 10 — 15 mm dlouhy, 7 —
9 mm Siroky. 2n = 36.

Rozs¥eni: Vychodni Java, rostouci v nadfské vySce 200 — 700 m. n. m.

2.2.4. Paphiopedilum
charlesworthii (Obr. 5)

Paph. charlesworthii je
terestricky  rostouci rostlina.
Listy jsou tug eliptické nebo
linearre-tupé, Sptaté trojzubé
na vrcholu, dlouhé 15 cm a 2,8
cm Siroké, shora zelené, na bazi
fialové skvrnité. Rostlina nese
jeden ketni stvol, dlouhy 8 — 15
cm, kratce chlupaty, stle
zeleny s mnoha kaStanovymi
skvrnami. Listen je obvéity,
velmi tupy, 2,9 — 3,2 dlouhy, 1,4

: — 2 cm Siroky, sétle zeleny,
Obr. 5. Kresba Paph. Charlesworthii
(http://www.slipperorchids.info/paphspecies/Lindet894(
10)443(charlesworthii).jpg, 15.3. 2009).

syt kasStano¥ skvrnity, jemr
chlupaty. K¢t je 8 cm velky,

dorzalni sepalaiZzova s tmavsi Zilnatinou nebodals s bilou; petaly gtle Zlutozelené

s hredou stnatou Zilnatinou; pyskuazovohrédy s tmavsi Zilnatinou. Sloupek bily;



kvétni stopka a semenik je 2,8 — 3,9 cm dlouhytlevzeleny s tmay kaStanovymi
skvrnami a je pokryt chloupky kaStanové barvy. inZ sepala je ndfE eliptick4 az
kulovita, tupd, 4,4 — 5,7 cm dlouha a 4,7 — 6,6 &irok4. Postranni okraje dorzalni
sepaly jsou ploché, nagpohnuté, jema# chlupaté na WwjSi strag. Synsepala je velmi
mala, elipticka az Spata, 3,8 — 4 cm dlouha, 2 - 2,8 cm Sirok&tlsvzluta, skvrnita, se
swtle fialovou Zilnatinou, bez jemnych chliupPetaly se rozprostiraji vicgé meérg
horizontal®, jsou nepatr&i zahnuté dovnit jazykovité - IZicovité, tupé, 4 — 4,4 cm
dlouhé a 2,6 — 2,7 cm Siroké, mirahlupaté sirem k vrcholu. Pysk s Sirokym dstim
do l&ky je 3,8 — 4,3 cm dlouhy a 2,6 — 2,7 cm Sirokynitivchlupaty. Sloupek je
obvegity, 9 — 10 mm dlouhy, 10 mm Siroky, lysy, s celéése zvedajicim nazloutlym
vystupkem. 2n = 26.

Roz&ieni: Myanmar, piléhajici Thajsko a jihozapaddiina (Yunnan); 1200 —
1600 m. n. m.

2.3. Principy metod mnoZeniin vitro

2.3.1. Explantatové kultury in vitro

Explantatové kultury rostlin vznikaji aseptickoutktaci izolovanychéasti rostlin
za unglych podminek. Jde o odeni ucgité casti ze sterild napstované nebo
povrchow sterilizované rostliny a umisti této ¢asti rostliny do sterilniho prasdi,
kde se kultivuje.V explantatovych kulturach Ize vyvolatist a dalSi vyvoj zaklad
organi, které jiz byly zaloZzeny na donorové rositlirRostlinné explantatové kultury
tedy zahrnuji izolaci buik, pletiv a orgaf a jejich kultivaci ve sterilnich podminkéach
(Novak, 1990).

2.3.2.  Vyznam explantatovych kultur

Jednd se o metodufimiz Ize maso¥ produkovat geneticky identicky material
cestou mikropropagace, a tim i rychle namnozit éngySlechtné odfidy a jiné
ekonomickyc¢i biologicky vyznamné rostliny. DalSi a nengédilezité je uchovavani
jednotlivych druli i kultivard v genetickych bankach. Vyznamné je téZz ozdravovani
rostlin a produkce bezvir6zniho materialu. Z tolyplyva produkce haploidnich rostlin
jako vychoziho materialu pro Slechtitelské progragako napiklad vyuZiti v



programech pracujici s rekombinantni DNA (genovgemyrstvi) nebo somaticka
hybrydizace a somaklonalni variabilita.
(http://old.mendelu.cz/~kizek/publikace/pdf/20084. 2. 2008).

2.3.3. Obecné rysy médii

Kultivacni médium je zdrojem energie, vyzivy a regulizh latek daného
rostlinného explantétu. SloZeni kultévdho média je jednim z ndjzitéjSich faktoti
ovlivijicich ist a morfogenezi v explantatovych kulturach rostlezi negastji

pouzivana media péat

= MS (Murashige, Shoog, 1962)

=  White (White, 1963)

= B5 (Gamborg et al., 1968)

»= SH (Shenk, Hildebrant, 1968)

* Lloyd-McCown (Lloyd, McCown, 1981).

2.3.4. Charakteristika hlavnich sloZzek média

Média pouzivana pro kultivaci bék pletiv a orgahd obsahuji obvykle
nésledujici slozky:
= aminokyseliny

= makroelementy

. »  zpewujici latku
=  mikroelementy

. = rustové regulatory.
= sacharidy g y

= vitaminy

Mezi makroelementyifadime dusik, fosfor, siru, draslik, vapnik aicha
Koncentrace &hto prvki je rozdilna podle druhu pouzité rostliny. Mikramlenty
délime na dva typy podle nutnosti pouziti, a to nalhygné, kam pét Zelezo, zinek,
mangan, bor, &I’ a molybden, a na prvky, které nemusi byt nezbybwetéto skupiny
fadime kobalt, j0d, sodik a chlor. DalSi nedilnowcasti kultiv&nich média jsou
sacharidy, které slouzi jako zdroj uhliku a tirmemgie. BZre¢ je pouzivdna sacharoza.
Do médii se pdava z divodu velmi omezené autotrofni vyzivy explahitaDalSi
nezbytné latky pro rostliny jsou vitaminy. Jedna@da&talyzatory mnoha metabolickych
proces, jsou nezbytné pro spravnyst a vyvoj rostliny. Mezi népsgji pouzivané
vitaminy pati thiamin, kyselina nikotinov4, pyridoxin a myo-sitol. DalSi méa



pouzivané vitaminy jsou biotin, kyselina listovays&lina askorbova, kyselina
pantotenovd, riboflavin. Dostatek a spravné mnodsiimini je limitujicim faktorem
rastu explantatovych kultur. Aminokyseliny slouZigakdroj dusiku v organické form
kterou rostlinné explantaty mohouimo vyuZzit k syntéze protain Dodavaji se ve
smesi aminokyselin (nap kasein hydrolyzat), dale gasto pouziva také L-glutamin, L-
asparagin a glycin. Nedilnou s@sti tuhych médii je zpeéwvaci latka,casto se
pouziva nap cisty jemnovi@kovy agar. Daji se ovSem pouZzit i syntetické ztabbv
latky jako Phytagel nebo gerlit.aRtové regulatory jsou latky dufytohormony nebo
jejich syntetické nahrazkyRostlinny hormon je organickd skenina syntetizovana
v jednécasti rostliny a translokovana d@asti jiné, kde vyvolava fyziologickou reakci.
Prirozené i syntetickéustové regulatory rozliSujeme na regulatory povatimdacni
(stimulatory) a povahy inhibni (inhibitory). Stimulatory Ize rozdit do tti zakladnich
skupin: auxiny, cytokininy a gibereliny. Mezi takvané inhibitory paf kyselina
abscisové a ethylen (Prochazka at al., 1998)¢Mxbpouzivanym fidavkim pati 6-
benzylaminopurin (BAP), ktery byl do roku 1972 pbgean za synteticky cytokinin
podporujici regeneraci a btimé dleni (Prochazka at al., 1998). Horgan at al. (1972)
objevil piitomnost o-hydroxy-benzyladeninu v listech topoldira dokazal firozeny

puvod této latky. Proto byly pozf souhrré nazyvanyo- am-topoliny.

Krom¢ vitamini, rastovych regulatdar a dalSich chemickygistych slozek se do
meédii rekdy pridavaji snési latek biogennihotvodu, jejichz pozitivni dinek na fist
explantal je empiricky o¥ien. Takovymi pidavky je nap. kokosova voda nebo

bananova duzina.

2.3.5. Obecné pozadavky na pipravu médii

Zakladem vSech spragnfungujicich médii jsou kvalitni chemikalie, ktebg
roztoky, je nutné odebirat febné mnoZzstvi vzdyistym chemickym n&nim a nikdy
nevracet pebytek zgt do lahve se zasobnim roztokem. Pokud tyto zasaimioky
nespotebujeme, hned je umistime do chlattyi kde po wgjakou dobu vydrZi
Vv neporuseném stavu. Hotova média se po rozlitlatlei umisti do autoklavu, kde
dojde i teplog 121°C a tlaku 101,5 kPa ke sterilizaci éklddnému propojeni
jednotlivych slozek média (Vondru$§, Ustnéledi).



2.3.6. Obecné pozadavky na praci s rostlinnym materidlem

Pokud pracujeme se sterilni kulturou, jako je tonptipact této prace, material
umistime do flow boxu, kteryéhel alespéd 15min ged samotnou manipulaci ¥m
(aby doslo k ustaleni proudu vzduchu). Lahev sukalt a vSechny pracovni péoky,
které do boxu vkladame, povrchiodesinfikujeme lihem. To se tyka i nastroktere
po desinfekci jestopalime nad kahanem. V druhértipact, kdy pouzivany material
neni sterilni, musime rostlinny materided gevodem do kultury desinfikovaadou
piipravki, pii ¢emz miZze dojit k znanému poskozeni donoru. Desinfikujeme 10%
roztokem Chloraminu B, 10% roztokentigravku Domestos nebo 10% roztokem Sava
s pridavkem smé&dla (TWEEN) na 10 min (Vondrus, Ustnikeahi).



3.Metodika

3.1.POKUSC. |

Cilem pokusu bylo aiit, zda vybrané druhy rostlin t¥iove vybraném druhu
média protokormy # ptidavku TDZ. Pouzil jsem jako zéklad médium Knudson
které se osxdcilo pro vysevy semen daného rodu. K meédiu jseéitgb snts nistovych
regulatofi a TDZ jako latku podtcujici dediferenciaci a tvorbu protokoimPro
porovnani jsem vytd dvé modifikace média: jednu s vySe popsanyffvagdavkem
regulatofi a TDZ, a druhou bez TDZ. Do obou jseiidpl agar a vysledkem bylo tuhé
médium. Pro tento pokus jsem pouzil drhyglaucophyllum, P. niveum, P. villosum
Pokus byl zahajen 24. 2. 08 a uken 1. 4. 08.

3.1.1. Pouzité médium
Slozeni média
Jako zaklad tuhého media jsem pouzil médium KnudSphkteré bylo obohaceno o
dalSi slozky (Tab. 1).

Tabulka 1: SloZzeni média pouzitého pro pokus

Knudson C Pridavek
Latka MnoZstvi v g Latka MnoZstvi v mg

Ca (NQ), . 4H,0 1 g| Inositol 100 mg
(NHy),.SO, 0,5 g| Thiamin 3 mg
KH,PO, 0,25 g| Glycin 3 mg
MgSQ, . 7TH,0 0,25 g| Adeninsulfat 10 mg
FeSO4 . 7TH20 0,025 gThZ Zamsrné neuvedend
MnSQ, . 4H,0 0,0075 g BAP 0,5 mg
Sacharoza 20 gIBA 0,1 mg
Agar 8 g| Glukoza 10 000 mg

3.1.2. Pr¥iprava média

U pripravy média je teba dodrzet padi, v emz jsou pidavany jednotlivé
slozky, a je nutno provéstgsné navazky u sypkych latek i otheni tekutych slozek
média. Jako zaklad celého média jsem pouzil 30@estilované vody, ve které jsem
rozpustil gimou navazku sacharozy a inositolu, @édnym valcem (50 a 25ml) jsem

odlil potrebné tekutéasti média, zbytek jsem navazil na digitalnich wiha vse nalil a



vysypal do 800 ml kadinky. Abych dociliikladného rozptyleni vSech slozek roztoku,
kadinku jsem umistil do vodni lazio teplot priblizné 45°C.

Nedilnou soutasti vyroby média je Uprava pH. Tu jsendiinindikatorovymi pH
papirky Sigma s rozmezim 4,5 — 10 pH (stupnice BopH). Hodnotu pH jsem pak
upravoval na optimum pH=5,5 pomoci 1 M roztoku K@kEbo roztokem kyseliny

citronové.

Nasledovalo rozpu&ti 16 g velmi jemného &stého agaru (firmy Oxoid) v 500
ml destilované vody. Roztok jsem zatal ve vodni lazni p teplot 98°C do rozpusghi
partikularnich ¢asti. U agaru nesmi dojit k tzv. rgvaeni”. Fi ném totiz dochazi

k preruseni vodikovych fistki a agar by po vychladnuti neztuhl.

Do predem pipraveného zakladniho roztoku jseniidal rozpu&ny agar a
spolene prelil do 2 | Erlenmeyerovy biky. Dale jsem do vzniklé sési pridal pridavek
uvedeny v tabulce 1, ktery bygéhpodpdit tvorbu protokorni u danych explantat

Nakonec jsem vSeu#ladre promichal a ppravené médium rozlil doipdem
saponatem umytych 100 ml infuznich lahvi. Do kap##n nalil cca 35 ml média a
uzawvel pryZzovymi zatkami. Zatky byly op@ny otvorem pro vygmu plyni, ktery byl
vyplnén molitanem, aby do lahvi nepronikal hmgizjiny agresivni material, ktery by

mohl znehodnotit médium. Lahve jsem nakonec zabalhlinikové folie.

Lahve jsem poté umistil do autoklavu, kde bylyifmmvany i teplog 121°C a
tlaku 101,5 kPa po dobu 23 min.

3.1.3. Priprava a umisg&ni explantatu do média

Priblizn¢ 15 — 20 min ped z&atkem prace jsem zapnul flow box &vddu
ustaleni proudu vzduchu a pracovni plochu boxu siydi&oval pgripravkem Bacillol
stop. Do boxu jsem naskladal ldhve s médii a jgjictarch vydezifikoval Bactoseptem.
Nastroje jako pinzetu a skalpel jsem na&ihdo 70 % lihu a nad kahanem opalil. Dale
jsem si na pracovni plochuipravil sterilni Petriho misky a lahve s materialera
pokus. Jejich povrch jsem é&pvydezinfikoval Bactoseptem. Zahto sterilnich lahvi
jsem vyndal pomoci sterilni pinzety pebné mnozstvi donorového materialu, lahev

opct zawel a nechal ji v boxu do doby uk&eni prace.



Pokus jsem provatina tech druzich rod®Paphiopediluno st&i cca 2 roky. Od
kazdého druhu jsem pouzil 3 in-vitro rgpvané donory. Donorové rostlinyiy vzdy
dva listy. Rostliny
jsem zbavil keeni a
oduntelych  ¢asti
pletiv. Pinzetu a
skalpel jsem o#
steriloval.
Jednotlivé rostliny
v ramci téhoz druhu
jsem oznail
grafickym
symbolem ¢, +, -).

Rostliny jsem
Obr. 6. Rozdleni a popis donorové rostliny. 0 — baze prytu,spedni Gsek roziezal na béazi

listu, 2 — stedni Usek listu, 3 - vrcholovy Gsek listikiad: le — spodni i L
asek listu prvni rostlir prytu obsahujici

meristém a dale na spodniesini a vrcholovodast kazdého listu (Obr. 6).

Rostlinu jsem vzdy rozdil do dvou médii, a to sifdavkem TDZ a bez TDZ.
Cést 0 jsem umistil 1x do média s TDZ a 1x do mdxia gidavku TDZ. Jednotlivé
¢asti listu jsem réce zandil do média, lahev afi opatil pryzovou zatkou a lahev
popsal. Po kazdé zpracované rostjgem nastroje dezinfikoval, aby nedoslor&nosu
infekce do dalSi lahve. Takto jsem zpracoval vZ@yldhvi pro kazdy druh média
(s nebo bez TDZ). Celkem jsentigravil 60 lahvi explantatovych kultur, které jsem
druhy den pepravil do klimaboxu, ktery ghnastavenou délku stelné a temné periody
na 12/12 h a teplotu 25°C/23°C. Nastaveni vihké&bthaboxu (50%) nebylo pro
experiment relevantni, protoZe v ugawych lahvich s explantaty je zachovana 100%
vzdusnd vihkost.

3.2.POKUSC. Il

Cilem druhého pokusu bylo otestovat vhodnost méd{a které s Uspchem

vyuziva Mgr. Vondru$ pro vegetativni mnozegkterych dalSich druhorchideji, jako



je rod Dendrobium nebo rodPhalaenopsisz listovych explantét (Vondrus, ustni
skleni). AK je modifikace média MS vytiena panem Mgr. VondruSem. Proell
mého pokusu byl fidan 6-benzylaminopurin (BAP), protoZe podporujgemeraci a
burgcné cleni, a dale TDZ a kokosova voda ke zmaminnegativnich &inka TDZ.
Opet byly vytvoreny dw varianty. Do prvni byly dany vSechny zniované latky,
kdezto do druhé nebylaipno TDZ. Nebyl pidan agar, takze vzniklo tekuté médium,
které se umistilo spolu s explantaty mieptku. Pro pokus jsem pouZil stejné druhy
jako v geedchozim pokusu, tPaph. glaucophyllum, Paph. niveumPaph. villosum.
Takeé listové explantaty jsentipravil stejnym zgisobem. Dale jsem pouzil protokormy
P. charesworthiiPokus zahgjen 20. 5. 2008 a ukem 16. 4. 2008

3.2.1. Pouzité médium
SloZzeni média
SloZeni média AK je uvedeno v tabulce?

Tabulka 2: Slozeni média AK

Latka MnoZstvi Latka MnoZstvi na 1l
v g/mg v g/mg/ml

Makroprvky: A | Inositol 100 mg
NH4NO; 66 g| Thiamin 2,5 mg
KNO3 76 g| Glycin 2,5mg
MgSO, . 7H,0O 14,8 g| Adeninsulfat 10 mg
CaClk . 2H0 17,6 g TDZ Zamerné neuvedend
KH-PO, 6,8 g| KIN 0,2 mg
Mikroprvky: B | NAA 0,1 mg
H3BO; 620 mg| Kokosova voda 175 m
MnSQ, . 4H,0 2230 mg BAP 3 mg
ZnSQ, . 4H,0 860 mg| Sacharoza 250

C | Glukoza 59
Kl 83 mg
NaoMoO;, . 2H,0 25 mg

D
CuSQ . 5H,0 2,5mg
CoChk . 6H,O 2,5 mg
Chelatizované zelezo: E
Na — EDTA 7,45 ¢
FeSQ . H,0 5579




3.2.2. Priprava zakladnich roztoki pro médium MS

Z uvedenych zakladnich skupin chemikalii aareych A, B, C, D, E (tak:. 2)
jsem vytvdil zasobni roztoky; navazil jsem makroprvky A a hktitativneé jsem je
piesypal do 2 | Erlenmaerovy iy, kam jsem fedem odndil 300ml destilované
vody. Tento roztok jsem dod rozmichal a poté dolil do 2| destilovanou vodbento
roztok jsem pelil do 2| PET lahve, uza&el a umistil do chladiky. Ze skupiny
mikroprvki B jsem stejnym zjsobem vytval zdsobni roztok s tim rozdilem, Ze jsem
piipraveny roztok doléval jen do objemu 1l. Stefak jsem postupoval u skupin C, D a
E. VSechny lahve jsem oztibpodle skupin jako A, B, C, D, E.

3.2.3. Priprava samotného média AK:

Do pripravené 2| plastové odirky jsem odlil cca 300ml destilované vody, do
které jsem nasledmridaval odnérené mnozstvi jednotlvyckasti média. Ze zasobniho
roztoku A jsem pomoci odémého valce odgtil 100 ml a vylil do plastové odénky.
Postupi jsem takto odrfil i dalSi zasobni roztoky ozdené B, C, D, E. Ze zasobnich
roztoki B, C, D jsem pomoci 50 ml odimého valce odgtoval 20 ml, z roztoku E
jsem odpipetoval 10 ml. Dale jsenigal navazenych 50 g sacharozy a 10 g glukozy.
Dale jsem navazil 200 mg inositolu, 5 mg thiamiru, mg glycinu a 20 mg
adeninsulfatu. Aby medium fungovalo tak, jak maselysem fidat ristové hormony.
Na digitalni vaze siesnosti 0,01 g jsem navazil 2 mg BAP (6-benzylapumio), 0,4
mg KIN (kinetin) a 0,2 mg NAA (kysu-naftyloctova). Ke vzniklé sisi jsem ilil 350
ml vody z nezralych kokosovychiechi. Tuto smés jsem doplnil do 2l destilovanou
vodou. VSe jsemikladre promichal a nasledrrozlil do dvou plastovych odérek o
objemu 1 I. Do jedné z odirek jsem pisypal gedem navazené mnozstvi TDZ, oaha
jej a pH papirkem jsem zifil pH obou vytvdenych médii. Nagiené pH splovalo
pozadavky pro dané médium, tj. pH 5,5. Nasledovaiditi do lahvi od dtské vyzivy,
zavickovani a pemiseni lahvi do autoclavu, kde dosldi peplot 121°C a tlaku 101,5

kPa ke sterilizaci a dorozpegi nekterych latek v médiu.

3.3.POKUSC. lllalV

Cilem pokusw. Il a IV bylo owiit, zda se zamezi nekrotizai@znych ploch

explantat pouzitim kokosové vody. Veskery listovy materiggiezal pod hladinou



kokosové vody, aby nedoslo k zagiin cévnich svazk vzduchem a tim k pozi

nekrotizacitezné plochy explantat®Pouzil jsem médium AK sifdavkem BAP, TDZ a

kokosové vody. Pro pokus Ill jsem gipravil tekuté medium, pro pokus IV tuhé.

Protoze jsem chit overit pasobeni kokosové vody na co nejrozmggitn materialu,

pouzil jsem listové explantaty z dnulPaph. glaucophylluma Paph. villosum, dale

explantaty z ktene Paph. glaucophyllumgcelé rostliny Paph. charlesworthii,a

v pokusué. IV navicprotokormyPaph. charlesworthiiOba tyto pokusy byly zaloZeny
25.10.08. Pokus. 11l byl ukon¢en 5. 12. 08 a pokus IV byl ukonien 10. 2. 09.

3.3.1.

Pouzité médium

SloZeni média pro pokus Il a IV

SloZeni média pro teno pokus je uvedem v tabuRe

Tabulka 3: Slozeni média pro pokudslll a IV

Latka MnoZstvi Latka MnoZstvi na 1l
v g/mg v g/mg/ml

Makroprvky: A | Inositol 100 mg
NH4NO; 66 g| Thiamin 2,5 mg
KNO3 76 g| Glycin 2,5mg
MgSQ, . 7TH,O 14,8 g| Adeninsulfat 10 mg
CaClk . 2H0 17,6 g TDZ Zamerné neuvedend
KHoPO, 6,8 g| KIN 0,2 mg
Mikroprvky: B | NAA 0,1 mg
H3BO3 620 mg| Kokosova voda 175 ml
MnSQ, . 4H,0 2230 mg BAP 3 mg
ZnSQ, . 4H,0 860 mg| Sacharoza 250

C | Glukoza 59
Kl 83 mg
NaoMoO;, . 2H,0 25 mg

D
CuSQ . 5H,0 2,5mg
CoChL . 6H,O 2,5 mg
Chelatizované zelezo: E
Na — EDTA 7,45 ¢
FeSQ . H,0 5579

3.3.2. Priprava zakladnich slozek pro médium MS

Pri pripraw média jsem pouZil jiz hotové zasobni roztokyedezhoziho pokusu.



3.3.3. Priprava samotného média AK
Postup pipravy média a navazky chemikaliiistovych regulatdr zistaly stejné
jako v gredchozim pokusé Il jen stim rozdilem, Ze pro pokus IV jsem pouZil

v tabulce uvedené mnoZstvi agaru.

3.3.4. Priprava kokosové vody a explantatu

Pro pokus jsem pouZzil kokosovou vodu z nezralyckokovych @echi. Pro
ziskani kokosové vody jsou &moznosti. Jednou z moznosti je zakoupit ji v ptecke,
ale tady neméame jistotu jaksta kokosova voda je phpzdali neni ngedna pitnou
vodou. Druhy zpsob jak ziskat opravdu kvalitni¢gstou kokosovou vodu je zakoupit
Pro svou praci jsem zvolil druhy &gob. NoZzem jsem odsekl vrchol kokosovébhechu
a jeho obsah, tj. kokosovou vodu, jsefalipdo odnerky. Poté jsem ji rozlil do lahvi od
détské vyzivy, uzakel vicky a lahve popsal. Spolu gigravenym médiem jsem tyto
ozna&ené lahve umistil do autoklavu a vysterilizoval gi@jnych podminek jako
médium. Po vyautoklavovani jsem lahvéemesl k flow boxu, vydezinfikoval jsem

lahve s médiem i kokosovou vodou 70% lihem a uirdstiflow boxu.

Proved| jsem dezinfekci flow boxu, nastrop pipravil si lahve s rostlinnym
materialem. Do jedné sterilni petriho misky jseniil rsterilni kokosovou vodu. Ve
druhé jsem si fpravil sterilni rostlinny material, ktery jsem zablazbytki média a
nekrotizovanych¢asti. Lihem jsem ap ocistil skalpel i pinzetu a opalil je nad
kahanem. Pomoci pinzety jsemiepesl donorovou rostlinu do petriho misky
s kokosovou vodou pod jeji hladinou fezal jednotlivé explantaty. Kazdy jsem
okamzi€ po odiznuti umistil do lahve s médiem, utelva lahve popsal. Takto jsem
postupoval u listovych explantaPaph. glaucophyllum, Paph. villosyrkorenovych
explantat Paph. glaucophylluna dale i u celych rostlineRaph. charlesworthiiPro
pokus¢. lll, tedy pro tekutou modifikaci média, jsem pduaké protokormyPaph.
charlesworthij které jsem odebral Zipodniho média a omyl je v kokosové vod

umistil do lahve s tekutym médiem.

Pokus ¢. I, tj. tekutd modifikace média AK, jsem umistila tepaku do
kultivacni mistnosti, kde byla udrZovana konstantni tepR24C. Pokus¢. IV byl



umisén do klimaboxu sifedem nastavenymi kultigaimi hodnotami (sitelna a

temnostni faze denniho cyklu 12/12 h, teplota 2&%2&enost 6Qumol.m2s?).



4.Vysledky a diskuse

4.1.POKUSC. |

4.1.1. Prabéh pokusu:

Pribéh pokusu je zdokumonetovan v tabulkach 4 — 7. 0bgru zhruba jeden a
pul mésice trvajici kultivace doSlo postuptk Uhynu nebo znekrotizovanireznych
ploch vSech explantat Pi kontrole pokusu 11. 3. OBaph. villosunreagoval negativh
na TDZ, coz se projevilo nejvySSi mortalitou expddin (50%) (tab. 5). O tyden po&l
(tab. 6)Paph. villosumv médiu s pidatkem TDZ nefezil ani v jediném explantatu. U

ostatnich dvou drudhnebyly ihyny mezi variantou s TDZ a bez TDAip rozdilné.

Tabulka 4. Stav explantatovych kultur ugelistii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 6.3. 2008.
Legenda k symbédain: e, +, - oznaeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. OKelené
explantaty, ¥ - hornfast explantatu Zlut&ést v médiu zelend), X — zezloutlé explantaty.

Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ
Cést | stav| Cast| stav| ¢ast | stav| Cast| stav| cast | stav| cast | Stav
Oe X le Ok le Ok Oe X Oe 1 le Ok
le X 2e Ok 2e Ok le Ok le Ok 2e Ok
2e Ok 3e Ok 3e Ok e Ok 2e Ok 3e X
3e X 0+ X 0+ Ok 3e Ok 3e Ok 0+ Ok
1+ Ok 1+ X 1+ Ok 1+ Yo 1+ Ok 1+ Ok
2+ Ok 2+ Ok 2+ Ok 2+ Ok 2+ Ok 2+ Ok
3+ Ok 3+ Ok 3+ Ok 3+ Ok 3+ Ok 3+ Ok
1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Ok
2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok
3- X 3- Ok 3- Ok 3- Ok 3- Ok 3- X




Tabulka 5. Stav explantatovych kultur Gselist;; studovanych druhrodu Paphiopedilum k 11.3. 2008.

Legenda k symbdéin: o, +, -

oznaeni jednotlivych rostlin v rdmci téhoZ druhu. OKelené

explantaty, ¥ - hornfast explantatu zlutaést v médiu zelena), X — zeZloutlé explantaty.

Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
STDZ Bez TDZ S TDZ Bez TDZ S TDZ Bez TDZ
Céast| stav| Cast| Stav| ¢ast| Stav| Cast| stav| ¢ast| stav| Cést| Stav
Oe X le Ok le Ok Oe X Oe X le Ok
le X 20 Ok 20 Ok le Ok le Ok 20 X
20 X 3e Ok | 3e Ok 20 Ok | 2e Ok 3e X
3e X 0+ X 0+ | Ok | 3e Ok | 3¢ | Ok | O+ Ok
1+ | Ok | 1+ X 1+ ) 1+ Y% 1+ | Ok | 1+ Ok
2+ Ok | 2+ Ok | 2+ Ok 2+ Ok [ 2+ | Ok | 2+ Ok
3+ | Ok | 3+ Ok | 3+ | Ok | 3+ | Ok | 3+ s 3+ Ok
1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Ok 1- Yo
2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok | 2- Ok 2- Ok
3- X 3- Ok 3- Ok 3- Ok 3- Ok 3- X

Tabulka 6. Stav explantatovych kultur Gselisti: studovanych druhrodu Paphiopedilum k 25.3. 2008.

Legenda k symbdéin: o, +, -

oznaeni jednotlivych rostlin v rdmci téhoZ druhu. OKelené

explantaty, ¥ - hornfast explantatu zlutaést v médiu zelena), X — zezZloutlé explantaty.

Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
STDZ Bez TDZ S TDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ
Cést| stav| ¢ast| Stav| ¢ast| Stav| Cést| stav| ¢ast| stav| Cast| Stav
Oe X le Ok le Ok Oe X Oe X le Ok
le X 20 Ok 20 Ok le Ok le Ok 20 X
e X 3e Ok 3e X 2e X 20 Ok 3e X
3e X 0+ X 0+ X 3e Ok 3e X 0+ Ok
1+ X 1+ X 1+ X 1+ X 1+ X 1+ Ok
2+ X 2+ X 2+ Ok 2+ Ok | 2+ Ok | 2+ Ok
3+ X 3+ X 3+ | Ok | 3+ Ok | 3+ X 3+ Ok
1- X 1- Ok 1- X 1- ) 1- Ok 1- X
2- X 2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok 2- Ok
3- X 3- X 3- Ok 3- Ok 3- X 3- X




Tabulka 7. Stav explantatovych kultur Gselisti: studovanych druhrodu Paphiopedilum k 1.4. 2008.
Legenda k symbidrn: o, +, - oznaeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. OKelené
explantaty, ¥ - hornfast explantatu zlutaést v médiu zelena), X — zeZloutlé explantaty.

Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ
Céast| Stav| ¢ast | Stav| ¢ast| Stav| Cast| stav| ¢ast| stav| Cast| Stav
Oe X le X le 1 Oe X Oe X le X
le X 20 X 20 X le X le 1 20 X
20 X 3e X 3e X 20 X 20 X 3e X
3e X 0+ X 0+ X 3e X 3e X 0+ X
1+ X 1+ X 1+ X 1+ X 1+ X 1+ X
2+ X 2+ X 2+ X 2+ X 2+ X 2+ X
3+ X 3+ X 3+ X 3+ X 3+ X 3+ X
1- X 1- Y 1- X 1- X 1- X 1- X
2- X 2- X 2- X 2- X 2- X 2- X
3- X 3- X 3- X 3- X 3- X 3- X

4.1.2. Zhodnoceni pokusu:

Protoze postugnoduniely vesSkeré explantaty ve variantach s TDZ i beZTje
mozné, ze explantiéin nevyhovovalo slozeni média. Proto jsem pro nagleidpokus
¢. Il pouzil jiné slozeni kultivéniho média. Pro dalSi pokus jsem na dopenii Mgr.

VondruSe zvolil médium AK.

4.2.POKUSC. II

4.2.1. Priabéh pokusu:

Pokus probihal 27 dni. Po této dabusel byt ukoten kvili zavadt na tepace.
Pribéh pokusu je zdokumentovan v tabulkach8. a 9. Bhem pokusu doSlo ke
zvétSeni protokorma Paph. charlesworthiimozno vidt pod tab. 9). UPaph. villosum
ve varian¢ s TDZ doslo jiz v prvnim tydnu k nekrotiza@znych ploch explantata tim
k znehodnoceni celého segmentu.Pdph. niveuma Paph. glaucophyllumnebyly
pozorovany vyrazné rozdily v uhynu explatatezi jednotlivymi variantami s TDZ a
bez TDZ. Déle je pod tabulkoti 8. a 9. vidt stav celych rostlinefPaph. villosum,
Paph. niveum, Paph. glaucophyllurty byly umisény v médiu s fimési TDZ. Po
tydnu kultivace byly rostliny zelené a nejevily mmé nekrotizacerezné plochy ani
jednotlivych listi. Fxi dalSi kontrole, jak je uvedeno pod tabulk&u9, byla zjiS¢éna



znekrotizovana bazePaph. villosum Paph.niveum bylo v paadku a u Paph.

glaucophyllumdoslo k zasychéani 3fgk explantatu.

Tabulka 8. Stav explantatovych kultur Ugekstii studovanych druhrodu Paphiopedilum 14.6.2008.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥nekrotizovandezna
plocha a zbytek explantatu zeleny, X - celé géilgn

Listové explantaty
Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ STDZ Bez TDZ

Cast| Stav| ¢ast| stav| ¢ast| stav| Cast| stav| ¢ast| stav| Cast| Stav
1+ Y 1+ | Ok | 1+ | Ok 1+ Ok [ 1+ | Ok 1+ Ok
2+ Ok | 2+ s 2+ | Ok | 2+ X 2+ | Ok | 2+ Ok
3+ Y 3+ | Ok | 3+ | Ok | 3+ Ok [ 3+ | Ok | 3+ Ok
1- %3 1- Ok 1- X 1- Ok 1- b3 1- Ok
2- %3 2- %) 2- %3 2- Ok 2- %3 2- Ok
3- ¥ 3- Y 3- Ok 3- Y 3- Ok 3- X

Celé rostlinky

lok|{ | | Jok|] | [ JOok[| |
Protokormy Paph. charlesworthii (10ks) v TDZ
OK

Tabulka 9. Stav explantatovych kultur Uselsti: studovanych druhrodu Paphiopedilum KL2.6.2008.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥nekrotizovandezna
plocha a zbytek explantatu zeleny, X - celé géilgn

Paph. villosum Paph. niveum Paph. glaucophyllum
S TDZ Bez TDZ S TDZ Bez TDZ S TDZ Bez TDZ
Cast Stav tast| stav| cast| stav| Cast| stav| ¢ast| stav| Cast| Stav
1+ X 1+ | % | 1+ | Ok | 1+ | X | 1+ | % | 1+ Yo
2+ Yo 2+ | X 2+ | Yo | 2+ | X 2+ | Yo | 2+ Yo
3+ X 3+ | Yo [ 3+ | ¥ | 3+ | X [ 3+ | ¥ | 3+ Yo
1- X 1- | | 1- | X 1- ol 1- | X 1- Yo
2- X 2- | X 2- | Y 2- | Ok | 2- | X 2- Yo
3- X 3- | X 3- | Ok | 3- Y| 3- | Ok | 3- X
Celé rostlinky v TDZ
Znekrotizovana Ok zasychani od Sgky
baze expl.
Protokormy Paph. charlesworthii (10ks) v TDZ
Z¢tSene

4.2.2. Zhodnoceni pokusu:

Pres kratké trvani pokusu bylo z vyslédkiejmé, Zetezné plochy explantat
nekrotizovaly v obou variantach. Hledali jsme texjyisob, jak eliminovat negativni
vliv poSkozeni pletiva ip pripraw explantal. Jednou z moznosti jEezat rostlinny

material pod hladinou rostlinnych extrak(Burkhard, 1989). Autor uvadi, Ze by se



timto zpisobem nilo zabranit nasati vzduchu do cévnich svaastlinného explantatu
a naslednému nekrotiziovairézné plochy daného segmentu pogelého explantatu
v disledku nepkchodu Zivin aiistovych regulatdr z média. Rostlinné extrakty déle
obsahuji nezji#hé mnozstvi latek pozitienovlivaujici stav rostlinnych explantat
Také zmiiuji negativni reakci na stres diky nespecifickémunobstvi nativniho

kinetinu.

4.3.POKUSC. Il

4.3.1. Pribéh pokusu:

Pribéh pokusu je zdokumentovan v tabulk&chH 0 — 12. Nekrozy bazalnidasti
explantat se vyskytovaly i vtomto pokusu. V Tabulka¢h 10 — 12. nejsou vid
vyrazné rozdily v nekrotizaci mezitiznymi typy segmeiit ani mezi studovanymi
druhy roduPaphiopedilum Na apikélnitezné ploSe stdni ¢asti listu se netvdy
nekrozy na rozdil od bazal@asti téhoz segmentu. Posledni zbylé explantaty bez
nekrotizaci feznych ploch jsem ippaséazoval 30.11. 08. VSechnyepasazované

explantaty zkontaminovaly a naslédihynuly.

Tabulka 10. Stav explantatovych kultur Ugekstii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 2. 11. 08.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥asehla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtete, N - segment nezzen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny
Tekuté médium s TDZ Tekuté médium s TD4 Tekuté nnéds TDZ

Cést Stav Cést Stav rostlina Stav
1+ X 1+ Yo le Ok

2+ Ok 2+ X 2+ Ok

3+ Ok 3+ Ok 3- X

1- N 1- N

2- Ok 2- Ok

3- Y 3- Ok




Tabulka 11. Stav explantatovych kultur Ggekstii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 26. 11. 08.
Legenda k symbdrn: +, -  oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. Yasehla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtete, N - segment nezen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny
Tekuté médium s TDZ Tekuté médium s TD4 Tekuté nnéds TDZ

Cést Stav Cést Stav rostlina Stav
1+ X 1+ X le Ok

2+ Ok 2+ X 2+ X

3+ X 3+ Ok 3- X

1- N 1- N

2- Ok 2- Yo

3- X 3- Ok

Tabulka 12. Stav explantatovych kultur Uselkstii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 30. 11. 08.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥asehla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtete, N - segment nezzen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny
Tekuté médium s TDZ Tekuté médium s TD4 Tekuté nnéds TDZ

Cést Stav Cést Stav rostlina Stav
1+ X 1+ X le Ok

2+ Ok 2+ X 2+ X

3+ X 3+ Ok 3- X

1- N 1- N

2- Ok 2- X

3- X 3- Ok

4.3.2. Zhodnoceni pokusu:

Pokus prokézal, Ze v pouzitém tekutéem médiu jsqulaetaty schopnyipZit bez
nekroz nareznych plochach nejmér86 dni. Rhem této doby se vSak neéady tvorit

natreznych plochach protokormy.

4.4.POKUSC. IV

4.4.1. Priabéh pokusu:

Pribéh pokusu¢. IV je zaznamenan v tabulkac¢h 13- 16. Z&chto tabulek je
ziejmy pozitivni vliv média nd@aph. villosum které pezivalo nejdéle a v nejvySSim
poctu do doby, nez doslo k znekrotizovdeznych ploch explantatu. Dale jsem pouZil 2
explantaty z ktene Paph. GlaucophyllumStav &chto explantdi jsem do tabulek

neuvedl, protoze doslo k thynu explaft&them rékolika dni od zaatku kultivace.



Tabulka 13. Stav explantatovych kultur Ggekstii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 1.11.08.
Legenda k symbdrn: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. Yaschla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtet®, N - segment nezen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny

Tuhé médium s TDZ Tuhé médium s TDZ Tuhé médiuZ T
Cést Stav Cést Stav rostlina Stav

1+ Ok 1+ X le Ok

2+ Ok 2+ Ok 2+ Ok

3+ Ok 3+ Ok 3- Ok

1- N 1- N

2- Ok 2- Ok

3- X 3- Ok

Tabulka 14. Stav explantatovych kultur Useksti studovanych druhrodu Paphiopedilum k 25.11. 08.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥asehla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtet®, N - segment nezzen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny

Tuhé médium s TDZ Tuhé médium s TDZ Tuhé médiumZ T
Cést Stav Cést Stav rostlina Stav

1+ Ok 1+ X le Ok

2+ Ok 2+ Ok 2+ X

3+ Ok 3+ X 3- Ok

1- N 1- N

2- Ok 2- Ok

3- X 3- Ok

Tabulka 15. Stav explantatovych kultur Useksti studovanych druhrodu Paphiopedilum k 15.1. 09.
Legenda k symbdin: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. ¥asehla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odket@, N - segment nezzen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny

Tuhé médium s TDZ Tuhé médium s TDZ Tuhé médiuZ T
Cast Stav Cést Stav rostlina Stav

1+ Yo 1+ X le Ok

2+ Yo 2+ X 2+ X

3+ Yo 3+ X 3- Ok

1- N 1- N

2- Y 2- Ok

3- X 3- Y




Tabulka 16. Stav explantatovych kultur Ugekstii studovanych druhrodu Paphiopedilum k 10.2. 09.
Legenda k symbdrn: +, - oznéeni jednotlivych rostlin v ramci téhoz druhu. Yaschla baze a zbytek
explantatu zeleny, X - celé odtete, N - segment nezzen do pokusu

Paph. villosum Paph. glaucophyllum Paph. charlesworthii rostliny

Tuhé médium s TDZ Tuhé médium s TDZ Tuhé médiurg T
Cast Stav Cast Stav rostlina Stav

1+ Yo 1+ X le X

2+ Yo 2+ X 2+ X

3+ Yo 3+ X 3- X

1- N 1- N

2- X 2- Ok

3- X 3- X

4.4.2. Zhodnoceni pokusu:
Pfi tomto pokusu se po#dio prodlouzit Zivotnost ékterych explantdit na dobu
nejmért 108 dni. Na Zivych explantatech vSakitogoslo k nekrotizacinieznych ploch

a nepodalo se vyvolat tvorbu protokortn



5.Souhrnna diskuse

ORI Y

mnoZeni iznych druli komegné mnozenych drulhorchideji, & uz se jedna o hybridy
¢i n¢které botanické druhy snéazespovatelné v domécich podminkdch. Jedna se
nagiklad o rekteré druhy roduPhaleanopsis, Dendrobium, Cattleydd. Pro rod
Paphiopedilunpodle dostupnych informaci tato metoda pouzivard.Pokud ano, je
z komeenich divodi utajena. Domnivam se vSak, Ze tato metoda &ktiggouzivana
neni. Nean Lee (2004) uvadi ve své studii, Ze & 2@02 bylo exportovano z Taiwanu
717, 97 mil. kug orchideji roduPhalaenopsisa ,pouze” 1, 08 mil. kusorchideji rodu
Paphiopedilum Zde je vidt vyrazny neporr mezi rodemPhalaenopsis kde jsou
listové explantaty zvladnuté a neni problém jicprogukovat velké mnozstvi, a rodem
Paphiopedilum ktery je gstitelsky narongjSi, & uz jde o vysevyi jakékoli typy
explantat.

NejsnazSi zfisob, jak namnozit rostliny rodBaphiopedilumje metoda #&eni
trsu. Tato metoda je vSak ekonomicky neefektivioi pedostatek mataych rostlin a
také proto, Zze mateé rostliny nejsou schopné produkce takového mubzs&tnozi,
jakého by bylo pdtba pro uspokojeni poptavkyétgina vyprodukovanych rostlin rodu
Paphiopedilumpochéazi z aseptickych vydevn vitro. Tato, s&né jako kazda jina
metoda, ma sva rizika. N&jgim problémem jeipvod mladych rostlin z podminek
vitro do podminelex vitro.V této fazi dochazi k uhynu az 70% rostlin. JimeoZnosti,
jak mnozit rodPaphiopedilum jsou metody rostlinné regenerace z kalusovéhtvple
(Yung-Haw Lin at al., 2000), kdy se vyttigprotokormy, ze kterych se dale diferencuji

jednotlivé rostlinné organy.

Na podklad dosavadnich zkuSenosti se ukazuje, &gené postupy jeféba dale
vylepSovat. Jednou z moznosti, jak ziskat dostétennozstvi protokorin je zastaveni
diferenciace rostlinnych organz kalusového pletiva ve fazi protokormu a usrist
takto ziskaného malého mnozstvi protokdrma mnozivé médium. Tim dojde k
mnozZeni protokoriin az do doby, nez jej zastavimigepasdzovanim na médium, které

svym sloZzenim podgodiferenciaci protokorrin na jednotlivé rostliny.



6.Zavér
V praci byla testovana metoda iniciace protokibron vybranych drui rodu
Paphiopedilumpomoci aplikace TDZ v explantadtovych kulturach.s\égky ukazaly,

Ze. metodu nelze bez dalSich Uprav aplikovat na Raghiopedilum Alternativni

moznosti je diferenciace protokolim kalusoveho pletiva.
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