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Annotation

The plants of genus Tillandsia L. are a valuable article at the market nowadays,
both legal and illegal. A lot of collectors are able to pay enormous sums of money
only for having the species, some of which live in tens individuals at only one locality
in the world. Mainly protected species are illegally sold.

The goal of this thesis is to find out, which medium is the most suitable for
aseptic breeding by seeds and if it is possible, by using this method, to help free

living species to survive.

Anotace

Rostliny rodu Tillandsia L. jsou v dnesni dobé cennym artiklem na trhu, legalnim
i nelegalnim. Mnoho sbératelll je schopno zaplatit nehorazné sumy penéz jenom
proto, ze chtéji mit ve své sbirce druh, ktery Zije na jediné lokalité pouze v desitkach
kusU. Nelegalné se prodavaiji hlavné chranéné druhy.

Cilem této prace je zjistit, jaké je nejvhodnéjsSi médium pro aseptické mnozeni

pomoci semen a zda Ize timto postupem pomoci volné zijicim druhdm v jejich preziti.

Keywords
Bromeliaceae, aseptic breeding, medium
Klicova slova

Bromeliaceae, aseptické mnozeni, médium



Prohlaseni:
Prohlasuji, Ze jsem tuto praci vypracoval samostatné pouze s pouzitim citované
literatury a za odborného vedeni doc. RNDr. Hany Cizkové, CSc. a Mgr. Bohumila

Vondruse.

V Ceskych Budgjovicich 13. dubna 2009



Podékovani:

Dékuji vSem, ktefi mi s touto praci jakkoliv pomohli. Za ziskani semen druh
Tillandsia L. Ing. Janovi Zimovi, Antoninovi a Ondfejovi Lukscheiterim, Ing. Pavlu
Heftusovi a Ing. Jarmile Matouskové. Za zpracovani dat ve statistickych programech
Mgr. LukaSovi Smahelovi. Za jazykovou korekci Mgr. Vlasté Valentové. Za vedeni,
cenné rady a nezlomnou trpélivost dékuji vedouci své prace doc. RNDr. Hané
Cizkové. A v neposledni fadé dé&kuji svému konzultantovi, Mgr. Bohumilu

Vondrusovi, za neocenitelnou pomoc pfi uskute¢novani tohoto experimentu.



1. UVOD 3

2. LITERARNI PREHLED 4

2.1 STAVBA TELA ..ttt 4
20101 KOF@IY ..otttk e e h e ae bt a ettt n ettt e bt e eneens 4
20120 SEON@K ..ot e a ettt a ettt et ae e eneene 5
21,30 LESTY ettt et ARt a et b et eh e Rt Rttt e st et et et e be bt eteeneeneeneens 5
B B B T o PP 5
2.1.5. KVEY @ KVEIERSIVI ...ttt ettt sbeebe s ens 6
2.1.6. PLOAY G SCMIEH(. ...........c.oceeeeieeeieeeie ettt ettt ettt et et eessesbeebeesseensesneeens 6

2.2. NAROKY NA PESTOVANT ..ot 7
2200 SVEHLO ...ttt ettt a et ettt at bbbt s nsensen 7
2.2.20 VO .ottt a ettt a e a ettt ettt nes 7
2.2.3. TEPIOMA. ...ttt ettt te et enes 8
2204 VZAUCH ...ttt ettt ettt 8
2.2.5. MIR@FAINT LATKY ..ottt ettt 8

2.3. ZPUSOBY ROZMNOZOVANT......ccoiuiiiiiiiiiiiiiiiciiinciic e 9
2.3.1. Vegetativiii FOZMIOZOVANL ...........ccueeeuieeeeesiieeeee st e et e sttt e ste e sttt e sateestteesabeesaseessbeeasseessseanseesnseeaseeenns 9
2.3.2. GeNerativii FOZIMIOZOVANL ............c..ccueeeeiueeeisaeeaeeeeteeett et eseeeaeseeesaeesseeseesaesaeesaeeeseanseenseeneeeseenseenseas 10

2.4, ZKOUMANE DRUHY ....ooviiiiiiiiiiitiiiiiteic ettt 11
2.4.1. Tillandsia gardneri LINdL. ................ccoooioiiiiiiiiieei ettt 11
2.4.2. Tillandsia pseudobaileyi Sue GArdner .................ccccocoueoiiiiiiiiieiieee et 12
2.4.3. Tillandsia schiedean@ STUEA. ....................c.ccceeviioiiiiiieee ettt 12
2.4.4. Tillandsia ferriSiana L. B. SMULR .............cc.cccoooiiiiiiiiiiieieeieeeeeeie et 14
2.4.5. T. myosura v. gilliesii GriSeb. €X BAKEF ..................ccccooeiieiuieiiiiieiieiieeie ettt 14
2.4.6. T. loliacea Martius ex SCRUILES [ .........c.ccocceririiiiiiiiiiieieee et 14
2.4.7. T. flabellata v. rubra BaKer .................ccccociiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 15
2.4.8. T. capillaris RUiz GRd PAv. ...............cccccooiiiiiiiiiieie ettt 16
2.4.9. T didiStICha H. B. K. ....c.ocooiiiiiiii oottt 17

3. MATERIAL A METODIKA 18

3.1 CIL PRACE .. bbb 18

3.2. PRINCIP — ASEPTICKE KULTURY ....vevtrtemteuintenteuertenterententerestensenesteseesessessesessensesessessesessensesessensenessensenens 18

3.3  MATERIAL ..ot 18

3.4. POSTUP PRI PRIPRAVE POKUSU .......ccutriimiiiiiiietinteietesteeetesteeetesteeese st eesesteseesesaeseenesaeseesesaeneenesaenenens 19

3.5. USPORADANI POKUSU ..ottt 20
3.5.1. Pokus Cislo 1 (DFedbEZNY POKUS) ..........cccooieeiiiiee ettt 20
3.5.2. Pokus Cislo 2 (pOkuS § deZINfERCT) .........cccoooiiiiiiiieee et 20

3.5.3. PORUS CISIO 3. et 20



3.5.:4. PORUS CISLO 4ol

. VYSLEDKY 21
o T 0 < 61 R TR 21
B2 POKUS C. 2ottt ettt ettt e et e et e et e e et e e ete e e eaaeeeta e e eaaeeeaaeeeateeeaaeeeaaeeeareeeraeenraeeeraeeins 21
O T o6 ) B[S T PR PEO PP 21
N L0 S S O SO 22

. DISKUZE 24
5.1. METODICKA OMEZENL......ccuuitiiiiiiiiieieeeeeeeee ettt eeee e e et e e e eetteesenteeesenaaeessenaeeesesseesesaseesasseeessnteeeesnnes 24
5.2. VHODNE MEDIUM (3. A 4. POKUS)....uvieuveitierieeiteeteeteeseesseesseeseessesssasssesseesseessesssesssssssessesssesssesssessessses 25

. ZAVER 26

.POUZITA LITERATURA 27

. PRILOHA 29




1. Uvod

Rod Tillandsia L. jsou rostliny plné kontrast. Rostou v tropickém deStném pralese, kde
je rano a v podvecer dostatek vody a nizké teploty a naproti tomu odpoledne teploty ptesahuji i
30 °C. Rostou vSak i1 ve vysokych horskych oblastech, kde teplota Casto klesa pod bod mrazu a
nachdzeji se na mistech, kde nemusi dlouhou dobu spadnout ani kapka vody. A pfesto zde
rostou, kvetou a rozmnozuji se. Diky témto az extrémnim podminkam jsou druhové rozmanité
a lze si vybrat druhy vhodné pro péstovani na stinnych mistech, pfimém slunci, v byté¢ i ve
skleniku (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

Velmi mélo vime o generativnim rozmnozovani druhl Tillandsia L. in vitro (Mekers
1977). Mnoho péstiteld hledalo zpasoby, jak nejlépe rozmnozit tyto zajimavé rostliny, at’ uz
vegetativnim, ¢1 generativnim zplisobem, pomoci meristémovych kultur ¢i jinych kultur
aseptickych.

V této praci jsem se zamétil na aseptické kultury in vitro, kdy se ziskavaji nové rostliny
pomoci semen rostoucich a kli¢icich ve sterilnim prostedi. Pokusy budou provadény na péti
riznych médiich pfi konstantni teploté. Druhy pouzité v této praci jsou vesmes snadno
dostupné, kromé¢ obchodné cenéné Tillandsia gardneri, kterd je primarnim pokusnym

objektem.



2. Literarni prehled

Rod Tillandsia L. patti mezi jednodé€lozné rostliny. Je zatfazen do celedi Bromeliaceae
Juss., ktera €ita pres 2000 druhi. Rostliny této ¢eled¢ se nachazeji na americkych kontinentech.
V ptiloze ¢ 2 je uvedeno piiblizné rozd€leni. Rod Tillandsia L. je rozsifen prevazné v Latinské
Americe, pouze nékolik druhii se vyskytuje v jizni oblasti USA. Jejich nejsevernéjsi pfirozena
je pojmenovan podle Svédského botanika Tillandse. Jiz na zacatku minulého stoleti byli
dovazeni do Evropy prvni zéastupci rodu Tillandsia L. pro zahradnické, mnozitelské a
Slechtitelské ucely (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

Vétsina druht rodu Tillandsia jsou vytrvalé oddenkaté byliny (Maruska 2001). Mnoho
druhti rodu Tillandsia L. se velmi snadno zaméni s podobn¢ vypadajicimi rostlinami rodu
Vriesea Lindl. Pro spravné zafazeni rostlin musime pockat na kveteni, kdy narozdil od

Tillandsia L. maji Vriesea Lindl. srostlé okvétni listky (Maruska 2001).
2.1. Stavba téla

U Tillandsia L. miZeme pozorovat velkou rozmanitost stavby téla. Velikost téla miize
byt od nékolika centimetra (7.bryoides) az po nékolika metrové obry (7. grandis) (Lukscheiter,
Lukscheiter 2000). Stavba téla odrazi prizptsobeni k extrémnim podminkdm prostiedi. Druhy

rodu Tillandsia L. se vyznacuji schopnosti vyuzivat i malé¢ mnoZzstvi vlahy v ovzdusi.
2.1.1.Koreny

Vsechny zndmé druhy rodu Tillandsia L. vytvateji kotfeny, a to 1 zndmy druh Tillandsia
usneoides, ktery tvoii pouze velice nepatrny kofen v poc¢ateénim stadiu. Xerofilni druhy maji
velmi redukovany kotfenovy systém (Maruska 2001).

Kofenova soustava je svaz¢itého typu s pievahou adventivnich kofentl. Zivotnost kofent
je 2 — 3 roky. Hlavni funkce kotenové soustavy je mechanicka — pfichyceni k podkladu, na
kterém rostliny rostou. U kofenil téchto druhii rostlin dochazi béhem kratké doby ke

sklerifikaci, ¢imz ziskavaji kofeny neuvétitelnou pevnost (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).



2.1.2.Stonek

Jednou z nejméné napadnych Casti rostlin je stonek. V mnoha ptipadech byva zkraceny
az zakrnély nebo velice podlouhly a uzky. U nékterych druhii se vyznacuje stonek tzv.
negativnim geotropickym riistem To znamend, ze stonek téchto druhi roste smérem dold.
Tento jev je bézny zejména u epifytli. Pokud je negativni geotropismus vyvinut u rostlin
rostoucich na vodorovném podkladu, pak stonky rostou vSemi sméry. U vSech druhii rodu
Tillandsia L. je rust stonku ukoncen kvétenstvim. Kveteni evokuje u vétSiny matecnich rostlin
tvorbu dcefinych rostlin a mate¢ni rostlina odumie do n€kolika let. U n€kterych druhti dozraji

pouze semena a rostlina odumte (Rauh 1990).

2.1.3.Listy

Listy jsou bezpochyby u vSech rodu Tillandsia L. nejzajimavéjsi a nejrozmanitéjsi ¢asti
celé rostliny a pro jeji preziti maji nejvétsi vyznam (http://kkplzen.eu). Mohou byt protahlé
s podélnou nervaturou, v mnoha piipadech maji na povrchu specidlni trichomy. Listy jsou
znacné tvarové variabilni, mohou byt ploSe femenovité nebo az carkovité s okrouhlym ¢i
trojuhelnikovitym prifezem. Mohou dosahovat velikosti i dvou metrt, ale u miniaturnich
druhti také pouze nékolika milimetrti. Listy vétSiny druhi maji sukulentni charakter (Rauh
1990).

List jako celek je dale d€len na listovou Cepel a listovou pochvu. Listova pochva objima
stonek rostliny nebo mladsi listy. Listova ¢epel je umisténa na téle rostliny smérem do volného
prostoru. Pfechod mezi obéma ¢astmi listu mize byt zcela rozdilny, a to i barevné, kdy prechod

mize byt bud plynuly, nebo témét neznatelny (Rauh 1990).
2.1.4.Trichomy

Trichomy, stiibrné Supinky na povrchu téla, hraji v zivoté tilandsii dalezitou roli. Tyto
trichomy jsou presnéji oznacovany jako savé Supinky. Trichomy tilandsii slouzi pro pfijem
vody a v ni rozpusténych latek. Tuto vodu mohou vyuzivat pouze v kapalné formé a ptrenaseji
ji do prodlouzenych bunék uvnitt listu. Pies den, kdy na rostlinu sviti slunce a musi piezit
vysoké teploty, jsou trichomy ploSe rozlozeny na povrchu listu. Zakryji tak pruduchy, a tudiz
snizi vypar vody na minimum. Pfitom jejich stfibrnd barva efektivné odrdzi svétlo a tim padem
nedochézi k ptehtati rostlin. V noci, kdy je okolo rostlin vody dostatek, ptijima rostlina vodu a
v ni rozpusténé latky. Nejsou-li vSak listy vlhké, jsou priduchy potad uzavieny a rostlina ztraci

pti vysokych teplotach minimalni mnozstvi vody (Crawford 1989, Maruska 2001).
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V noci, kdy je vovzdusi dostate¢na vlhkost a praduchy jsou otevieny, muze rostlina
piijimat potfebny oxid uhliCity. Pouta jej za pomoci enzymu PEPkarboxylazy do molekul
organickych kyselin, které¢ ukladd do vakuoly. Z toho vyplyva, ze Tillandsia L. nepotiebuje
CO; pfijimat ptes den, nebot ho Cerpa z nashromazdénych zasob z predeslé noci. Syntéza
cukrii pak probihd pres den, kdy se CO, uvoliluje z organickych kyselin a je nasledné
zabudovan do molekul sacharidii v reakcich Calvinova cyklu. Tento zvlastni zptsob

fotosyntézy je pojmenovan CAM (Crassulacean Acid Metabolism) (Prochazka et al. 1998).

2.1.5.Kvéty a kvétenstvi

Kvéty rodu Tillandsia L. jsou usporadany do klasu s riiznym stupném nahlouceni. Délka
klasu a pocet kvéti se u jednotlivych druhti lisi. Klas mtze byt jednoduchy nebo slozeny a je
pak boc¢né tvarovan na nékolik dalich klaskt (Isley 1992). Vyskytuji se rostliny, které maji
klas redukovany piimo v ruzici rostliny (7. ionantha), které méti s kvétenstvim az dva metry
(T. utriculata), klas sjednim kvétem (7. andraina) a druhy sklasem nékolikanasobné
vétvenym na mensi klasky (7. duratii). V obdobi kvétu se kvétenstvi a cela rostlina dosti ¢asto

zbarvuje do riznych odstinli Cervené, fialové, rizove, ... (Spisiak 1993).
2.1.6.Plody a semena

Semenik u rodu Tillandsia L. je svrchni a plodem je tfipouzdra tobolka. Kazda
rostlina produkuje rizny pocet tobolek. Naptiklad Tillandsia albertiana f. Vervoorst produkuje
pouze jednu tobolku, naproti tomu monokarpicky druh, jako je naptiklad Tillandsia
guatemalensis L.B.Smith, produkuje tobolek na desitky. Pfi procesu zrani tobolky vysychaji a
zmen$uji se. Semena jsou seskupena v apikalnim konci tobolky. Dozrani semen v tobolce trva
podle druhu 3 mésice az 2 roky. Tobolka se pak otevie, zpravidla na tfi ¢asti, a ochmyiena
semena jsou pripravena na transport vétrem (Isley 1987).

Semena jsou ulozena v tobolkach a maji chmyii. Ochmytfeni muze byt jednoduché nebo
dvojité. Rostlina vyuzivd chmyii k usnadnéni transportu semen pomoci vétru a také
k naslednému uchyceni na vhodny podklad, kterym jsou v ptfirodé predevsim koruny stromd,
kaktusy, jiné rostliny ¢i skaly. Chmyf#i je uspotadano ve form¢ padacku, a proto mohou byt
semena unaSena vétrem na znacné vzdalenosti (Rauh 1990). U T. gardneri jsou padacky
zdvojené. Jeden se nachdzi nad semenem a druhy na konci stonku. Toto pfizpisobeni

napomaha lepSimu rozsifovani semen (SpisSiak 1993).



2.2. Naroky na péstovani

2.2.1.Svétlo

Kazda rostlina potiebuje ke svému zivotu svétlo a Tillandsia L. neni vyjimkou. Druhy
rodu Tillandsia L., které maji Sir§i a mek¢i listy, zijici v zapoji vegetace nizinnych tropickych
lesti, kde je zna¢na limitace svétlem. Jsou syté zelené a péstujeme je v polostinu €1 ve stinu.
Jejich listy jsou uzplsobené pro maximalni intenzitu fotosyntézy pii malych hladinach
ozatenosti (Jezek 1996).

Stiibrné zabarveni rostlin se objevuje v tropickych lesich vyssich nadmotskych vysek a
s pfibyvajici nadmotskou vyskou se tato barva stdva intenzivnéjsi. Toto zabarveni piedstavuje
ochranu pfed pifimym slune¢nim svitem. Stiibrny povrch pomahéa odrazet slune¢ni paprsky a
rostlina ma mensi vypar vody. Témito zplisoby se zabranuje piehtati rostliny (Lukscheiter,

Lukscheiter 2000).

2.2.2.Voda

Kvalita vody je pro druhy rodu Tillandsia L. velice dilezita. V ptirod¢ pfijimaji rostliny
mekkou destovou vodu a tak by to mélo byt i u zalivky. Piili§ tvrdd voda zplsobuje
u Tillandsia L. nahromadéni soli na listech. Vzniklé soli znemozni ¢innost nasdvacich Supin,
obzvlast’ u stfibrnych rostlin, a zivotaschopnost rostlin je omezena. Protoze kofenovy systém
Tillandsia L. je ptizptisoben primarné pro uchyt na podlozce a Tillandsia L. ptijimaji Ziviny
celym svym povrchem téla, zalivka musi obsahovat také vhodné mnozstvi zivin. V piirodé jsou
ziviny v destové vode pouze v malém mnozZstvi, coz je tieba brat v tivahu také pfi davkovani
tekutych hnojiv (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

Frekvence zélivky je dana ekologickou valenci druhu. Druhy rostouci na nize polozenych
tropickych stanovistich maji staly pfisun vody, ba n€kdy jsou i naplnény vodou a jejich
vyschnuti miize zptsobit i thyn. Druhy zijici ve vySSich nadmotskych vyskach je ideélni rosit
rano ¢i vecer, kdy je nejmensi slunecni aktivita (Maruska 2001). Zejména druhy pochézejici ze
suchych horskych stanovist’ jsou citlivé na preliti. Pokud je rostlina trvale ve vlhkém prostiedi,

kofeny a posléze celé rostliny odumiraji. Riziko pteliti je vétsi pti nizsich teplotach.



2.2.3.Teplota

Tillandsia L. z teplych tropickych oblasti potiebuje k Zivotu stdlou teplotu, kterd by
neméla klesnout pod 20 °C (http://www.rostliny.net). U ostatnich druhli zijicich ve vyssich
nadmotskych vyskéach se teplota béhem dne méni a koliséd v rozmezi od 2 az do 20 °C. Tyto
vykyvy jsou pro jejich dlouhodobou existenci velice dilezité. Teplotni minimum je
u jednotlivych druhli rozdilné, ale v zasad€ plati, Ze i druh v niZinnych oblastech snese
kratkodobé mrazy okolo 0 °C, ale pro jejich optimalni rist to neni vhodné (Lukscheiter,
Lukscheiter 2000).

Kawollek W. (1992) uvadi, Ze optimalni teplotni podminky pro rtist vétSiny druhti jsou
15 —20 °C. Minimum se pohybuje v rozmezi od 8 do 10 °C a maximum je 40 — 45 °C.

Pii generativnim mnozenim semen in vitro bylo pozorovano, Ze sementim vyhovuje nizsi

teplota (okolo 22°C) spise nez teplota 30°C a vyse (Pickens et al. 2003).

2.2.4.Vzduch

Pohyb vzduchu je dal§im dulezitym faktorem pro zdravy rust Tillandsia L. Toto pravidlo
plati pro vSechny znamé druhy Tillandsia L. Dostatecny pohyb cerstvého vzduchu podminuje
nejen vegetativni rist, ale 1 nastup generativni faze a vyvoj kvétl (Lukscheiter, Lukscheiter

2000).

2.2.5.Mineralni latky

Jak jiz jsem se zminil vySe, rostliny tohoto rodu pfijimaji Ziviny ve formé vodnych
roztokl. V pfirodé je deStovd voda cCasto obohacena prachovymi casticemi a nékdy i
vicebunéénymi organismy, které do vody dodavaji mineralni latky (Lukscheiter, Lukscheiter
2000). Proto je dulezité pii péstovani Tillandsia L. ptidavat do vody hnojiva, zajistujici
rostlinam optimalni pfisun Zivin. Ze vSech prvkl je nejrychleji pfijiman dusik a fosfor, dale
draslik a vapnik. Velmi intenzivné je spotfebovdvana méd’, mangan a z tézkych kovl olovo.
Lze fici, ze tento rod nema vyhranéné pozadavky na mineralni latky, jejich koncentraci nebo
vzajemny pomér (Chvastek 1992). Jak jiz jsem se zminil vySe, rostliny tohoto rodu ptijimaji
ziviny ve formé vodnych roztokd. V pfirod¢ je deStova voda Casto obohacena prachovymi
Casticemi a nékdy i1 vicebunénymi organismy, které do vody dodavaji mineralni latky
(Lukscheiter, Lukscheiter 2000). Proto je diilezité ptfi péstovani Tillandsia L. ptidavat do vody

hnojiva, zajistujici rostlindm optimalni ptisun zivin. Ze vSech prvki je nejrychleji pfijiman



dusik a fosfor, dale draslik a vapnik. Velmi intenzivné je spotfebovavana méd’, mangan a
z tézkych kovi olovo. Lze fici, ze tento rod nema vyhranéné pozadavky na mineralni latky,

jejich koncentraci nebo vzajemny pomér (Chvastek 1992).

2.3. Zpusoby rozmnozZovani

Rozmnozovat rostliny jsme schopni v podstaté dvéma zplsoby. Generativnim mnoZzenim,
tj. mnoZzenim semeny, nebo vegetativnim, tj. mnoZenim pomoci vegetativnich ¢asti matetské
rostliny. Kazd4 uvedend metoda ma své vyhody a nevyhody (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

Jako vyhodu u generativniho mnozeni lze zatadit moznost ziskani velkého poctu novych
rostlin, jelikoz maji velky pocet semen. Nevyhoda je v pomalém rastu rostlin, které casto
vykvetou az za 4 az 8 let po vysevu (Maruska 2001).

Vegetativnim zplsobem ziskdme nové rostliny za relativné krat$i dobu , ale v malém
mnozstvi. U nékterych druhti vytvari matetska rostliny pouze jednu novou dcefinou rostlinu.
Pfi tomto zptisobu rozmnozovani je matefska rostlina vysilovana a béhem nékolika vegetacnich

obdobi odumira (Maruska 2001).

2.3.1.Vegetativni rozmnozovani

Principem tohoto zptsobu je oddéleni nové vzniklé rostliny od rostliny matetské. Nové
vzniklé rostliny oznaCujeme jako rostliny dcefiné ¢i odnoze. VétSina druhd Tillandsia L. je
schopna vytvaret odnoze az pti kveteni nebo po odkvétu. I u téchto rostlin Ize vyvolat kveteni
pomoci etylénovych pfipravki a tak napomoci vétsi tvorbé deefinych rostlin. U druhi, které
vytvareji delsi stonky, neni tvorba dcefinych rostlin podminéna pfechodem do generativni faze
(Isley 1987).

Mnozstvi odnozi zavisi na druhu a sile kvetouci rostliny. Pokud vyrasta z jedné rostliny
vice odnozi, mluvime o vegetativnim mnoZeni. Po nckolika letech vznika na misto jedné
rostliny zvétSujici se trs. Dcefiné rostliny vyuZzivaji zasobni latky matetské rostliny. Jejich rist
je pomaly a mize trvat 1 — 4 roky. Matetska rostlina pomalu chfadne a odumira béhem dvou
sezon a usycha, az si odnoze vytvoii vlastni ptichytné koteny (Jezek 1996).

Oddéleni dcefiné rostliny miiZeme provést noZem, skalpelem nebo nové vzniklou rostlinu

ulomit — zde hrozi poskozeni dcefiné i mate¢ni rostliny.



2.3.2.Generativni rozmnozovani

Jednéd se rozmnozovani pomoci semen. VSe zacind pii kveteni rostliny. VétSina druht
Tillandsia L. je cizosprasna, ale nékteré¢ druhy jsou samosprasné a u nékterych miniaturnich
druhti (7. capillaris) se vyskytuje kleistogamie (Shimizu, Takizawa 1998).

Pti spraSovani je nejbéznéji pouzivana metoda sprasovani stéteckem a prsty. Prasnik se
opatrné se uchopi mezi prsty a pomalymi pohyby se necha pyl nalepit na stétecek. Poté se pyl
pienese na bliznu. Kvéty po tomto zdkroku béhem nékolika hodin za¢nou vadnout a usychat.
To je znamka dobrého spraseni (Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

Vyvoj semen po opyleni trva velmi dlouho. Zrani semen muze trvat 3 — 8§ mésict a
v nékterych pripadech i déle. Pfesna doba zrani neni jednozna¢na. Na dozravani ptisobi mnoho
faktorti, jako jsou teplota, vzdusna vlhkost a svételné podminky (Isley 1987). Pii pozorovani
zmény barvy semenikil jsou semena dostatecné vyvinuta a maji schopnost kli¢it. Po puknuti
semeniku se doporucuje rostlinu nerosit, ale napied sebrat semena (Lukscheiter, Lukscheiter
2000). Po dozrani semena postupné ztraceji klic¢ivost. V literatufe se uvadi, ze po Sesti mésicich
po dozrani kli¢ivost prudce klesa (Isley 1987). Zpomalit tento negativni jev mizeme, kdyz
ulozime semena do chladnéjSiho prostiedi v dobé, kdy s nimi nemanipulujeme (Vondrus, tstni
sd€leni).

Techniky vysevu jsou rozmanité. Mezi nejpouzivanéj§i metody patii vysevy na rizné
podlozky. Nejvice se pouzivaji neopracovand balzova prkna, kterd maji vyhodu v tom, ze
semena na n¢ snadno pfilnou. Déle se pouzivaji vSechny cCasti dfeva jako borka, vétve, ¢i
smotky vétviek. Vysevu se provadéji i na zaclonu ¢i skelnou vatu, Zelezné rosty s bunic¢inou
(Lukscheiter, Lukscheiter 2000). Pfi rozmnozovani vysevem na podlozku musime dodrzet
urcité podminky, respektive dostate¢nou vzdusnou vlhkost a pohyb vzduchu v péstebni
mistnosti (Jezek 1996).

Dalsi zplsob generativniho rozmnozovani je metoda aseptického vysevu. V principu jde
o vysev semen na zivnou pudu ve sterilnich podminkach. Vyuziva se stejné metody jako
u rozmnozovani orchideji in vitro (Jezek 1996). Dulezité je dodrzet sterilni prostfedi, které je
jednim z krokl pro spravné mnozeni. Zajistime to spravnou dezinfekci semen a pracovnich
pomucek. Déle pracujeme vétSinou ve flow — boxu, ktery zajistuje pfisun vzduchu bez
mikroorganisma (Maruska 2001).

Pti zplisobu rozmnozovani in vitro jsou semena umisténa na zivnou pidu, kterd obsahuje

potiebné latky pro jejich kli¢eni a riist, ktery byva zpravidla rychlejsi. Nejveétsi problém je pri
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,»vylahvovani®, tj. pfi pfesunu rostlin z aseptickych kultur v lahvich, do béznych péstebnich

podminek. V prvnich nékolika dnech vénujeme semenackiim zvySenou pozornost (Jezek 1996).

2.4. Zkoumané druhy

V této préci jsem pouZil druhy Tillandsia gardneri, T. pseudobaileyi, T. schiedeana, T.
ferrisiana, T. small-sun, T. myosury v. gilessii, T. flabelata forma rubra, T. loliaceae, T.

capillaris, T. didiscicha PHA 911 a T. spp. PHA 830 (PHA 911 a PHA 830 jsou polni cisla).
Blize popisuji pouze par vybranych druht.

2.4.1. Tillandsia gardneri LindI.

T. gardneri(Obr. €. 1) tvoii listovou razici a listy pokryva husta vrstva starSich Supinek.
Listy jsou tenké a ohebné. Kvétenstvi je bohaté, stribfité, pfechazejici do svétle rizové, kvéty
maji zafiveé riZovou barvu. Tento druh se vyskytuje v Ekvadoru a v Peru v nadmotské vySce do

1 600 m n. m. (Rauh 1990).

Obr. €. 1 Tillandsia gardneri

-11 -



2.4.2.Tillandsia pseudobaileyi Sue Gardner

Tillandsia pseudobaileyi (Obr. €. 2) se fadi mezi jedny z nejzajimavéjSich druhd, jelikoz
ma nezvyklou stavbu téla. Vytvaii pravou cibuli, je myrmekofilni rostlinou. roste v trsech a je

dobrym kandidatem pro vegetativni mnozeni. Dcefiné rostliny nékdy dospivaji az po dvou

letech. Dosahuje velikosti 20 - 30 cm (Isley 1987). Hranice arealu saha od Mexika az po
Nikaraguu. Roste v nadmotské vysce 300 - 1000 m n. m. (Rauh 1990).

>

Obr. ¢. 2 TiIandsia pseudobailey

2.4.3.Tillandsia schiedeana Stued.

Tillandsia schiedeana (Obr. €. 3) je znacn€ variabilnim druhem, lze rozliSit rostliny s
riznym stupném sukulence, vice ¢i méné¢ stiibfité, rizné veliké. VéEétSinou roste jako epifyt na
koniferach nebo v dubovych lesich ve vyskach od 50 az do 2000 m n. m. Vyskytuji se od
Mexika a Antil do Kolumbie a Venezuely (Isley 1987). Tento druh lze snadno mnozit semeny a
odnozemi (Shimizu, Takizawa 1998)Zajimavosti druhu jsou Zluté kvéty, které nejsou u

zastupct rodu Tillandsia L. ptili§ ¢asté (Chvastek 1992).
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Obr. &. . Tillandsia schiedeana




2.4.4.Tillandsia ferrisiana L. B. Smith

Roste epifytné v suchych lesich a kiovindch. Je to druh s kratkym stonkem, ale velkym
poctem listli. Velikost rostliny dosahuje 15 cm. Tvofi dvouiadé, jednoduché kvétenstvi
s jednim, az dvéma kvéty, které jsou 2 — 6 cm dlouhé. Listy jsou tuhé a silné pokryté trichomy.
Staceji se kjedné strané. Sndsi piimé slunce. Je rozSifena v severozapadnim Mexiku

(Lukscheiter, Lukscheiter 2000).

2.4.5.T. myosura v. gilliesii Griseb. ex Baker

Vzhled T. myosura v. gilliesii (Obr. ¢. 4) pfipomina ,,zebfik*. Na stonku najdeme dvé
fady stiibtité tuhych, siln€¢ duznatych a tupymi Spic¢kami nazpét zatocenych listi o velikosti 5 —
10 cm . Vytvaii husté trsy.Pfifazujeme ji v pomalu rostoucich, ale odolnéjsSich rostlin. Kvéty

jsou nenapadné, bilé barvy. Misto vyskytu je v Argentin€ a Bolivii (Rauch 1990).

Obr. €. 4 T. myosura (www.h5.dion.ne.jp)

2.4.6.T. loliacea Martius ex Schultes f.

T. loliacea (Obr. €. 5) se fadi do miniaturni druh velky od 1 — 3 cm.Rostlina je vhodné do
dobie vétran¢ho a polostinného mista ve vitrin€. Tvofi jednoduché kvétenstvi 1 - 3 cm dlouhé

se zlutozelenymi kvéty (www.lukscheiter.cz) Tento druh se nachazi v Bolivii, Brazilii,
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Argentin¢ a Paraguyi, kde se vyskytuje v nadmotskych vyskach od 200 — 1500 m n. m.
(Shimizu, Takizawa 1998). Tento epifytni druh mizeme nalézt ptichycen jak na stromech, tak 1

na skalach(www.bromelia.cz).

Obr. €. 5 T. loliacea (www.tillandsia-salz.de)

2.4.7.T. flabellata v. rubra Baker

T. flabellata v. rubra (Obr. €. 6) je epifytni druh, ktery je velice oblibeny, jelikoz se miize
péstovat i jako terestricka rostlina. Roste na stinnych mistech, ale pfeziva i na pfimém slunci,
kdy se jeho svétle zelené listy zbarvi do Cervena. Kvétenstvi je Cervené zbarvené. Roste na
uzemi Salvadoru, Guatemale, Mexiku a Nikaragui v nadmoiské vysce 1000 — 1200 m n. M

(anwyl.com).
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Obr. €. 6 T. flabellata v. rubra (ssairplants.com)

2.4.8.T. capillaris Ruiz and Pav.

eey

T. capillaris (Obr. €. 7) je stonkovy druh s dvoutadymi listy Zijici epifytnim zpiisobem na
stromech i1 na skalach. Tenky stonek nese kvétenstvi s 2 — 3 zluté zbarvenymi kvéty. Je to
ptizptsobivy druh. Ktery roste jak na pifimém slunci, tak i ve stinu. Jeji rozsifeni je od Mexika

po Peru, Bolivii, Argentiny a Chile v nadmotské vysce 300 — 3500 m n. m.(www.lukcheiter.cz)

Obr. €. 7 T. capillaris (farm4.static.flickr.com)
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2.4.9.T. didisticha H. B. K.

T. didisticha (Obr. €. 8) je druh s mélo vyraznym stonkem, ktery miize nést az 30 cm
dlouhé kvétenstvi. Listy jsou umisténé v husté rozsSitené razici. Nalezneme ho v oblastech od
Brazilie aZ po Paraguay, Bolivii a Argentinu. Vyhovuje mu mén¢ vlhké prostfedi na pfimém

slunci (Rauch 1990).

5
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Obr. &. 8 T. didisticha (www.tillandsia-salz.de)

v
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3. Material a metodika

3.1. Cil prace

Cilem prace je proveéfeni vhodnosti riznych médii pro vegetativni mnoZeni kultur
tilandsii in vitro. Prace je zalozena pfedevsim na faktu, ze kultury in vitro se v praxi dosud tolik
nevyuzivaji. Botanické zahrady a sbératelé¢ vyuzivaji spiSe metodu pifimého vyseti na rizné

podlozky, jelikoZ je to méné pracny zplisob rozmnozovani.

3.2. Princip — aseptické kultury

Asepticka kultivace in vitro probihd v pfisn¢ kontrolovanych podminkach. Umoznuje
nalézt vhodné podminky pro kli¢eni a rist semen. Tyto podminky jsou urcené stalou teplotou,
ktera by se méla pohybovat okolo 25 °C a stoprocentni vzduSnou vlhkosti, kterd je utvaiena
uzavienim infuznich lahvi vikem. A v neposledni tad¢ sterilnim prostfedim, které zajisti
dostate¢na dezinfekce semen a vSech nastroji, véetné vzduchu ve flow-boxu. Dale je tispéSnost
aspetické kultivace podminéna vhodnym druhem kultivaéniho média.

Pro sestaveni metodiky byly vyuzity literarni prameny, které jsou déle citovany. Byly
pouzity péstebni zkusSenosti a poznatky Antonina a Ondfeje Lukscheiterovych (stni sdéleni),

Bohumila VondrusSe a osobni zkuSenosti.

3.3. Material

Rostlinny material, respektive semena tilandsii, jsou obtizn¢ dostupna. . Jelikoz firmy
v Ceské republice nabizeji pouze vzrostlé dospélé rostliny, po dohodé s Mgr. Bohumilem
VondruSem jsme kontaktovali péstitele. Od nich jsme ziskali semena druhl Tillandsia
gardneri, T. pseudobaileyi, T. schiedeana, T. ferrisiana a T. small-sun, T. myosury v. gilessii,
T. flabelata forma rubra, T. loliaceae, T. capillaris, T. didiscicha PHA 911 a T. spp. PHA 830
(PHA 911 a PHA 830 jsou polni ¢isla). Nejvétsim omezenim prace bylo malé mnozstvi semen
nékterych druht. Jejich doplnéni bylo v dobé vymezené pro bakalafskou praci neredlné.
Reseni bylo v tom, Ze se sehnala semena jinych druhtl. Prioritnim druhem pro vyzkum byla T
gardneri a dale druhy, jejichZz semena byla nasbirana na ptvodnich lokalitdich vyskytu (7.
didiscicha PHA 911 a T. spp. PHA 830), jelikoZ jsou na trhu pofdd povazovany za vzacnéjsi

sbirkové rostliny. Dalsi druhy (7. pseudobaileyi, T. schiedeana, T. ferrisiana a T. small-sun, T.
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myosury v. gilessii, T. flabelata forma rubra, T. loliaceae a T. capillaris) byly zatazeny do

prace pro srovnani.

3.4. Postup pri pripravé pokusu

V prvé fad¢ jsem za pomoci Skolitele pfipravil média MS 1/1, MS 1/2, Knudson C a
Fetherstonovo médiu (modif. V§ 2004) (ptfiloha ¢ 2). Ve vSech svych pokusech jsem pouzil
vyse vyjmenovana média. Postup byl u vSech médii stejny. Do €isté 800 ml kadinky jsem nalil
300 ml destilované vody. Potfebné chemikalie jsem do kadinky davkoval z pfipravenych
zasobnich roztokl. Pak se pridalo dané mnozstvi sachardzy a vse se nechalo fadné rozpustit.

Po rozpusténi vSech latek se kontrolovalo pH, idealni hodnoty se mély pohybovat okolo
5,4 az 5,6. Pro kyseld média se pridavala kyselina citronovd a pro zasaditd KOH. Po
piekontrolovani a upraveni pH jsem uvafil agar, ktery byl pro vSechna média stejny a i jeho
mnozstvi bylo stejné — 8 g/l. Agar se ztedil 500 ml destilované vody a nechal se ohtat. Teplota
nesmi presahnout 98 °C, jinak se v agaru znic¢i mustky, které zajist'uji jeho viskozitu.

Dale jsem provedl kontrolu Zivotnosti semen tetrazoliovym testem, ktery je zaloZen na
aktivit¢ mitochondrii. Kdyz byla semena Ziv4, roztok i semena se zbarvily do svétle rizové
barvy.

Semena ziskand ztobolek se musela nechat odmastit a dezinfikovat. Odmasténi se
provadelo proplachnutim devadesatisedmiprocentnim roztokem lihu asi po dobu 45 sekund.
Dezinfekce probihala v roztocich rGznych latek. V prvnim pokusu jsem pouzil chlornanu
vapenatého, ktery jsem nechal ptsobit po dobu 10 minut. V druhém pokusu jsem testoval rizné
druhy dezinfekénich roztok a rtznou dobu aplikace. V dalsich pokusech jsem pak pouzil
roztoku chlorového vapna aplikovaného po dobu 15 minut. Po dezinfekci se semena premistila
do destilované vody, kde se ocistily od dezinfekce.

Tento postup se provadél pro kazdy druh zvlast. Dal§im krokem bylo umisténi semen
do infuznich lahvi pomoci sterilnich pinzet. VSechny lahve se poté uzaviely gumovou zatkou
s otvorem pro molitan, ktery slouzil jako cesta pro odpatfovani vody a pro vyménu plynii
(kyslik, CO;). Pro mensi pravdépodobnost kontaminace z vnéj$iho prostredi se jesté viko se
zatkou zabalilo do alobalu.

Poté se naplnéné ldhve umistily do klimaboxu, kde se udrzovala teplota na 25 °C.
Vzdu$na vlhkost v infaznich lahvich byla stoprocentni, vzdusna vlhkost okolniho prostredi
byla okolo 50 %. Denni reZzim osvétleni zde byl 12 hodin den a 12 hodin noc. Rozdéleni
rostlinnych druhti do pokust a pouzitd média jsou uvedeny v ptiloze ¢islo 3.

Pro zhodnoceni pokust jsem si ur€il 3 oznaceni:
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- aktivni — semena maji naznaky ,,bobtnani®, zacinaji zelenat a klicit,
- neaktivni — semena jsou ve fazi neaktivni, kdy jeSté nezacaly kli¢it, nebo jsou
»spalené* dezinfeket,

- plisent — semena jsou Spatné zdezinfikovana, a tudiz celd lahev je kontaminovéana.
3.5. Usporadani pokusit

3.5.1.Pokus ¢islo 1 (predbézny pokus)

Pouzil jsem vSechna uvedenda média, do kterych jsem vkladal semena téchto druht:
Tillansia L.: T. gardneri, T. ferrisiana, T. x small-sun, T. schiedeana, T. pseudobailey.
U T. gardneri jsem daval pét semen do péti infiznich lahvi. U ostatnich druhlt sedm semen do

tfech infiiznich lahvi.

3.5.2.Pokus ¢islo 2 (pokus s dezinfekci)

V tomto pokusu jsem se zaméfil na nalezeni nejvhodnéjSiho dezinfekéniho cCinidla. Jako
médum bylo vyuzito pouze jedno, a to Fetherstonovo médium (modifikované Vondrusem —
ustni sdéleni). Druh testovany na dezinfekci byl 7. gardneri, od kterého jsem mél nejvétsi
mnozstvi semen. Vyhodnoceni jsem provedl kontingencni tabulkou s vyuzitim testovaciho

kritéria Pearsonova chi-square.

3.5.3.Pokus cislo 3

V pokuse jsem testoval kli¢ivost semen pécti druhii tilandsii na vSech Sesti vybranych
druzich médii. Druhy, se kterymi jsem pracoval, byly 7T.didiscicha PHA 911, T.spp. PHA 830,
T flabelata forma rubra, T.schiedean a T.myosury v. gilessii. Vkladal jsem po péti az sedmi
semenech do jedné infuzni lahve od kazdého média. Zménény pocet semen a lahvi byl

zpusoben malym mnozstvim semen od kazdého druhu Tillansia L.

3.5.4.Pokus cislo 4

Pro posledni pokus jsem pouzil opét vSech Sest druhti médii Ziskal jsem semena
nékterych dalSich druhti Tillandsia L., o néz jsem pokus obohatil. Zkoumanymi druhy byly 7.
loliaceae, T .schiedeana, T. flabelata forma rubra, T.spp. PHA 830 a T.capillaris.
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4.Vysledky

4.1. Pokus ¢. 1

Vysledky prvniho pokusu jsou shrnuty v ptilohach €. 4 a 5. V prubéhu prvniho pokusu
jsem sledoval pokusné druhy jednou za tyden. Pti prvni kontrole po tydnu jsem zjistil, ze
nektera média jsou zkontaminovana. Pii dalSich kontroladch jsem zjistoval, Ze kultury vSech
druhii, kromé 7. schiedeana, jsou zkontaminovany. Po domluvé se skolitelem jsem usoudil, ze
problém byl v nedostate¢né dezinfekci semen. Proto jsem provedl v rdmci 2. pokusu testy

vhodné dezinfekce (viz ptiloha ¢ 3).

4.2. Pokus C. 2

Vysledky pokusu jsou uvedeny v tabulce €. 1. Nejvyssi u€innost mélo chlorové véapno
aplikované po dobu 15 minut, druhy nejucinnéjsi zptsob dezinfekce byla aplikace chlorového
vapna po dobu 13 minut. Pro vSech 8 pokusnych dezinfekci jsem zjistil statisticky prikazné
rozdily na 1 % hladin€ vyznamnosti. Pro chlorové vapno (tj. 5 pokusnych dezinfekci) byla
prikaznost niz$i, tj. na 2 % hladin€ vyznamnosti, coz je ale stadle méné nez bézné ve statistice
uzivanych 5%.

Tab. €. 1: Pribéh pokusu s rdznymi roztoky dezinfekci na T. gardneri.

dezinfekéni roztok délka (minuty)  10.6. 10.7. 6.8. 10.9. 10.10.
Chlorové vapno 11 X X X X X
Chlorové vapno 12 X X X X
Chlorové vapno 13 X X
Chlorové vapno 14 X X X X X
Chlorové vépno 15 X

Chloramin B 10 X X X X X
Domestos 10 X X X X X
Domestos a] X X X X X

X Eontarminovalo

4.3. Pokus . 3

Pti pokusu ¢islo 3 jsem pracoval se stejnymi druhy médii jako pti prvnim pokusu (viz

Priloha ¢. 2). Zménil jsem vSak po domluvé se Skolitelem pocet lahvi a semen podle

dostupnych druht Tillandsia L. Semena kazdého druhu byla umisténa do 6 lahvi, z nichz kazda



obsahovala jedno ze Sesti testovanych médii. Do kazdé lahve jsem umistil 5 — 7 semen, které se
piedtim dezinfikovaly v roztoku chlorového vapna po dobu 15 minut.

Pti kontrole dne 11.12. 2008 jsem zjistil, Ze vétSina semen 7. myosury varieta gilessii je
neaktivni. Vyjimkou byla semena umisténa v médiu Featherstnovo a MS plna + humaty.

VétSina semen 7. schiedeana byla neaktivni kromé€ semen umisténych v médiu
Featherstnovo a KS, kde byla zjevna kontaminace mikroorganismy.

U T. flabelata forma rubra a T. spp. PHA 830 jsem zjistil velkou kontaminaci semen,
ktera byla pravdépodobné zplisobena Spatnou manipulaci se semeny.

U T. didiscicha PHA 911 byla v§echna semena aktivni.

Pti kontrole lahvi dne 13.1. jsem nezaznamenal zddné zmény. Pfi posledni kontrole dne
26.1. jsem u T.didiscicha PHA 911 zjistil v médiu MS 1/2 + BAP + NAA rist asi 30 mm velké
rostliny. U ostatnich lahvi s aktivnimi semeny dochdzelo teprve k rustu déloznich listi .

Z vysledkit vyplyva, ze T. myosura v. gilessii a T. didiscicha PHA 911 lze mnozit na
vsech zkoumanych mediich. Jako univerzalni medium pro vSechny jmenované druhy lze pouzit

MS GA3 +NAA a MS + humaty (viz Tab. & 2).

Tab. €. 2 Vysledna aktivita semen vybranych druhd v jednotlivych mediich v pokusu ¢islo 3.

medium

T.schiedeana
T.flabelata forma rubra
T.spp. PHA §30

MS plna Nitra
K5
MS 12+NAA Z2myg
MS+GA3+NAA
MS+humaty
Feathersnovo

=

2 |2 |22 | |T.myosura v. gilessii
-

2 e 2 e | | Todidiseicha PHA 91T

LA R -

4.4. Pokus ¢C. 4

Pouzil jsem stejny pocet semen a infuznich lahvi jako v pokuse €. 3 (viz vyse). Nemohl
jsem vSak pouzit semena vSech druhii jako v pokuse €. 3, protoze jsem nemél k dispozici

dostatek semen.
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Pokus jsem zapocal dne 16.12. Pfi kontrole 13.1.jsem zjistil, Ze vétSina semen je potrad
v neaktivni form¢. Kultury druhu T7.flabelata forma rubra byly kompletn¢ zkontaminovany. U
T.loliacea byla aktivni semena v MS+GA3+NAA.

Dne 26.1. jsem zaznamenal nejvyrazné€jsi zménu u T.capillaris, kdy vétSina semen
v prvnich ¢tyfech médiich byla aktivni. U ostatnich druhti jsem nezaznamenal zadné zmény.

Dne 9.2. jsem nepozoroval zadnou zménu kromé T.loliaceae. V mediu MS 1/2+NAA
2mg bylo vidét nabobtnani tii semen z péti. Ostatni stav semen se nezménil.

V poslednim pozorovanim dne 17.2 vykli¢ily u T.spp. PHA 830 semena v KS, MS
1/2+NAA 2mga MS+GA3+NAA mediich au T./oliacea v mediim MS+humaty.

Po dokonceni vSech opakovanich jsem zjistil, ze u 7. loliacea a T. capillaris 1ze pro
generativni mnoZeni in vitro pouzit viechna zkoumana media. Jako univerzalni medium pro

vSechny jmenované druhy Ize pouzit MS GA3 + NAA a MS + humaty (viz Tab. ¢ 3).

Tab. €. 3: Vysledna aktivita semen vybranych druhu v jednotlivych mediich v pokusu €. 4.

medium

T.schiedeana
T.fiabelata forma rubra
T.spp. PHA §30

MS plna Hitra
KS
MS 1/2+NAA Zmyg
MS+GAZ+NARA
MS+humaty
Feathersnovo

=_

=_

= = |2 e = = |T.Jollacea
= = = e = = |T.capiffaris

_ == =
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5. Diskuze

5.1. Metodicka omezeni

Uspé&snost explantatovych kultur zavisi nejen na stavu technického vybaveni (flow-box,
nastroje, infuzni lahve, kultiva¢ni podminky ...), ale i na zkuSenostech experimentatora. Ke
kontaminaci materidlu dochazi i1 v nejlepSich laboratofich. Cilem proto bylo co nejvice
zminimalizovat negativni vlivy ohroZujici pokusy.

V prvé fad¢ jsem vSechny infuzni lahve sterilizoval. Nejprve jsem je vycistil od necistot a
zbytkli medii z minulych pokust, poté jsem je sterilizoval v autoklavu. VSechny nasledujici
prace jsem provadél ve flow-boxu. Pied kazdym pokusem jsem zapnul flow-box 15 minut
pfedem, aby byla zaruCena Cistota vzduchu do né& vhanéného. VSechny néstroje, jako jsou
skalpely, pinzety a petriho misky, jsem pfed a po kazdé manipulaci vydezinfikoval, navic jsem
nastroje namacel v 100% lihu a ozehnul nad plamenem. Kazdou infizni lahev jsem pied
otevienim otfel dezinfekci. Pii vkladani semen do ldhve jsem manipuloval opatrné s nastroji 1
lahvi, abych eliminoval na minimum mozZnou kontaminaci. Pfed kazdym pracovnim postupem
jsem si umyl ruce antibakterialnim mydlem a jesté otfel hadiikem s dezinfekci.

I pfes tato opatfeni byla u 1. a 2. pokusu mira kontaminace znacnd. Béhem prace jsem
vSak ziskal zkuSenosti se zachdzenim s nastroji do t€¢ miry, ze se mi podafilo eliminovat
kontaminaci pfi zakladani kultur pifi 3. a 4. pokusu. Problémem zistalo dlouhodobé
dopéstovani rostlin v aseptickych kulturach, protoze nebyly k dispozici vhodné kultivacni
prostory.

U pokusu ¢islo 3 jsem pozoroval postupnou kli¢ivost semen, ktera zacala byt patrna jiz
od prvniho tydne zkoumani pokusu. Pii dal§im pozorovani 16. 12. podminky byly pozménény.
V klimaboxu pfestala fungovat regulace vzdusné vlhkosti, a lahve proto byly na dobu 1 tydne
umistény v provizornich podminkach. Zménila se zejména teplota, kterd se pohybovala
vrozmezi 18-20°C. Tato situace pozastavila kliceni semen. Pak byly lahve umistény do
nahradniho kultivaéniho zatizeni, kde byla teplota opét vyssi (kolem 25 °C). To mélo za
nasledek opétovné zvySeni aktivity, které jsem zaznamenal pii dalSim pozorovani dne 13.1.
Kli¢ivost se zvysila skoro o polovinu. Z priabé¢hu pokusu ¢. 3 je ziejmé, jak podstatné

podminky pti dop€stovani ovliviiuji vysledek pokusu.
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5.2. Vhodné médium (3. a 4. pokus)

Z grafti ¢ 1 a 2. 1ze vidét, Ze semena klicila dobfe ve tfech médiich: MS 1/2+NAA 2mg,
MS+GA3+NAA a MS+humaty. Na zaklad¢ vysledkti pokust ¢. 3 a 4 lze jako univerzalni
media pro vysev vybranych druhii Tillansia L. doporu¢it MS+GA3+NAA a MS+humaty.

Nejlepsi vysledky jsem ziskal s kultivatnim médiem MS 1/2+NAA 2mg , které v obou
pokusech mélo nejvétsi pocet infuznich lahvi s aktivnimi semeny. Tyto vysledky byly ziskdny
ze dvou pokust, které byly Ctyfikrat opakovany. Pouzil jsem pfi nich stejna média a dostupna
semena druhti Tillandsia L.

Maruska (2001) se zabyval klicenim semen na druzich Tillandsia L v ramci své studie
vegetativiniho mnoZeni druhli Tillandsia L. Ve své praci jsem navazal na vysledky Marusky
(2001) uptesnénim vhodné doby dezinfekce. Vyzkousel jsem dezinfekéni Cinidla, kterd se
v bézné praxi nejvice pouzivaji. Potvrdil jsem uspéSnost dezinfekce chlorovym vépnem a
uptesnil vhodnou dobu aplikace (13-15 minut).

Pickens et al. (2003) zkoumali mnoZeni in vitro pro druh 7. eizii. Pouzivali médium
slozené z agaru, sachar6zy a NAA. Zkoumali vliv teploty na riist semen a rostlin 7. eizii.
Nejvhodngjsi teplota pro rust semen druhu T. eizii byla 22°C. Pii 30°C bylo kliceni semen a

rust rostlin pomalejsi a rostliny nemély vzrostly habitus jako rostliny pii 22°C.
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6.Zaver

V této bakalarské praci jsem provétroval ve ctyfech pokusech aseptického mnozeni in
vitro kli¢ivost semen jedenacti druht rodu Tillandsia L. (Tillandsia gardneri, T. pseudobaileyi,
T. schiedeana, T. ferrisiana, T. small-sun, T. myosury v. gilessii, T. flabelata forma rubra, T.
loliaceae, T. capillaris, T. didiscicha PHA 911 a T. spp. PHA 830) v Sesti riznych druzich
kultiva¢nich médii (viz ptiloha ¢.1).

Podminkou uspésného provedeni pokusu byla vhodna dezinfekce semen. V pokuse s 7.
gardneri se nejlépe osvédcila dezinfekce chlorovym vadpnem po dobu patnéacti minut.

Ve dvou pokusech jsem testoval kli¢ivost semen riznych druhi na vSech Sesti
kultiva¢nich médiich. Kli¢ivost semen byla patrna po dvou tydnech od vlozeni semen do
infuznich lahvi. Semena vétSiny zkoumanych druht dobfe klicila v médiich MS+GA3+NAA a

MS-+humaty. Nejlepsi vysledky byly ziskany pro médium MS 1/2+NAA 2mg.
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8. Priloha

Priloha ¢. 1 Taxonomie celedi Bromeliaceae

Celed’ Bromeliovité (Bromeliaceae)

podceled’
Pitcarniovité
(Pitcarnioideae)

zahrnuje rody:

"

Ayensua
Brewcaria
Brocchinia
Connelia
Cottendorfia
Deuterocohnia
Dyckia
Encholirium
Forsterella
Hechtia
Lindmania
Navia

Pepinia
Pitcarnia
Puya
Steyerbromelia

podceled’
Tillandsiovité
(Tillandsioideae)
zahrnuje rody:

v

Alcantarea
Catopsis

Glomeropitcarnia

Guzmania
Mezobromelia
Racinaea
Tillandsia
Vriesea
Werauhia
Cryptanthus
Deinacanthon
Disteganthus
Edmundoa
Fascicularia
Fernseea
Greigie
Hohenbergia
Hohenbergiopsis
Lymania
Neoglaziovia
Neoregeliia
Nidularium
Ochagavia
Orthophytum
Portea
Pseudaechmea
Pseudananas

podceled’

Bromeliovité
(Bromelioideae)

zahrnuje rody:

\

Acantostchys
Aechmea
Ananas
Androlepis
Araeococcus
Billbergia
Bromelia
Canistrum
Canistropsis
Quesnelia
Ronnbergia
Ursulaea
Wittrockia



Priloha ¢. 2 Popis druhu médii a jejich komponenti

1) MS

Sacharoza
Agar

A. Makrokomponenty

NH/NOj3

KNO;

CaCl, x 2H,0
MgSO4 X 7H20
KH>PO,

B. Mikrokomponenty

H;PO;
MI’ZSO4 X 4H20
ZuS04 x 4H,0

C. Mikrokomponenty

KI
NagMOO4 X 2H20

D. Mikrokomponenty

CuSO, x 5H,0
COCL2 X 6H20

E. Mikrokomponenty
Na— EDTA
FeSO,x 7H>0
m—inozitol (cukerny alkohol)
Glycin (aminokyselina)
»Hormony*
BAP (benzylnaminopurin — synteticky cytokynin)
1BA (betaindolyl méselna kyselina)
NAA (alfanaftyloctova kyselina)
144 (indolyoctova kyselina)
2,4D (2,4 — dichlorfenoxioctovéa kyselina)
GA3 (kyselina giberelova)
ADP (adenozid difosfat)
PABA (paraaminobenzoova kyselina)

kyselina nikotinovd

20 g/1
8 g/l

66 g/l
76 g/1
17,6 g/l
14,8 g/
6,8 g/l

620 mg/1
2230 mg/
860 mg/1

83 mg/l
25 mg/l

2,5 mg/l
2,5 mg/l

7,65 mg/l
5,57 g/l

2,5 g/250ml
20 mg/250 ml

30 mg/300 ml
0,0625 g/l
1 mg/l



pyridoxin (Bg)
thiamin (B;)

2) Knudson C

Ca(NO;) x 4H>0
(NH4)>SOq
KH,PO,
MgSO,x 7H,0
FeSO,x 7H,0
MgSO4x 4H,0
Sacharoza

Agar

Sachardza
Ca(NO;3); x 4H,0
(NH,):50,

KH>PO,

MgSOy4 x 7H,0
Fe—chelat
MnSO4x 4H,0
Vitamin C

Glycin

Vitamin B; (thiamin)
Kyselina nikotinova
14AA

Agar

Derivat PABA

GA3
Humaty

10 mg/1
30 mg/1

1 g/l

0,5 g/l
0,25 g/l
0,25 g/l
0,025 g/1
0,0075 g/l
20 g/l

8 g/l

3) Fetherstonova formule (modif. VS 2004)

20 g/l

1 g/l

0,5 g/l
0,25 g/l
0,25 g/l
42,5 g/l
7,5 g/l
0,125 g/l
5 ml/l
0,002 g/l
0,001 g/
0,001 g/1
8 g/l
0,0625 g/1
0,005 g/l

2 ml koncentratu/l



Priloha ¢. 3 Pocet nekontaminovanych lahvi se semeny druhii rodu

Tillandsia L.

Celkovy pocet lahvi daného druhu a média je uveden pro datum pocatku pokusu (25.2.

2008)

Pouzita média:
médium ¢. nazev média
MS pIna Nitra
Fetherstnos
Knudson C
MS 1/2 gisté
MS 1/2 + GA3
MS 1/2 + BAP + NAA
MS 1/2 + humaty

NoOaRWdhRR

nekontaminované davky

Druh

médium €. |datum T. gardneri
1. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

T. ferrisiana

T. x small-sun

T. schiedeana

T. pseudobailey

2. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

3. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

4. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

5. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

6. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

7. 25.2.2008
3.3.2008

17.3.2008
27.3.2008

OQCOMNUOIOCWPAROIOWOUHHONO~~NOOIO_2 01O ODNOGIION PO

O 2 A WO OO WOOOWODOOWOOOWOoOoOOoOWooow

O OO WOOOWODOOWODODOWODOOWOODOWooOOoOWw

WWWWWWWWWWWwWwwWwWwwwwwwwwwwwiwwowow

O 2 2 WIONWWO 20WWIRAPNWWONDNWOO 2WONWOW




Piiloha ¢&. 4 Casovy vyvoj kontaminace kultur T. gardneri pfi pokusu

Cislo 1.

MS plIna Nitra Fetherstnost

222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 24 222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 2.4

Knudson C MS 1/2 cista

222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 2.4 222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 24

MS 1/2 + GA3 MS 1/2 + BAP + NAA

22.2 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 2.4

222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 2.4

MS 1/2 + humaty

222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 24




Piiloha ¢ 5 Casovy vyvoj kontaminace kultur T. pseudobailey p¥i

pokusu ¢islo 1.

Knudson C Fetherstnos

222 272 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 24 222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 24

MS plIna Nitra MS 1/2 Cisté

222 272 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 2.4 222 27.2 33 8.3 133 18.3 233 28.3 24

MS 1/2 + GA3 MS 1/2 + BAP + NAA

222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 233 28.3 24 222 27.2 3.3 8.3 13.3 18.3 23.3 28.3 24

MS 1/2 + huméty




Piiloha ¢islo 6: Pribéh aktivity semen u jednotlivych druhu Tillandsia

L. v priibéhu pokusu ¢islo 3.

medium datum odectu
11.12. | 16.12. | 13.1. | 26.1.
T.myosury varieta gilessii
MS plna Nitra # \ \ \
KS # Y \ \
MS 1/2+NAA 2mg # \ \ \
MS+GA3+NAA # \ \ V
MS+humaty \ \ \ V
Feathersnovo \/ \ N \/
T.schiedeana
MS pIna Nitra # # # #
KS X X X X
MS 1/2+NAA 2mg # \ \ \
MS+GA3+NAA # # # #
MS+humaty # # # #
Feathersnovo X X X X
T.flabelata forma rubra
MS pina Nitra X X X X
KS X X X X
MS 1/2+NAA 2mg X X X X
MS+GA3+NAA # \ \ V
MS+humaty \ \/ \ \
Feathersnovo X X X X
T.spp. PHA 830
MS pina Nitra X X X X
KS # # # #
MS 1/2+NAA 2mg # \ \ \
MS+GA3+NAA # \ \ \
MS+humaty \ \ \ \
Feathersnovo # \ N \/
T.didiscicha PHA 911
MS plIna Nitra \ \ \ \
KS \ \ \ \
MS 1/2+NAA 2mg V \ \ V
MS+GA3+NAA \ \ \ \
MS+humaty \ \ \ \
Feathersnovo \ v \ v
aktivni N
inaktivni #
plisen X




Piiloha ¢islo 7: Pribéh aktivity semen u jednotlivych druhu Tillandsia

L. v priibéhu pokusu ¢islo 4.

medium datum odectu
13.1. 26.1. 9.2. 17.2.
T.loliaceae
MS pIna Nitra # # # #
KS # # # #
MS 1/2+NAA 2mg # # \ V
MS+GA3+NAA \ \ \ \
MS+humaty # # # %
Feathersnovo # # # #
T.schiedeana
MS pina Nitra # # # \
KS X X X X
MS 1/2+NAA 2mg # # \ \
MS+GA3+NAA # # # #
MS+humaty X X X X
Feathersnovo X X X X
T.flabelata forma rubra
MS pina Nitra X X X X
KS X X X X
MS 1/2+NAA 2mg X X X X
MS+GA3+NAA X X X X
MS+humaty X X X X
Feathersnovo X X X X
T.spp. PHA 830
MS pIna Nitra # # # #
KS # # # V
MS 1/2+NAA 2mg # # # \
MS+GA3+NAA # # # V
MS+humaty # # # #
Feathersnovo # # # #
T.capillaris
MS plna Nitra # # V \
KS # V \ \
MS 1/2+NAA 2mg # V V \
MS+GA3+NAA \ \ \ \
MS+humaty # # # #
Feathersnovo # # # #
aktivni \
inaktivni #
plisen X




Priloha ¢islo 8: Kultiva¢ni mistnost, v které probihalo pozorovani v§ech

pokusii.

Priloha ¢islo 9: Kontaminovana infazni lahev.




