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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vyuzitim meristémovych kultur ve Slechténi ¢esneku
kuchyniského (Allium sativum). Jako vychozi material byl pouzit ¢esnek kuchynsky,
odriida Tantal. Zdravotni stav ¢esneku, pfed izolaci meristémd, byl testovan pomoci
imunologické metody ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) znamé také
jako EIA (Enzyme Immunoassay). Jedna se o metodu slouzici k detekci protilatek
a antigenu. Zdravotni stav byl testovan na piitomnost vird zluté zakrslosti cibule
(OYDV - Onion Yellow Dwarf Virus) a na virus rodu Carlavirus (GCLV — Garlic
Common Latent Virus). Viruprosty material byl dale vysterilizovan, kultivovan
anasledn¢ zné byl odebran meristém. Kultivace vyizolovaného meristému
probihala podle dostupnych metodik na kultivaénim médiu MS s vitaminy

obohacené o fytohormony IAA, NAA a BAP.

Kli¢ova slova: ¢esnek, meristém, ELISA, kultiva¢ni médium



Abstract

The diploma thesis deals with the use of meristem cultures in garlic (Allium sativum)
breeding. Variety Tantal was used as a source material. Before the isolation of
meristem, the material was tested for the occurrence of viral diseases by
immunological tests - ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay), also known
as EIA (Enzyme Immunoassay). The method is used to detect antibodies and
antigens. The material was tested for Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV) and
Common Garlic Latent Virus (GCLV) from Carlavirus genus. The material was
subsequently sterilized, cultured and then meristem was obtained. Cultivation of the
meristem was performed according to available methodologies. After preparation,
meristem was put on MS medium with vitamins and growth regulators 1AA, NAA
and BAP.

Key words: garlic, meristem, ELISA, culture medium
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1 Uvod

Cesnek kuchyiisky (Allium sativum) patfi mezi nejstarsi péstované plodiny.
Radi se do &eledi Alliaceae (¢esnekoviti), rod Allium. Cesnek je vyuZivan predeviim
jako zelenina, kofeni a v medicin€ je povazovan za vSestranny 1ék: ma antibiotické,

antibakterialni i antioxida¢ni vlastnosti.

Cesnek je diploidni rostlina, ktera je sterilni. P¥i¢innou sterility je absence
semen, proto je mnozen pouze vegetativné¢ pomoci strouzkii nebo pacibulek. Tento
zpuisob rozmnozovani byva problematicky z hlediska ptrenosu chorob, zvlasté téch
virovych. Dal§im zpisobem rozmnozovani jsou meristémové kultury. Ty slouzi ke
klonovému mnozeni, ozdravovani plodin i okrasnych rostlin. U cesneku se
meristémové kultury vyuzivaji pfevazné k ozdravovani od virt. To je umoznéno tim,
ze meristémové buniky rostliny jsou zcela, nebo témét bez vird. Vysledkem
meristémovych kultur je rychly nartst rostlin, které jsou viruprosté a geneticky
uniformni. Tato metoda mnozeni a ozdravovani je do urcité miry velmi pracna
a vyzaduje proskolené pracovniky i specializované pracovisté. Diivodem je velikost
izolovaného meristému a zajisténi sterilnich podminek po celou dobu manipulace.
Pro ozdraveni se pouzivaji meristémy o velikosti 0,3 — 1 mm, pro komerc¢ni

klonovani je velikost izolovaného meristému 1 — 10 mm.

Zpétné testovani na pritomnost vird z meristémovych kultur se provadi
pomoci imunologické metody ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay),
ktera je zalozena na detekci protilatek a antigenu. ELISA je velmi citlivou, pfesnou
a specifickou metodou. Testovani je levné, nenaro¢né na vybaveni a ptipravu vzorku.
Hlavni pouzivanou modifikaci této metody pro zjisténi jednotlivych vird
Vv rostlinném materidlu je pfima metoda DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich,
tzv. dvojitd sendvicova ELISA). Vyhodou této metody je rychld a snadna detekce,

u které nevadi kmenova specificita a nizkd koncentrace virti ve vzorku
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2 Literarni Cast

2.1 Cesnek kuchyiisky (Allium sativum)

2.1.1 Historie

Pravlasti ¢esneku je oznacovéana oblast Stfedni Asie — Dzungarsko (severni
Cina), hory Pamiru, Altaje, Kirgizkd step, ale i nékteré &asti Tadzikistanu
a Uzbekistanu (Konvicka 1998, Radilova 2016). Tuto oblast ozna¢il Vavilov (1935)
jako prvotni genové centrum cCesneku, jako druhotné je oznacovano Stfedomoii

a jako dalsi uvadi kavkazskou oblast (Konvicka 1998).

2.1.2 Taxonomické zaiazeni Cesneku kuchyiiského

e Rise: Plantae - rostliny

e (Oddéleni: Magnoliophyta — krytosemenné

o Ttida: Liliopsida — jednodélozné

e Rad: Liliales - ¢esnekotvaré

e Celed: Alliaceae - ¢esnekovité

e Rod: Allium — ¢esnek

e Druh: Allium sativum L. — ¢esnek kuchynsky

(Konvicka 1998; Stavélikova 2008)

Rod Allium se vyznacCuje tvorbou cibule na zkracené ose podpuci
s trubkovitymi (monofacialnimi) nebo plochymi (bifacialnimi) ¢arkovitymi listy.
Kvétni lodyha je nizka, az 2 metry vysoka, zakoncena lichookolikem. Lodyha byva
dutd nebo plna hranatého, ¢i kruhovitého tvaru. Stavba kvétu je pro rod Allium
typickd — 6 kvétnich listki, 6 ty€inek a polodlouha ¢nélka. Plod mé tvar trojhranné
tobolky nesouci 6 hranatych semen Cerné barvy. V kvétenstvich se mohou objevovat
I pacibulky — ty mohou byt genetického charakteru, vyvolany virézami, ale
i projevem fyziologického kompenzaéniho mechanismu (Konvi¢ka 1998; Kodovska

2011).
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Rod Allium ¢ita 700 druht rostlin, avSak jen 5 druht je svétové rozsifeno
a pestovano jako zelenina. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii cibule kuchynska se
Salotkou (A. cepa L.), cibule secka (A. fistulosum L.), pazitka (A. schoenoprasum L.),
por (A. porrum) a Gesnek kuchymisky (A. sativum). Cesnek a cibule jsou fazeny také

mezi 1é¢ivé rostliny (Konvicka 1998).

2.2 Botanicka charakteristika ¢esneku

Hlavni organy ¢esneku jsou: koien, podpuci, ploché listy, kolateralni pupeny,

stonek a kvétenstvi.

Obr. 1: Rostlina ¢esneku (Anonym 1)

12



Cesnek tvori svazcity kofenovy systém, jehoz vzhled zavisi na typu Cesneku,
stadiu a rychlosti riistu, dobé vysadby, narocich na vlahu, velikosti strouzku, stafi

klonu, ekologickych a genetickych podminkach (Konvicka 1998).

Vegetacni vrchol, téZ nazyvany jako pupen ¢i puk, je Gtvar uvnitf strouzku. Je
chranény duznatym zasobnim listem. S pukem je spojeno podpuci — organ, ktery je
spleti pletiv a cévnich svazkll s navaznosti na kofenovy systém. Anatomicka stavba
je slozita. Podpuci spojuje koteny, listy a kvétni lodyhu. Tvoii se na ném kolateralni
pupeny — ty se vyviji ve strouzky a kvétni lodyhu (Konvicka 1998; Meredith 2008).
Tvorba téchto dvou organt je dilezitym znakem tiidéni do systematickych jednotek

(forem, variet) druhu A. sativum.

Cesnek ma 8 — 12 listi. Jejich podet zavisi na velikosti vysazeného strouzku,
velikosti puku, varieté a odrudé¢. Délka listd byva v rozmezi 20 — 50 centimetrt.
Z vyvinutych strouzkt se sklada délena cibule, typicka pro Cesnek. Zvlastni formou
jsou cibule celistvé, tvofeny jednim strouzkem. Ty vznikaji po vysadbé pacibulek
nebo neverbalizovanych strouzki (Konvicka 1998; Meredith 2008). Strouzky
¢esneku jsou vyvinuté z kolaterdlnich pupenii na podpuci. Slouzi jako zasobni
arozmnozovaci organy. Tvar a barva strouzkl zavisi na typu Cesneku a uloZeni
strouzku v ¢esneku. Hmotnost jednotlivych strouzkt se pohybuje v rozmezi 0,5 — 30

gramu (Spalovsky 2013).

Kvétonosna lodyha se vyviji z terminalniho hrbolku podpuci. Nese kvétenstvi
— lichookolik, ze kterého vyrustaji stopkaté kvéty a kvétni pacibulky (Spalovsky
2013). Kvétni pacibulky jsou vegetativni organy, které ovSem neslouzi kK sexualnimu
rozmnozovani, vznikaji pii selhani semenné reprodukce. Kvéty maji 6 tycCinek

a 6 okvétnich listkd, jsou dlouhé 4 — 6 milimetra (Konvic¢ka 1998; Meredith 2008).

Zakladni rozdéleni odrad ¢esneku kuchynského (Maly, Petiikova 2000):
e Nepalicdky uzkolisté — typ A. Jarni bilé Cesneky maji nejlepsi
skladovatelnost. Vysazuji se na jafe, jejich vynos je primérny. Patii

sem odriidy Dakar, Japo, Prim atd.
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e Pali¢aky — typ H. Zimni modré ¢esneky vytvarejici na konci vegetace
kvétni stvol s kvétenstvim. Palicdky se vysazuji na podzim. Odridy
tohoto typu se hiife skladuji. V Ceské republice se jedni napt.
0 odridy Blatin, Dukat, Ropal atd.

e Nepalicdky Sirokolisté — typ U. Zimni bilé¢ cCesneky nevytvaiejici
kvétni stvol. Vysazuji se na podzim. Maji vysoky vynos a velmi

dobrou skladovatelnost. Patfi sem odriidy Alan, Lukan, Vladan atd.

Obr. 2: Odrudy cesneku (Foto: J. Kozak (a))

Uzkolisty Sirokolisty
Palicak nepali¢cak nepalicak

Kvéi_:ni stvol

Déleni cesneku podle Radilové (2016):
1. Z botanického hlediska
e Palicak — vytvaii kvétni stvol s pacibulkami.
e Nepalicdk — nevytvari pacibulky, protoze nevybihda do kvétniho

stvolu. Ma vétsi vynosy a Iépe se skladuje.

2. Podle barvy

e Bil¢ odridy — nejvice pestovany typ. Jsou to odolné rostliny s pozdni

sklizni. Strouzky maji pfijemnou chut’ i aroma.
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e Ruzové az fialové odridy — odridy shorsi kvalitou a ran¢jSim
dozravanim. Spatné se skladuji, a proto se musi zkonzumovat co

nejdiive od doby sklizné.

2.3 Péstovani

2.3.1 Naroky na pidu

Cesnek se doporucuje péstovat na lehkych huméznich pudach s dobrym
fyziologickym stavem pidy a neutrdlnim nebo slabé alkalickym pH. Vyzaduje
slunecna a tepla stanovisté chranéna pred silnym vétrem (Radilova 2016). V osevnim
sledu nasleduje po ranych plodinach, které vyzaduji organické hnojeni, napi. okurky,
tykve, kosStaloviny a rané brambory (Maly, Pettikova 2000). Z fytopatologického
hlediska by nem¢l byt vysazovan na stejném pozemku dfive nez za 4 roky. Pii sadbé

je nutno dbat na to, aby byla ptida ulehla a zaroven prokypiena (Konvicka 1998).

2.3.2 Sadbovy material

K sadbé se pouzivaji strouzky uznané sadby, nejlépe kalibrované a roztfidéné
podle velikosti o hmotnosti 1,3 — 9 grami. VétSinou jsou strouzky mofené proti
had’atku zhoubnému (Konvicka 1998; Maly, Pettikova 2000).

Cesnek typu A je povazovan za jarni formu. Je odoln&jsi nez typ U, pfi
podzimni sadbé se prechodné méni na palicak. Je vhodny do sussich oblasti. Jeho

nevyhodou je velka variabilita velikosti strouzk.

Cesnek typu H (pali¢ak) je povazovan za ozimou formu. Je vhodny do
drsnéjsich klimatickych podminek. Nevyhodou je, ze tvofi kvétni stonky a kvétni

cibulky, které snizuji vynos.

Cesnek typu U je povazovan za ozimou formu. Je vhodny do oblasti
S mirn¢j$im klimatem, humozni ptidou a moznosti zavlazovani. Dava velké vynosy,
ale v drsn¢jSich podminkach miize vymrzat. Tento typ Cesneku je pii skladovani

malo trvanlivy (Konvicka 1998).
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2.3.3 Sadba

Doba vysadby cesneku se provadi od ¢asného podzimu do jara. Zalezi na

zkuSenostech, klimatickych podminkach a genetickém zakladu kultivaru.

Cesnek se sazi do hloubky 4 — 6 cm, ve vzdalenost strouzkt v fadku 10 cm,
fadky by mély byt od sebe vzdalené 30 — 40 cm (Maly 2003). Od toho se odviji
hustota porostu, ktera by méla byt 20 — 100 rostlin na 1 m?, v naich podminkach to
byva 30 — 40 rostlin na 1 m® Podle hustoty porostu se odviji velikost sklizenych
strouzkl (Konvicka 1998).

Po vysadbé je potieba fadky s ¢esnekem uvalet (Maly 2003). Béhem ristu je
nutné dbat na bezplevelny stav porostu, udrzovani kypré pldy, zavlazovani
a kontrolu zdravotniho stavu rostlin (Radilova 2016). Jednou z mozZnosti jak pecovat
o rostliny béhem jejich ristu je i mulc¢ovani. To se provadi za acelem ochrany rostlin,
upravy mikroklimatu a Setfeni vlahou. Mul¢ovani se provadi od podzimu do sklizné
a pouzivaji se netkané textilie, folie nebo substraty raseliny a sldmy (Konvicka
1998).

24

jsou mineralni latky Iépe piijimany a zvySuji ochranu proti mrazuvzdornosti. Hlavni
pouzivana hnojiva jsou dusikatd, draselnd a fosfore¢nid. Mnozstvi zavisi na druhu
pudy — napt. v lehkych pldach je pfiblizna spotfeba Cistych zivin na 1 ha 100 kg
dusiku, 100 kg drasliku a 30 kg fosforu (Konvicka 1998).

2.3.4 SKlizen

Sklizent se ma provadét za sucha a rychle. Na malych plochach se provadi

rucné. Velké plochy vyzaduji pouziti specialnich sklizecich stroji nebo

wewvr

cervence (Sirokolisté U typy). A typy uzrdvaji v poloving srpna (Konvicka 1998).
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U nepalicaka (typ A a U) se uplnd zralost urCuje pomérné snadno —
Cesnekova nat' ztraci podporu stonku a pada k zemi. Signalem pro sklizen je
i Zloutnuti listd (Maly, Petiikova 2000). U pali¢aku (typ H) neni zrani tak vyrazné,
protoze listy maji podporu kvétniho stonku a nat’ nepoléhd. Signalem pro sklizen

jsou posledni 3 — 4 zelené horni listy.

Cesnek se nechdva doschnout ve specidlnich vétratelnych mistnostech

a dobrou cirkulaci vzduchu (Maly, Pettikova 2000).

2.3.5 Skladovani

Cesnek uréeny pro skladovani musi byt zraly, zbaven neéistot a kotfent
a zdravotn¢ nezavadny (Maly, Petiikova 2000). Cibule maji byt Cisté, stejnomérné
apevné s hladkym povrchem beze skvrn. Zbaveni se kofent je dilezitym krokem,
protoze kofeny snadno nasavaji vzdusnou vlhkost a mohou byt tkrytem pro parazity
i zdrojem infekce pro choroby (Harris 1997; Konvicka 1998). Skladovat by se mél na
chladnéj$im misté, kde muze proudit vzduch (Radilova 2016). Jako nejvhodné&jsi
podminky pro skladovani je skladovani v prepravkach v tmavych mistnostech s 0°C
a 75% vlhkosti (Maly, Pettikova 2000). Béhem skladovani je potieba kontrolovat

zdravotni stav rostlin, zda cibule neméknou a netrouchnivi.

2.4 Obsahové latky ¢esneku

2.4.1 Sirné latky

Sirné latky patii mezi komplex 1éCebnych latek cesneku. Jejich

charakteristikou je, Ze jsou nestalé a jsou piivodci typického pachu (Linditsch 1998).

2.4.1.1 Alliin

Alliin je vychozi stavebni latkou sirnych vazeb cesneku. Tvofi svazky
jemnych bilych a nepachnoucich jehlicek. Je dobie rozpustny ve vodé, nikoli

v organickych rozpoustédlech (Kodovska 2011; Singh, Singh 2008). Bylo dokazano,
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7ze ma dva homology. Jeho frakce cysteinsulfoxid je sloZena zalliinu +85%, S-
methyl-L-cysteinsulfoxidu +13% a S-propyl-I-cysteinsulfoxidu +2%. Vsechny tyto

latky jsou rozkladany enzymem alliinazou (Konvicka 1998).

2.4.1.2 Allicin

Allicin (allyl-S(O)-S-allyl) se jako takovy v Cesneku nenaléza (Kabelik
1970). Vznika pusobenim enzymu alliinazy z alliinu (Konvicka 1998). Allicin byl
oznaCen za hlavni 1éCebnou latku Cesneku. Jednd se o velmi nestabilni, slabé
nazloutlou olejovitou tekutinu (Kabelik 1970). Ma Cesnekovity zapach a stiplavou
chut. Opticky je neaktivni, rozpustnd v organickych rozpoustédlech a slabé
rozpustna ve vodé pii 10 °C (Kabelik 1970; Singh, Singh 2008). Je nositelem
antibiotickych a tcinnych vlastnosti cesneku. Jeho antibioticka uc¢innost zavisi na

pritomnosti kysliku — redukci se zna¢né inaktivuje (Konvicka 1998).

2.4.1.3 Allithiamin

Allithiamin je zlepSeny vitamin B1 — vstiebava se a vylucuje moéi rychleji
nez thiamin. Je to stald krystalicka latka, kterd je malo rozpustna ve vodé a dobie
rozpustnd v metanolu a etanolu. Ma cesnekové aroma a chutnd hofce. Tvorba
allithiaminu zavisi na pH a teploté. Optimalni pH je 8 a optimalni teplota je 65 °C

(Konvicka 1998).

2.4.1.4 Di- a polysulfidy

Tyto sirné latky vznikaji v Cesneku pii preméné¢ allinu na allicin. Maji
nepiijemné organoleptické vlastnosti a zplsobuji zdpach ¢esneku. V Cesnekové silici

thiosulfinaty a jejich derivaty (Konvicka 1998).

2.4.2 Latky bez siry
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Obsah bezsirnych latek v ¢esneku je Casto variabilni. Jsou to latky stabilni

povahy pusobici vcelku.

2.4.2.1 Vitaminy

Vitaminy jsou dilezit¢ pro spravnou funkci lidského téla. Podileji se na
latkové vyméné v dilezitych lidskych organech. Jsou nezbytnou soucasti lidského
jidelnicku, protoze nékteré si nedokdzeme sami vytvofit, a proto je musime pfijimat
V potravé. Plsobi proti nechutenstvi, Unavé, Spatné viditelnosti, depresim,

nachylnostem K infekcim a mnoho dalsiho (Linditsch 1998; Butt, Sultan 2009).

Seznam nejvyznamnéjSich vitamind s jejich obsahem v ¢esneku je popsan

v tabulce 1.

Tab. 1: Obsah vitamint v ¢erstvém ¢esneku v mg / 100g (Konvicka 1998)

Vitamin Mg
Vitamin A (retinol) 0,085
Vitamin B1 (thiamin) 0,003 -0,28
Vitamin B3 (kys. nikotinova - PP

faktor) 0,12-4
Vitamin B5 (kys. panthotenova) 0,25
Vitamin B6 (pyridoxin) 0,03-0,08
Vitamin C (kys. askorbova) 0,03 -66,5
Vitamin E (tokoferol) 0,1
Vitamin H (biotin) 0,00022

2.4.2.2 Adenosin

V Cesneku a cibuli kuchynské se adenosin nachazi ve velkém mnozstvi. Ma
priznivy vliv na krevni tlak, na periferni prokrveni a brzdi agregaci trombocytl
(Linditsch 1998). Je to také zakladni latka pro dulezité pienaSeci substance tzv.

,biologic transmitter (Konvicka 1998).
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2.4.2.3 Bezsirna antibiotika garlicin a allistatin

Garlicin je silné¢ antibiotickd latka tuhé povahy. Je dobie rozpustny
v organickych rozpoustédlech, ale méalo ve vodé (Kabelik 1970). Neobsahuje siru ani

kov a tvori slabé kysele reagujici roztok (Konvicka 1998).

Allistatin ma silny antibioticky uc¢inek wvuci Staphylococcus aureus

a Escherichia coli. Ve vode¢ je nerozpustny (Konvicka 1998).

2.4.2.4 Enzymy

Mezi enzymy, které obsahuje cesnek, patii hlavné alliindza, arginiza,

myrosinaza, peroxidaza, desoxyribonukleaza aj (Konvicka 1998).

Alliinaza je vysoce specificky enzym. Pfeménuje pouze alliin na allicin.
Enzym fenylalanin-ammoniaklyaza se podili na tvorb& aromatickych latek (Feldberg
a kol. 1998; Jones 2004). Peroxidaza se podili na zméné barvy a ztraté ucinnosti

suSeného ¢esneku.

2.4.3 Ostatni latky

V Cesneku jsou obsazeny vsSechny esencialni aminokyseliny (Kodovska
2011). Nejvétsi zastoupeni ma aminokyselina arginin, jejiz obsah se pohybuje mezi

4,5 —-5,95 mg v 1 gramu susiny ¢esneku (Konvicka 1998).

Mineralni latky a stopové prvky jsou v ¢esneku bohaté zastoupeny. Nejvyssi
obsah je zaznamenan u drasliku, médi, molybdenu, germania a selenu (Kodovska
2011). Mezi pozivatinami obsahuje pravé esnek nejvice selenu. Cesnek dovede
selen hromadit — tim se koncentrace selenu v ¢esneku muze zvysit o vice nez

stondsobek v ptirozeném stavu (Konvicka 1998).

Cesnekova silice zptsobuje typicky pach &esneku. Vznikd rozdrcenim

Cesnekové tkang, fermentaci prekursoru — allinu (Kabelik 1970). Silice je slozena
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z diallyldisulfidu, diallyltrisulfidu, allylpropyldisulfidu a diallyltetrasulfidu
(Konvicka 1998). Silice je toxicka, siln¢ drazdi kazi a zanechava nekrozy (Kabelik
1970). Ma antibakterialni G¢inek vic¢i hnilobnym mikrobiim. Omezeni zapachu lze
docilit vysokou teplotou nebo alkoholem, kdy dochézi k blokaci allindzy (Konvicka
1998).

2.5 Lécivé vlastnosti Cesneku

Cesnek je povazovan za viestranny 1ék. Nejvice u¢innych latek si zachovava
pri pouziti za syrova. Pusobi predevsim jako antibiotikum zastavujici rtist a nicici
bakterie ¢i jiné druhy mikroorganismi. Antibakterialni Gi¢inek u ¢esneku je prokazan
vV podminkach in vitro i in vivo. Nejvyznamngjsi slouceninou s antibakterialnimi
ucinky je allicin, sirnd sloucenina, ktera je nestala. Vyznamné antibiotikum, které

neobsahuje siru, a proto je stabilni je garlicin (Egbobor 2007; Konvicka 1998).

Vyznamnou vlastnosti ¢esneku je také antioxidacni vlastnost proti latkam,
které produkuji Zivé organismy, bakterie a houby (Adeshina 2011; Egbobor 2007).
Dale ma ptiznivé ucinky na zazivani, kde se vyuziva jako zaludec¢ni Iék povzbuzujici
chut’ k jidlu. Plsobi proti kornaténi tepen, arterioskleroze, revmatickym a nervovym
bolestem. Ma protirakovinné ucinky a vyuziva se k 1é€eni srdecnich onemocnéni
(Syviam 2001). Snizuje krevni tlak a obsah cholesterolu v krvi. V neposledni fadé
také ptsobi jako repelent odpuzujici hmyz, vermifugum vypuzujici parazity a jako
antithelmintikum proti onemocnénim vyvolanym cizopasnymi ¢ervy (Konvicka 1998;

Linditsch 1998; Radilova 2016).

2.6 Choroby

2.6.1 Virozy
Virdzy patii mezi nejobavanéjs$i choroby cesneku. PrenaSeji se sadbou,

mSicemi 1 jinym savym hmyzem. Pfiznaky virdz, které se vyskytuji na uzemi Ceské

republiky: zluté pruhované listy, zakrslost rostlin, deformace stonku, prordstani
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strouzkl, degenerativni jevy na nati, fada nepopsanych jevll virového ptvodu

a mensi velikost sklizenych cibuli (Konvicka 1998).

Obr. 3: Priklad virézy u ¢esneku (Foto: J. Kozak (d))

Nejsledovanéjsim virovym onemocnénim cesneku je zlutd zakrslost cibule
(Onion Yellow Dwarf Virus — OYDV) patiici do rodu Potyvirus (Bereda a kol.
2015). Napadena rostlina ma zluté pruhy na listech, které pozdé&ji prechazeji
Vv kompletni Zloutnuti. Listy se kudrnati, dochazi k zakrnéni celé rostliny a snizeni
vynosu (Arya a kol. 2006). Virus je ptenasen msicemi (Arya a kol. 2006). Ochranou
proti Sifeni této virdzy je likvidace napadenych rostlin a nepouzivani napadenych

rostlin k sadbé (Sedivy 1997).

LYSV — Leek Yellow Stripe Virus patti do rodu Potyvirus. Napada
predevsim porek, ale i jiné druhy rodu Allium, jako je naptiklad ¢esnek. Zptisobuje
zluté skvrny az pruhy na listech. Postizené rostliny jsou mensi a leh¢i nez zdravé

rostliny (Lot a kol. 1998). U cesneku se priznaky lisi podle kultivaru infikované
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rostliny (Anonym 4). Virus je pfenasen msicemi (Anonym 3; Conci a kol. 2002).

Ochrana spo¢iva predevsim v pouziti zdravé sadby (Dijk 1994).

Jednim ze zkoumanych vird rodu Carlavirus je GCLV (Garlic Common
Latent Virus). Tento virus byl poprvé detekovan a popsan v roce 1981 ve Francii
(Delecolle, Lot 1981). Spole¢né s viry rodu Potyvirus (OYDV,LYSV) zpusobuje na
Cesneku zloutnuti a mozaiku (Pramesh, Baranwal Virendra 2013). Pfrenasi se
mechanicky, nebo hmyzem. Bézn¢ se vyskytuje i v rostlinach, které na prvni pohled

vypadaji zdravé (Suti¢ a kol. 1999).

Shallot latent virus (SLV) patii spoleéné s OYDV, GCLV a LYSV ke
zkoumanym virim v ¢esneku. Virus se prenasi mSicemi a zptsobuje chlorotické az
bilé pruhy na listech, v nékterych ptipadech az odumieni celé rostliny (Anonym 5;
Majumder a kol. 2008).

Virus prouzkovitosti (Garlic Mosaic Virus) je ¢asté onemocnéni vyskytujici
se u cesneku. Priznaky poskozené rostliny jsou svétle zelené az Zluté prouzky na
listech. Zpiisobuje az poloviéni ztrdty na vynosu. Virus piezivad ve strouzcich
¢esneku. Ochanou proti prouzkovitosti je nepouzivat k sadbé strouzky z napadené

rostliny a pravidelna likvidace napadenych rostlin béhem vegetace (Sedivy 1997).

Mezi virové onemocnéni se fadi i rickettsie, ktera se podili na pylové sterilité
i semenné neplodnosti Cesneku. Zpusobuje poruchy cévniho systému v podpuci
a kvétenstvi. Choroba se rychle S§ifi, proto je nutné napadené rostliny spalit

(Konvicka 1998).

2.6.2 Bakteriozy
U cesneku se bakteriozy vyskytuji ziidka. Jedna se hlavné o mékkou hnilobu,

jejimz ptavodcem je Erwinia carotovora. Ta vnika do rostliny krékem nebo

poskozenymi misty. Choroba se §ifi za destivého a teplého pocasi (Konvicka 1998).
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2.6.3 Mykozy

Mezi nejzavadnéjsi houbové puvodce choroby Eesneku patii houby rodu
Sclerotium, Fusarium, Peniciluim, Botrytis a fada dalsich (Sedivy 1997). Vyskytuji
se zejména ve vlhkych skladkach, kde se rychle §ifi a zpisobuji ztrouchnivéni

(Konvicka 1998).

Sclerotium cepivorum je bila sklerociova hniloba napadajici predevsim cibuli
kuchyniskou, ale parazitujici i na ¢esneku (Kazda a kol. 2003). Ptiznaky napadeni
jsou viditelné az pii sklizni a uskladnéni. V oblasti podpuci se tvoifi bélavé
mycelium, které se §ifi mezi jednotlivé strouzky (Konvicka 1998; Kazda a kol.

2003). Strouzky v dusledku napadeni hniji, hnédou a usychaji.

Rizné druhy rodu Fusarium napadaji celou skalu rostlin. Jeho projevem na
¢esneku je povrchové hnédnuti napadenych mist s postupnym Sifenim dovnitf
strouzkl (Konvicka 1998). Na povrchu strouzkii a v podpuci se vyskytuje svétlé az
nartizovélé mycelium (Kazda a kol. 2003). Choroba se miZe projevit uz v porostu
Zloutnutim listd, ztratou chlorofylu a pozvolnym odumirani celé rostliny (Kazda

a kol. 2003). Zdrojem nakazy je zamofena pida a nakazena sadba.

Penicilium je zelena az modra plisen, ktera sekundarné napada mechanicky
poskozené strouzky (Konvicka 1998). Botrytis allii je pivodce sedé kr¢kové hniloby
Vv oblasti ptechodu rostliny z pudy (Kazda a kol. 2003).

2.7 Skudci

2.7.1 Hadatko zhoubné (Ditylenchus dipsaci)

Had’atko zhoubné patii mezi rozSifené a nebezpecné karanténni Skudce
gesneku. Cerv parazitujici na Eesneku je 1,5 — 4 mm dlouhy a 0,04 — 0,8 mm tlusty
(Konvicka 1998; Sapakova a kol. 2014). Vyskytuje se a rozmnozuje téméf na celé
rostliné. Napadeni se projevuje na listech svétle zlutymi pruhy, které postupné
Zloutnou celé a usychaji (Kazda a kol. 2003). Rostliny Ize snadno vytdhnout ze

zem¢, kvili porusenému podpuci a kofenovému systému. Mladé napadené rostlinky
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zakrnuji. Cibule jsou vlhké a siln€ pachnou po Cesneku, coz se u zdravych rostlin
normaln¢ nedéje. Slupka je popraskana, pii sklizni dochazi k rozpadu cibule na
jednotlivé strouzky (Konvicka 1998).

Skiidce prezimuje v rozpadlych cibulich i padé (Kazda a kol. 2003). Po
vysadbé pronika do strouzku, kde klade vajicka a tim se cely cyklus opakuje. Jeho
Sifeni probiha vétSinou ve vlhkych a té€zSich pudach (Konvicka 1998). Bojem proti
had’atku je moteni strouzkl pred sadbou a dodrzovani osevného postupu — ¢esnek by
v osevnim postupu nemél nasledovat po sobé diive nez za 3 — 4 roky (Konvicka
1998; Maly, Petiikova 2000). Pfi sklizni je také nutno odstranit vSechny napadené

rostliny a spalit zbytky z ¢isténi. Napadené rostliny se hare skladuji.

2.7.2 Houbomilka ¢esnekova (Suillia lurida)

Houbomilka ¢esnekova Klade perletové bila vajicka. Je to $tihla, asi 8 mm
dlouha moucha hnédozluté barvy (Kazda a kol. 2003). Jeji larvy jsou 11 mm dlouhé,
bélavé barvy. Pfezimuje na povrchu porostu, vaji¢ka zacina klast v prvnich teplejsich
dnech od unora do konce dubna (Konvicka 1998). Rostliny jsou niceny larvami,
které¢ vyZziraji baze listl. Jako ochrana se pouzivaji postiiky, pfipadné pfikryti
povrchu porostu netkanou textilii (Maly, Pettikova 2000).

——

Obr. 4: Napadeni ¢esneku houbomilkou ¢esnekovou (Foto: J. Kozak (¢))




2.7.3 Molik ¢esnekovy (Acrolepiopsis assectella)

Molik ¢esnekovy je motyl s rozpétim ktidel 12 — 14 mm, larva je Sedozelena
housenka velka 6 — 8 mm (Sapakova a kol. 2014). Samicky kladou vaji¢ka na spodni
stranu listu. Vylihld housenka nejprve pozird vngjsi stranu listu, poté pronikne
dovnitf. Tim zpiisobi ldméani a odumirani rostliny. Typickym piiznakem napadeni je
drt’ v listech. Molik pteziva ve stadiu motyla nebo nevylihnutych kukel. Ochranou je

insekticidni postiik (Kazda a kol. 2003).

2.7.4 Rozto¢ (Rhizoglyphus echinopus)

Roztoc je typicky skladkovy Skudce. Je viditelny pod lupou, velikost samicky
je 0,5 — 1,1 mm a samecka 0,45 — 0,72 mm (Sapakova a kol. 2014). Dospélci jsou
hnédi ,,brouci®, ktefi se rychle pohybuji. Larvy jsou bilé¢ a parazituji v podpuci a na
mladych kotfenech rostliny (Konvicka 1998). VyzZirdnim béazi rozruSuje materské

i dcefiné podpuci.

2.7.5 Kvétilka cibulova (Delia antiqua)

Kvétilka cibulova je mald moucha, ktera klade vajicka na stonky rostlin
v prechodné ¢asti povrchu pidy (Konvicka 1998). Po vylihnuti se larvy zavrtavaji do
stonku, cibule, strouzka a rozrusuji pletiva (Kazda a kol. 2003). Doporu¢ena ochrana
je asanace zbytki rostlin a Cerstvé mrvy, ktera laka kvétilku ke kladeni vajicek. Také
lze pouzit 1 dosti u€inné thiofosfatové systemické preparaty v dobé kladeni vajicek

(Konvicka 1998). Vyuziva se 1 moieni sadby.

2.7.6 Trasnénky (Thrips tabaci)

Trasnénky jsou asi I mm dlouhy hmyz s tfasnémi na kiidlech, jejichz larvy
jsou bélaveé zluté (Kazda a kol. 2003). Vyskytuji se v kvétenstvich, kde nici
povrchova pletiva kvétnich casti, znichz vysavaji buiiky. Napadena mista jsou
bélava az Zlutd a vysychaji. Pii napadeni je vyvoj kvétnich casti zbrzdén. Prasniky se

smrst'uji a vyvoj pylu je blokovan (Konvicka 1998).
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2.8 Klonové mnoZeni in vitro

Vyuzivané techniky mnoZeni v in vitro podminkach (Jha online; Curn 1995):
e Mikropropagace — regenerace rostlin in vitro zkultivovanych
meristému
e Somatickd embryogeneze

e Organogeneze — adventivni pupenotvorba

Klonové mnozeni in vitro slouzi k nepohlavnimu rozmnozovani rostlin (Raj
online). Potomstvo je genotypové i fenotypové uniformni, to vSak neplati
u organogeneze (Curn 1995). U druhii, které nevytvafeji generativni organy, se jedna
o jediny zpisob mnozeni. Zaroven tento typ rozmnozovani slouzi k uchovani
genotypové a fenotypové uniformity pro ucely péstovani a Slechténi i u druha
mnozicich se generativné. MnoZzeni rostlin touto metodou je rychlejsi oproti
klasickému zpisobu (Arditti 2009; Jha online). Koeficient klonového mnozeni se
pohybuje mezi 10% az 10° rostlin s moznosti ozdraveni od patogeni (Novéak 1990;
Curn 1995). Ozdraveni od patogenti je zaloZeno na piedpokladu, Ze viry neinfikuji
meristematické pletivo, tudiz izolované vrcholy pouzivané ke kultivaci jsou

viruprosté (Novak 1990).

Hlavni vyhodou klonového mnozeni je pouziti takovych organt rostliny
k mnoZeni, které se v klasickém Slechténi nepouzivaji. Dalsi vyhody klonového
mnoZzeni oproti klasickym metodam jsou (Novak 1990):
e Mensi ¢asti rostlin potfebnych k mnozeni
e Um¢lé, axenické a fizené prostiedi
e Heterotrofni charakter ristu a vyvoje

e Rychlejsi rozmnoZovani rostlin

RozmnoZovani v podminkach in vitro probiha indukci axilarnich meristému
pti kultivaci izolovanych vrcholl, tvorbou adventivnich meristémi a pupenil pii
kultivaci organti nebo jejich ¢asti a diferenciaci rostlin procesem organogeneze nebo
somatické embryogeneze v podminkach kalusovych a bunéénych kultur (Jha online;
Novak 1990).
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Murashige (1978a, 1978b) rozd¢lil mnozeni v podminkach in vitro do ctyft
stadii, které bylo Deberghem a Maenem (1981) doplnéno o stadium 0, které zahrnuje
ptipravu vychozich rostlin v ,hygienickych® podminkach pfed odbérem explantatt
(Novak 1990). Ctyii stddia mnoZeni v in vitro podminkach podle Murashige jsou:

e Zalozeni aseptické kultury
e Zmnozeni propagacnich jednotek
e Priprava pro pievedeni rostlin do pidy

e Dopéstovani rostlin v padé

2.8.1 Meristémy rostliny

Meristém rostliny je definovan jako struktura tvofend buikami, které jsou
schopné déleni a postupné diferenciace (Henderson a kol. 1967; Novak 1990). Déleni
meristémt  probiha organizované, vznikaji stejné bunky (Grout 1990).
Neorganizovanym délenim bunék se tvofi tzv. kalusy, které vznikaji napt. pfi hojeni

ran.

Opakované se délici buniky v meristémech se nazyvaji inicidly. Inicialy se
déli na dvé dcetiné bunky, z nichz si jedna zachova funkci inicialy a z druhé se stane
derivat — odvozena buiika inicialy. Derivat se zpravidla déli v blizkosti vzrostného
vrcholu a kofenové Spi¢ky pouze pii probihajici diferenciaci. To znamend, Ze se
derivat déli pouze omezenou dobu a po skonceni diferenciace se pfeméenuje na bunky

trvalych pletiv (Skalicky, Novak 2007).
Buiiky meristematickych pletiv jsou popsany jako jednoduché tenkosténné

parenchymatické bunky s velkymi jadry a hustou cytoplazmou, jejichZ jedina funkce
je neustalé déleni (Skalicky, Novak 2007).
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Vroce 1990 rozdélil Novak meristémy na dva druhy — apikalni a vzrostny

(vrcholovy). O par let pozdé€ji byly meristémy rozd€leny na tii druhy — apikalni,

lateralni a interkalarni (Skalicky, Novak 2007).

a)

b)

Apikalni meristém se nachdzi ve Spickach vSech kotenid a stonkd. Je
tvofen skupinou inicidl a nehomogennich derivati inicial, které se 1isi
rychlosti délenim, obsahem bunék apod. U cévnatych vytrust rostlin
je na vzrostném vrcholu stonku jedna velkd inicidla jehlancovitého
tvaru. U semennych rostlin jsou na vzrostném vrcholu stonku skupiny
inicidl, znichz se diferencuji primarni meristémy: protoderm
(produkuje pokozku), zékladni meristém (produkuje hypodermis

a zakladni pletivo) a prokambium (vodivé pletivo).

Lateralni meristémy jsou meristémy sekundarniho rastu neboli
druhotného tloustnuti rostlinnych organt. Vyskytuje se proto jen
u rostlin, kde existuje tento typ rastu. Lateralni meristémy produkuji

druhotna (sekundérni) pletiva.

Interkaldrni meristémy (vmezefené). Existence téchto meristémil je
podminéna nestejnosmérnym  prubéhem  diferenciace  bunck
oddélovanych apikdlnimi meristémy. Vysledkem je, Ze mezi jizZ
diferenciovanymi oblastmi ztistavaji i oblasti, které jesté diferenciaci
neprosly. Nejznaméjsim ptikladem jsou stébla trav (Poaceae), kde se
pletiva uzlin diferencuji dfive nez pletiva c¢lankta. Interkalarni
meristémy jsou derivatem apikalniho meristému, od néhoz jsou

odd¢€leny zonami trvalych bunék.
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Obr. 5: Apikalni meristémy prytu: 1 — detail vzrostného vrcholu; 2 — podélny fez
vzrostnym vrcholem prytu u Sefiku obecného (Skalicky, Novak 2007)
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2.8.2 Meristémové kultury

Kultury meristétm  jsou nejvice pouzivanou praktickou aplikaci
z explantatovych kultur. VyuZivaji se ke klonovému mnozeni, ozdravovani plodin
i okrasnych rostlin (Rakousky 2000; Salomon 2002). Ozdravovani je zaméfeno
nejcast¢ji na eliminaci virQ, predpoklada se, ze viry neinfikuji meristematické pletivo
(Paz, Soto 2012). U cCesneku se vyuzivaji meristémové kultury pro eliminaci viru

mozaiky &esneku a k roz§ifovani genetické variability (Curn 1995; Rakousky 2000).

Pro rlst izolovanych meristémt se pouzivaji kultivacni média. Nejcastéji
pouzivané je médium Murashige a Skoog (MS) obohacené o vitaminy a fytohormony
(Jha online; Novak 1990). Velikost explantatu uréeného pro ozdraveni je 0,3 —1 mm,
velikost explantatu pro komercni klonovani je 1 — 10 mm (Rakousky 2000; Paz, Soto
2012). V praxi se pouziva zasada ,,¢im men$i meristém, tim je vét§i Sance ziskat
viruprostou rostlinu“ (Rakousky 2000). Izolace malych meristémd byva spojena se
slozitéj§i izolaci 1regeneraci, vétSinou vyzaduje praci vyskoleného persondlu.
Samotna kultivace vyizolovanych meristémt probiha na agarovém médiu (Novak

1990).
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Fytohormony ovlivijici rist meristémovych kultur:

a)

b)

Auxiny — fytohormony podporujici fadu vlastnosti béhem vyvoje
rostliny, napt. dlouZeni bunék, diferenciaci vodivych pletiv a iniciaci
kotene (Rakousky 2000). Spolu s cytokininy se auxiny podileji na
bunééném déleni a ristu nékterych organli. Auxiny se v rostliné
transportuji z builkky do buiiky ve sméru ze stonku do kotena
(Buchanan a kol. 2015; Rakousky 2000).

Pfirozenym auxinem u rostlin je kyselina g-indolyl-3-octova (IAA).
Vyskytuje se v aktivni (volné) formé i konjugovana s cukry, peptidy
a aminokyselinami (Rakousky 2000). Dalsimi auxiny, které byly
nalezeny v rostlinach jsou: kyselina indolyl-3-maselna (IBA), kyselina
fenyloctova a 4chloro IAA (Buchanan a kol. 2015; Rakousky 2000).

Cytokininy — podporuji rast lateralnich pupenti, morfogenezi in vitro
i tvorbu chloroplasti (Rakousky 2000). Cytokininy se v rostling
transportuji prostfednictvim xylému z kotfenti do stonkil. Nejcastéji se
vyskytujicim pfirozenym cytokininem je zeatin (4-hydroxy-3-metyl-

trans-butenylaminopurin) (Buchanan a kol. 2015).

2.9 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay), znama také jako EIA

(Enzyme Immunoassay) je nejpouzivanéjsi imunologicka metoda slouzici k detekci
protilatek a antigenu. Tato metoda byla poprvé objevena vroce 1971 (Engvall,
Perlmann 1971), avsak v rostlinné virologii byla poprvé pouzita az v roce 1976 pro
detekci vira Arabis Mosaic Virus a Plum Pox Virus (Voller a kol. 1976). Principem
této metody je navazani viroveé specifickych protilatek (imunoglobulini) na
kovalentné vazany enzym, ten degraduje chromogenni substrat za tvorby viditelného
zbarveni. Vysledek se stanovuje pomoci spektrofotometru jako absorbance pfi
vinové délce odpovidajici pouzitému substratu. ELISA je velmi citlivdA metoda,

dokaze detekovat viry o koncentraci 1 — 10 ng/ml (Bos 1999).
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ELISA mé& mnoho modifikaci, které jsou primarné rozdéleny na piimé
a nepfimé metody.

e Nepiimé metody slouzi pro detekci specifickych protilatek. Virus je
nejdiive navazan specifickymi protilatkami a detekovan enzymem
navazanym na sekundarni protilatky (Anonym 2, 2015). Hlavni
vyhodou téchto metod je pfedchdzeni vzniku nespecifickych reakei.

e Pfimé metody slouzi pro detekci antigenu. Virus je detekovan piimo
enzymem navazanym na specifické protilatky viru (Anonym 2, 2015).
Mezi ptimé metody patii DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich,
tzv. dvojitd sendviCova ELISA), kterd slouZzi pro zjisténi ptritomnosti

jednotlivych virt v rostlinném materialu.

Obr. 6: ELISA metody (Anonym 2)
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29.1 DAS-ELISA

DAS-ELISA je metoda vyuzivand pro rychlou a snadnou detekci virt
Vv rostlinném materialu, kde nevadi kmenova specificita a nizka koncentrace viru ve
vzorku (Koenig, Paul 1982). Vyuziva se schopnosti proteinii (imunoglobulinti) vazat
se na sorb¢ni povrch mikrotitracni polystyrenové ¢i polyvinylové desticky. Tato
schopnost umozni zachyceni a imobilizaci vira (Pathak, Palan 2005). Tim vznikne
komplex vir — protilatka, ke kterému se pfidaji dalsi specifické protilatky, které mayji
navazany enzym (Clark, Adams 1977). Nejcastéji pouzivanym enzymem je alkalicka
fosfatdza, kterd hydrolyzuje pfidany 4-nitrofenyl fosfat (bezbarvy substrat) na 4-
nitrofenol (zluté zbarveni). Pfitomnost viru se poté detekuje pomoci

spektrofotometru pii 405 nm jako intenzita Zlutého zabarveni. Dulezitym krokem
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pred kazdou casti metody je vymyti volnych reaktant z jamek, aby nedochazelo ke

specifickym reakcim (Clark, Adams, 1977).
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3 Cile prace

1. Izolace meristému z ¢esneku kuchyiského (Allium sativum)

2. Dopéstovani rostliny z meristémové kultury

3. Zjisténi pritomnosti vird v pouzitém materialu pomoci metody ELISA
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Cesnek kuchyiisky — odriida Tantal

Tantal je odriida modrého pali¢adku. Je vhodny k péstovani v méné ptiznivych
podminkéch. Byl vyslechtén vybérem klonl z krajové odridy Rozdélovicky palicak
s naslednou kultivaci in vitro a selekci viruprostych regenerantii. Odrida byla

registrovana v roce 1998.

Cesnek je stiedné vysoky se vzpiimenymi az polovzpiimenymi listy. Listy
jsou silné ojinéné, modré barvy. Kvétni stvol mé velké pacibulky, jejichz pocet je
nizky. Velka cibule je smetanové barvy s fialovymi skvrnami, obvykle obsahuje Sest

strouzkl. Strouzky jsou veliké, Siroké a maji fialové suknice.

Tantal je prosty od viru zluté prouzkovitosti cibule (neni vSak proti nému
odolny), zvySenou odolnost ma proti houbovym chorobam a vymrzani. Ma velmi

dobrou skladovatelnost. (www.tagro.cz, online 15. 3. 2017)

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava rostlinného materialu — sterilizace

Cibule cesneku byla rozebrana na jednotlivé strouzky. Ty byly nasledné
oloupany a umyty ve sterilni vodé se saponatem (pouzit byl ptipravek znacky Jar).
Poté byly jednotlivé strouzky umistény do 0,2% roztoku chloridu rtutnatého po dobu
18 minut. Koneénym krokem sterilizace bylo preneseni strouzkti ¢esneku do sterilni
vody po dobu 10 minut za ob¢asného michani. Tento krok byl opakovan 3x, pokazdé

bylo nutno vymeénit vodu za novou.
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4.2.2 Priprava kultivaéniho média

Pro kultivaci ¢esneku bylo pouzito MS médium obohacené o vitaminy. Stejné
médium, ke kterému byly ptidany fytohormony bylo pouzito i pii kultivaci
meristému ¢esneku. Pouzitymi fytohormony byla kyselina f-indolyl-3-octova (IAA),
6benzylaminopurin (BAP) a kyselina 1-naftyloctova (NAA). Fytohormony byly
ptipraveny o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v 1 molarnim hydroxidu sodném (1M

NaOH).

Kazdému médiu bylo po smichani ptislusnych latek upraveno pH na hodnotu
5,8. Pii nizké hodnoté pH byl piidan 1M NaOH, pfi vysoké koncentraci byla pridana
IM HCI. Obé kultivaéni média byla vysterilizovana v autoklavu pfi teploté 121 °C,
tlaku 101,5 kPa po dobu 30 minut. Po sterilizaci a vychladnuti byla média

skladovana v chladnicce pii 4 °C.

Tab. 2: Chemické slozeni MS média obohacené o vitaminy (M0222.0010) od firmy
Duchefa (Murashige, Skoog 1962)

Slozka mg/l
Mikroelementy

CoCly*6H,0 0,025
CuSO4*5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnSO,*H,0 16,90
Na;MoO4*2H,0 0,25
ZnSO4*7TH,0 8,60
Makroelementy

CaCl; 332,02
KH2PO4 170,00
KNO3 1900,00
MgSO, 180,54
NH4NO3 1650,00
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Vitaminy

Glycine 2,00
Myo-inositol 100,000
Nicotinic acid 0,50
Pyridoxine HCI 0,50
Thiamine HCI 0,10

Tab. 3: Mnozstvi fytohormont pfidanych do kultiva¢niho média

Fytohormon ml/500ml
I1AA 0,25
BAP 0,25
NAA 0,05

Tab. 4: Vysledné slozeni kultivaéniho média

Tekuta sloZzka mi/500ml
Destilovana voda 500
IAA 0,25
BAP 0,25
NAA 0,05
Pevna slozka g/500ml
MS médium s vitaminy 2,2
Agar 3,5
Sacharé6za 10

4.3 lzolace meristému

Prvnim krokem izolace meristému bylo nakli¢eni vysterilizovanych strouzku
cesneku. Strouzky byly ofezany tak, aby je bylo mozné umistit do zkumavky na
kultivacni médium. Kultivace takto ptipraveného materialu probihala piiblizné jeden
meésic ve fytotronu pii fotoperiod€ 16 hodin svétlo/8 hodin tma, teploté 23 °C a 80 %

vlhkosti. Behem kultivace byl kontrolovan zdravotni stav jednotlivych strouzkd,

37




pripadné byly odstranény kontaminované vzorky. Tento piipravny krok slouzil

Kk nartistu stonku, coZ umoznilo narist meristému a lepsi izolaci.

Obr. 7: Strouzky &esneku pied a po kultivaci (Foto: E. Svehlova)

|

Z narostlych rostlin ¢esnekd byly vyizolovany meristémy. Izolace probihala
V laminarnim boxu (flow-boxu) za sterilnich podminek. Nejprve byla ze strouzku
pomoci skalpelti a pinzet ofezana nepotiebna duzina a vyjmut stonek. Stonek byl
zbaven listd, tim se odkryl meristém. Meristém byl odfiznut a pfemistén do

zkumavky s kultivaénim médiem, které obsahovalo potiebné fytohormony pro rust.
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Obr. 8: Ofezani ¢esneku pied izolaci meristému (Foto: E. Svehlova)

Obr. 9: Anatomicka stavba strouzku ¢esneku (Foto: J. Kozak (b))
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Zkumavky byly umistény do fytotronu pii fotoperiodé¢ 16 hodin
svétlo/ 8 hodin tma, teploté¢ 23 °C a 80 % vlhkosti. Po 7 dnech byly meristémy
premistény za sterilnich podminek v laminarnim boxu (flow-boxu) na nové
kultivacni médium a umistény zpét do fytotronu za stejnych podminek. V pribéhu
nasledujiciho mésice dochazelo k pravidelnym kontroldm, piipadné byly odstranény
kontaminované vzorky. Narostlé meristémy byly vzdy po jenom mésici kultivace
premistény na nové kultivaéni médium. Po objeveni kotfinkd byly meristémy

premistény na kultiva¢ni médium bez fytohormonti a umistény zpét do fytotronu.

4.4 ELISA

Rostlinny material byl pfed pouzitim testovan metodou ELISA pro zjisténi
pritomnosti vira OYDV a GCLV. V prvnim kroku byly pfipraveny potiebné pufry.
Pufry byly upraveny na pozadované pH pomoci 1 M HCI.

Pufry:

Tab. 5: Coating pufr (pH 9,6; 1000 ml)
Na,CO3 1,59 g
NaHCO; 2,934
NaNj3 029

Tab. 6: Zakladni PBS pufr (pH 7,4; 1000 ml)

NaCl 8,09
KH2PO, 029
Na;HPO,*12H,0 299
KCI 029
NaNs 0,29
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Tab. 7: Extrak¢ni pufr (pH 7,4; 1000 ml)

(serumalbumin)

PBS 1000 ml
PVP K-25 20,09
Tween 20 0,5mi
susené mléko 10,0 g

Tab. 8: Konjugacni pufr (pH 7,4; 1000 ml)

PBS 1000 ml
PVP K-25 20,09
Tween 20 0,5 ml
susené¢ mléko 209
(serumalbumin) '
Tab. 9: Promyvaci pufr

1/5 PBS 1000 ml
Tween 20 0,5 ml

Tab. 10: Substratovy pufr (pH 9,8; 1000 ml)

diethanolamin

97 mi

Vzorek pro testovani byl odebran z predem predpéstovanych strouzka.

Strouzky byly ptedpéstovany stejnym zptisobem jako pro izolaci meristémil. Pomoci

skalpelu byl ve sterilnich podminkach odebran segment velikosti zhruba 3 milimetri.

Ze ziskaného segmentu byla ziskana §tava:

e (ast naté byla Vv laminarnim boxu rozmélnéna pomoci tieci misky

S tlouc¢kem

e Ziskana drt’ byla proplachnuta 600 — 1000 pl extrakéniho pufru

a pfenesena  do

(Eppendorf 1,5 ml)

jednordzovych  oznaCenych  mikrozkumavek

Prvnim krokem bylo potazeni (aktivace) povrchu jamek mikrotitra¢ni

desticky specifickymi protilatkami. Zasobni roztok IgG byl nafedén coating pufrem

vpoméru 10 pl / 10 ml. Z pfipraveného roztoku bylo odpipetovano 100 ul do
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jednotlivych jamek desticky. Desticka byla piikryta folii, ktera zabranovala
odpafovani. Takto pripravena desticka byla inkubovana 4 hodiny pii 30 °C
v termostatu. Po inkubaci byla desticka 2x promyta na promyvafce promyvacim

pufrem.

Obr. 10: Promyvacka mikrotitraénich desti¢ek (Foto: E. Svehlova)

..' r T
AgileWasher

Do jednotlivych jamek bylo pfidano 100 pl ptipravené rostlinné §tavy. Na
desticku byla také nanesena pozitivni kontrola (doddna vyrobcem), negativni
kontrola a slepy vzorek (pouze extrakéni pufr). Desticka byla pfikryta folii
a inkubovana pfi 4 °C pies noc do druhého dne. Druhy den byla desticka dvakrat

promyta na promyvacce promyvacim pufrem.

Nésledujicim krokem byla detekce navdzaného antigenu konjugatem IgG,
tzv. alkalickd fosfatdza. Zasobni roztok 1gG - alkalickd fosfatdza byl nafedén
konjugacnim pufrem v poméru 10 pl / 10 ml. Takto pfipraveny roztok byl pipetovan
po 100 pl do jednotlivych jamek. Desticka byla ptikryta folii a inkubovana 4 hodiny

pti 35 °C. Desticka byla dvakrat promyta na promyvacce promyvacim pufrem.
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Dalsim krokem byla piiprava roztoku substratu. Ten byl pfipraven smichanim
p-nitrophenylfosfatu a substratového pufru v mnozstvi 0,75 mg / 1 ml pii pokojové
teploté. Takto pfipraveny roztok substratu byl pipetovan po 100 pl do jednotlivych

jamek.

Poslednim krokem byla barevna reakce alkalicka fosfataza — substrat. Ta byla
vyhodnocena po 60 minutach inkubace ve tm¢ pomoci spektrofotometru pii 450 nm.
Za pozitivni reakci byl povazovan vzorek, ktery mél pti absorbanci 405 nm hodnotu

veétsi nez 0,2.

Obr. 11: Spektrofotometr pro ELISA testy (Foto: E. Svehlova)
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5 Vysledky a diskuze

Prvotnim cilem bylo stanoveni vhodnych metod pro izolaci a naslednou
kultivaci meristémi z ¢esneku kuchynského a ovéfeni na pracovisti JihoCeské
univerzity, Zeméd&lské fakulty v Ceskych Budg&jovicich. Jako vhodna metodika byla
vybrana a upravena certifikovana metodika od K#izana a kol. (2010): Metodika
kultivace a multiplikace ¢esneku v podminkach in vitro. Vhodnost této metodiky se
projevila zejména pii sterilizaci rostlinného materidlu, kde byla zaznamenana
uspésnost 90 %. K netspésné sterilizaci dochazelo pfedev§sim na pocatku pokusu,
kde dochazelo ke kontaminaci cesneku kuchyniského pii rastu na zivném médiu.
Dtvodem neuspéchu bylo hledani vhodné doby sterilizace v 0,2 % roztoku chloridu
rtutnatého. Jako nejucinngjsi pro sterilizaci v tomto roztoku byla stanovena doba 18
minut. I po této optimalizaci se obcas stalo, ze doslo ke kontaminaci, zvlasté na konci

pokusu. Diivodem byl dlouhodob¢ skladovany rostlinny material.

Izolace meristému z Cesneku kuchyniského je slozita zalezitost, ktera vyzaduje
vyskoleny personal. Samotné izolace probihala z narostlych ¢esnekii na kultivacnim
médiu MS s vitaminy ve fytotronu pomoci skalpeli a pinzet pod binokularnim
mikroskopem (binolupou). Vyizolované meristémy byly dale kultivovany na MS
médiu s vitaminy obohacené o fytohormony ve fytotronu pii fotoperiodé 16 hodin
svétlo / 8 hodin tma, teploté 23 °C a 80 % vlhkosti. [zolace meristémil z ¢esneku se
podaftila u 60 % rostlin. Hlavni komplikaci pfi izolaci byla velikost izolovaného
meristému, kterd je u ozdravovani 0,3 — 1 mm. Dalsimi divody neuspéchu byla
Spatnad izolace meristému, odebrani nespravné casti rostliny nebo poskozeni

meristému pii izolaci z ¢esneku (Rakousky 2000).

Vyizolované meristémy byly po tydnu kultivace premistény na nové
kultivaéni médium a kultivovany za stejnych podminek, vyména média prob¢hla i po
mésicni kultivaci. Po objeveni kotfinkti byly meristémy piemistény na nové
kultiva¢ni médium MS s vitaminy, tentokrat bez piidanych fytohormonti. Béhem této
¢asti prace se podafilo dopéstovat rostliny do faze vyvoje, kdy jejich velikost byla asi
4 centimetry. Dopéstovani meristémt do této velikosti se podafilo u 20 % rostlin.

Nejcastéjsim divodem nelGspéchu prfi dopéstovani byla kontaminace meristému,
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ktera se nepodafila pies veskerou snahu eliminovat. Béhem 14 meési¢niho pokusu
nebyla moznost pouzivat fytotron vyhradné pro kultivaci meristému, ¢asto se v ném

nachézely 1 jiné vzorky, od kterych mohlo dojit ke kontaminaci.

Spalovsky (2013) se zabyval optimalizaci kultiva¢nich podminek pfi mnoZzeni
Cesneku kuchynského metodou in vitro. Porovnaval média sriznym obsahem
fytohormonti a mistem kultivace meristémti. Jako nejlepsi kombinace fytohormoni s
vnéjSimi podminkami kultivace byla vyhodnocena kombinace tepla a svétla
s piidavkem fytohormont v médiu, které obsahovalo 1 mg / 1 litr NAA (kyselina 1-
naftyloctova) a 1 mg/ 1 litr BA (6-benzyladenin).

Krajickova (2012) se zabyvala ozdravovanim cesneku od zékladnich virt
metodou izolace apikdlnitho meristému a kombinaci chemoterapie a izolace
apikalniho meristému. Zdravotni stav kontrolovala pomoci ELISA testu. U prosté
izolace apikdlniho meristému dosla ke zjisténi, ze u 14,7 % meristémovych rostlin
byl detekovan virus GCLV, ktery je neproblematictéji eliminovan. U ostatnich vira
byla mira vyskytu niz§i: OYDV 1,9 %, LYSV (Leek Yellow Stripe Virus) 0,3 %,
SLV (Shallot Latent Virus) 2,8 %. Lepsich vysledki ozdraveni od nékterych vird
dosahla pomoci izolace apikalnich meristémi s chemoterapii (do média byl piidan
Ribavirin). Zde byl vyskyt virusu LYSV 8,6 %, OYDV 1 %, GCLV 2,9 %, SLV
0%. Zdosazenych vysledkti je patrné, ze tyto dvé metody jsou vhodné
k ozdravovani cCesneku od viri. Zpisob pouziti dané metody se lisi podle

jednotlivych virt. Podobnych vysledkii doséhl ve své praci i Senula a kol. (2000).

Paz a Soto (2012) ve své studii porovnavaji G¢innost dvou metod ozdravovani
Cesneku od virti. Prvni zplsob je vyuziti meristémovych kultur a chemoterapie.
Druhym zplsobem je vyuziti merist¢tmovych kultur a termoterapie. Ackoliv ma
termoterapie pomérn¢ velky negativni vliv na preziti rostlin, byla 0¢innéjsi pro

eliminace virti v 60 az 70,9 % ptipadu, zvlasté proti potyvirim.

V Ceské republice se ozdravovanim ¢esneku od virtl zabyva Vyzkumny tstav
bramboratrsky v Havlickové Brodé a Mendelova Univerzita Brno, Mendeleum —

ustav genetiky ZF v Lednici. Ozdravovani probihd proti ¢tyfem vyznamnym virtm:
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OYDV, GCLV, LYSV a SLV. Vyuzivaji meristémové kultury s chemoterapii,
V Lednici navic 1 s termoterapii. Obé metody vykazuji pfiblizné stejnou Uspésnost

ozdraveni.

Obr. 12: Vlevo meristém po tydenni izolaci, vpravo meristém po 4 tydenni izolaci
(Foto: L. Homolkova)
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Obr. 13: Meristém po 10 tydenni kultivaci (Foto: L. Homolkova)

Metodou ELISA byl stanoven zdravotni stav 20 ndhodné& vybranych cibuli
Cesneku. Stanoveni probéhlo pied pouzitim rostlinného materialu k izolaci
meristému. Testovani bylo zaméfené na piitomnost virat OYDV a GCLV. Pouze
u vzorku ¢islo 13 byl detekovan vir zluté zakrslosti cibule (OYDV). Vir GCLV
(Garlic Common Latent Virus) byl pfitomen u 16 testovanych cibuli. Duvodem
nizkého vyskytu viru OYDYV je, ze odrtida ¢esneku Tantal, ktera byla pro experiment

pouzita, je od tohoto viru ozdravena.

Vzhledem k finanéni naro¢nosti ELISA test a malému procentu Gspés$nosti
dopéstovani meristémi, nebyl jiz materidl zpétné tetovdn na piitomnost vird.
Vysledky uspésnosti ozdraveni kultur zalozenych z apikdlnich meristémi touto

metodou publikoval ve své praci napt. Havranek (1972). Tomu se podafilo ozdravit
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az 42 % rostlin. O par let pozd¢ji dosahli lepSich vysledkt Kiizan a kol. (2010), ktefi
uvadi az 89 % UspéSnosti ozdraveni Cesneku od virG z apikalnich meristémi pfi

kombinaci s chemoterapii.

Tab. 11, 12: Pfitomnost virll v jednotlivych cibulich ¢esneku

slo pfitomnost viru ¢islo pfitomnost viru
vzorku | OYDV | GCLV vzorku | oyDV | GCLV
1 - + 11 - -

2 - + 12 - +
3 - + 13 + +
4 - + 14 - +
S - + 15 - +
6 - + 16 - -

7 - + 17 - +
8 - + 18 - +
9 - - 19 - +
10 - - 20 - +
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6 Zavér

Izolace meristému z Cesneku kuchyniského byla uspésnd z 60 %. Ve zbylych
40 % dochazelo ke kontaminaci rostlinného materidlu, nebo k poskozeni meristému
pfi izolaci. Kultivace meristému Cesneku probihala na MS médiu s vitaminy, do
kterého byly ptidany fytohormony IAA, NAA a BAP. Vyizolované meristémy byly
kultivovany ve fytotronu pfi fotoperiodé 16 hodin svétlo / 8 hodin tma, teploté 23 °C
a 80 % vlhkosti. Dopéstovat rostlinu z meristémové kultury se podatilo z 20 % a to
pouze do velikosti pfiblizné 4 centimetrii. NejcastéjSim problémem pii dopéstovani

byla kontaminace vzorku.

Pomoci metody ELISA byla stanovena piitomnost vira OYDV a GCLV
Vv rostlinném materidlu pfed samotnou izolaci meristémil. Testovano bylo 20 cibuli
Cesneku odridy Tantal. Metoda prokazala pfitomnost viru OYDV pouze u jednoho
testovaného vzorku. Nizk4 kontaminace na vir OYDV této odridy spociva v tom, ze
je odriida na tento vir prostd, i kdyz ne zcela odolnd. Pfitomnost viru GCLV byla

podstatné vyssi — 80 % testovanych cibuli obsahovalo tento vir.
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