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ABSTRAKT

Autorka: Hana Safatikova
Nazev prace: Studium moznosti eliminace spaly rizovitych u kdoulon¢ pomoci antibiotik a

meristémové kultury in vitro

Ve své bakalarské praci jsem se vénovala méné¢ znamému druhu jadrového ovoce,
kterym je kdoulon (Cydonia oblonga Mill.). V praci je uvedena charakteristika tohoto
stromu, sezndmeni s jeho péstovanim, mnozenim, vyuZzitim a také jsem se zamcéfila na
chorobu zptsobenou patogenem Erwinia amylovora, nazyvanou spala rizovitych ovocnych
dfevin. Tu jsem se snazila eliminovat 1écbou za pouziti antibiotik na meristémovych
kulturach v in vitro podminkach. Celkem bylo zpracovano 22 odrid kdouloni a byly
provedeny 2 odbéry letorostii na Skolnim zemédélském podniku Zabéice. Jeden odbér
probéhl v zim¢ a druhy v 1été, nasledné pak bylo v laboratofi provedeno jejich oSetieni
pomoci tfi druhli antibiotik v riznych koncentracich. U vSech odrid se po jejich léceni
nemoc jiz neprokdzala, ale jednotlivé segmenty nebyly schopny piezit delsi dobu. Pfi¢inou
byla pravdépodobné ptitomnost jinych patogent, které se v segmentech vyskytovaly, a na
které ozdravovaci zasah nemél zadny vliv, pfipadn€ sniZeni vitality pupentl, zptisobené

oSetfenim antibiotiky.

Kli¢ova slova: Kdouloni obecna, Erwinia amylovora, antibiotika

ABSTRAKT

Author: Hana Safatikova
Thesis title: Study of the possibility of eliminating a fire blight in quince with antibiotics

and meristem culture in vitro

I have focused, in my thesis, on lesser-known species of pome fruit, which is the quince

(Cydonia oblonga Mill.). My disertation presents a characteristic of this tree, introduction



to its growing, propagation, it is using and | have also focused on the disease caused by the
pathogen Erwinia amylovora, called the fire blight of fruit trees. | have tried to eliminate
the disease by using a treatment of antibiotics in meristem cultures under in vitro
conditions. It has been processed in total on 22 varieties of quince and 2 samples of annual
shoot have been taken at the School of herbaceous farm Zabgice. The first sampling took a
place in winter and the second one in summer, subsequently it has been applied a treatment
of three kinds of antibiotics diluted in various concentrations all happened under a specific
conditions in the laboratory. The illness, for all varieties, has not shown any further
pressence after the treatment, but the individual segments were not able to survive longer
period of time. The reason was probably a presence of other pathogens occuring in the
segments and the curative intervention had no effect on them or a decrease in vitality of
buds could have been caused by the antibiotic treatment.

Keywords: Quince, Erwinia amylovora, antibiotics
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1. UVOD

Kdouloni je méné znamy druh ovocného stromu, kterd se stejné jako hrusen a jablon
ptitazuje k jddrovému ovoci. Mlze piipominat hrusei i jablon dohromady, ale jeji vzrist je
spiSe ketovity. Je povazovana za okrasnou dievinu, jelikoz ji zdobi velké nartizovélé kvéty.
Je méné znama 1 proto, Ze se jeji plody nefadi ve velkém mnozstvi do jidelnicku. Jeji plody
jsou hodnoceny spiSe pro pfijemnou vini a lidé je dfive vkladali do pradla, aby na nékolik
mésict pradlo provonély. Jeji plody svym tvarem pfipominaji jablka i hrusky. Zpracovavaji
se také do riznych marmeldd a dZzemi, ale i s timto zplsobem zpracovani se skoro
nesetkame.

Péstovani kdouloni je ovSem ohroZeno bakteridlni spalou rostlin z ¢eledi razovitych,
zpusobené patogenem Erwinia amylovorou. Jde o velmi zavazné onemocnéni fadicich se
do karanténnich chorob, které zplsobuje velkd poskozeni stromi, jak mladych letorostd,
tak kvéth, starSich vétvi, kmend, kofentl a velmi rychle hynou i celé stromy. Hlavnim cilem
vSech agrotechnickych opatfeni je Sifeni tohoto onemocnéni zpomalit a zabranit zamoteni
novych lokalit.

Ve své bakalafské praci se nezabyvam tim, jak toto onemocnéni zpomalit ¢i mu
zabranit, ale jak jej pfimo vylécit. Léceni rostlinného materidlu pomoci antibiotik dnes jesté
neni povoleno, ov§em pokud se jednd o vysadbu genofondového materidlu, jakoz je tomu
pravé u téchto stroml kdouloni, které¢ byly sazeny pro uchovani genetickych zdroji a
ktémto UcCelim také nadale slouzi a to nejenom pro védecké ucely, ale také pro
pedagogické, Slechtitelské a Skolkatské Cinnosti, miize byt 1é¢ba antibiotik povazovana za

védeckou ¢innost, nebot’ byla pouZita v in vitro kulture.



2. CIL PRACE

Cilem této prace je provést resersi na téma spala rizovitych ovocnych dievin s ohledem
na citlivost vic¢i antibiotikiim a popsat problematiku péstovani kdouloni. Zaroven se
seznamit s problematikou explantatovych kultur, problematikou moznosti ozdravéni rostlin
Vin vitro kultufe a s problematikou aplikace antibiotik. Budou odebrany zimni a letni
vegetativni pupeny ve dvou terminech. Vyzkousi se rizné druhy povrchové sterilizace a
nasledné budou otestovany riizné koncentrace vybranych antibiotik a antimykotik Vv in vitro
kultufe. Po t¢ budou ziskané kultury podrobeny testu na pfitomnost Erwinia amylovora a
vysledky pak budou shrnuty, zda je mozno touto metodou kultury jadrovin napadenych

spalou rizovitych ozdravovat.
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3. LITERARNI PRELED

3.1 Zarazeni kdouloné

U nas mén¢ znamy péstovany druh kdouloni obecna (Cydonia oblonga Mill.) se fadi do
rodu kdoulon (Cydonia Mill.) (TETERA a kol., 2006). Podle Richtera (2004) je druhové
jméno kdoulon¢ podlouhla (Cydonia oblonga Mill.) a patii do ¢eledi rtizovité (Rosaceae).
Ve starsi literatufe se znaci jako Cydonia vulgaris Pers. a také jako Pirus cydonia L. Tetera
(2006) piedstavuje jeji dvé kulturni plemena, a to Cydonia oblonga subsp. pyriformis
(Medic.) Thell. — hruskovita forma a Cydonia oblonga subsp. maliformis (Miller) Thell. —

jablkova forma.

3.2 Historie kdouloné

Kdoulonn pochazi z Ptedoasijského genového centra (Mala Asie, Zakavkazi, Iran,
vyso€iny Turkménie) (TETERA a kol., 2006). Jedna se o ovocny druh znamy jiz 4000 let a
dle Richtera (2004) je jeho kolébkou Recko. Jeji botanicky nazev Cydonia se nejspis
vztahuje k méstu na Krété, které se nazyva Kydon, kde na plantaZich byly kdouloné
péstovany jiz v obdobi pfed Kristem (JANTRA, 1996). Nicmén¢ pivodni mytologicky
nazev je odvozen od objevitele mésta Kydonase, syna boha Hermese nebo Apollona (teorie
se riizni) (NECAS, 2010). Jeji rozsiteni do Evropy v§ak neni znamo. Piedpoklada se, Ze ji
Z Predni Asie do oblasti Stfedozemni a severni Afriky donesli Fénicané, kteti byli zdatni
obchodnici a moteplavci. V Antice, vedle tamni péstované révy vinné, jablon¢ a hrusné,
patfila k nejstar§Sim ovocnym druhiim (TETERA a kol., 2006). To dokazuje i Homérova
Odyssea (8. - 9. stol. pf. n. 1.) a Hippokrates ji ve starovéku pouzival (460 — 377 pf. n. 1.)
k riiznym lékaiskym uéelim. Recky filosof Theofrastos (371 — 286 pi. n. 1.) rozeznaval
kdoulof péstovanou a planou (NECAS, 2010).
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3.3 Charakteristika kdouloné

Kdouloni obecna je opadavy 2 — 7 m vysoky a asi stejn¢ tak Siroky ket se stromkovym
vzrustem (NECAS, 2010). Bollinger a spol. (1998) uvadi, Ze se jedna o strom nebo kef
vysoky asi 1 — 8 metri a ma strnule odstavajici vétve (BOLLINGER a spol., 1998). U
koruny je piirozenym znakem jeji nepravidelnost a rozlozitelnost (NECAS, 2010). Mladé
vétve jsou husté plstnaté¢ chloupkaté se zlutozelenym zabarvenim, Casem se zbarvuji
hnédozelené s obsahem malych, temnych lenticel v kiife (BOLLINGER a spol., 1998). Jeji
letorosty jsou ve srovnani s hrusni tenké, s ptisedlymi Supinatymi pupeny. Listy jsou
stfidavé a tmavé zelené a dosahuji délky az 10 cm a Sitky 7,5 cm. Tvar maji podlouhle
vejcovity az Siroce elipticky s okrouhle srdcovitou bazi a jsou celokrajné. Palisty na listech
se nejcasteji vyskytuji na jejich bazich a jsou dlouhé piiblizné 1 cm a Siroké 0,5 cm. Co se
ty¢e kvéth, tak ty jsou nejcastéji jednotlivé. Vonny kvét kdouloné je hmyzosnubny,
oboupohlavny, samosprasny i cizosprasny a je tvofen péti bilymi nebo nartizovélymi
korunnimi listky s tmavou zilnatinou. Obvykla doba kveteni je od kvétna do cervna
(NECAS, 2010). Jablkovitého nebo hruskovitého tvaru je jeji malvice, ktera je zluté
zbarvena obcas s vyraznym Zebrovanim a plstnatou slupkou, kterd po otéru ziistane leskla,
n¢kdy mastna s pronikavou viini (RICHTER, 2004). Kvéty pak stfidaji nadherné vonici
zluté plody, které dozravaji jen na chranénych a teplych mistech (VERMEULEN, 1998).
Po opyleni se vytvofi plody, které maji tuhou, aromatickou natrpklou duzninu bohatou na
slizy (zejména pektin). Pokud z jakychkoliv pfi¢in dojde k zamezeni nebo znemoZnéni
opyleni ma kdoulon mimotadné vyraznou schopnost tvofit partenokarpické plody obdobné

jako je tomu u hrusné (NECAS, 2010).
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3.4 Péstovani kdouloni
3.4.1 Historie péstovani

Prvni pisemné zminky o péstovani kdouloni na naSem uzemi pochazeji od mistra
Bartolomé&je Klareta (1320 — 1378) ve slovniku Glossarium maior (1355 — 1374). Stejné
jako naprosta vétSina ovocnych druhii se kdouloné¢ na nasem tzemi péstovaly zpocatku
zejména v klasternich zahradach. Na jizni Moravé, a to zejména na Znojemsku, se

kdouloné zacaly nejvice péstovat v 19. stoleti (NECAS, 2010).

3.4.2 Naroky na prostredi

Odrtdy, které jsou péstované u nés, jsou narocné na tepla a zaroven vlhka stanovisté
(CERVENKA a kol., 1964). Pozdngjsi doba kveteni nastupujici az po odkvétu ostatnich
ovocnych dfevin, prakticky vylucuje nebezpeci poskozeni pozdnimi jarnimi mraziky, proto
I V ne piili§ ptiznivych polohach miizeme pocitat se slusnou trodou. Ovsem oblast pro jeji
isp&8né péstovani vymezuje hranice s primémou roéni teplotou 9°C a vice. V CR jde
V podstaté¢ o oblast, kterd je vhodna pro péstovani teplomilnych peckovin, kam se fadi
broskvoné¢ a meruiiky. Na rozdil od nich jsou vSak kdoulon¢ vice odolngj$i vii¢i mrazu, a to
az do -30°C. Pokud ke zmrznuti nadzemnich casti pfece jen dojde, kdouloné¢ maji
schopnost podobn¢ jako hrusné rychle regenerovat. V oblastech s chladngjsim klimatem jeji
plody Spatné vyzravaji, nemaji tak vyrazné aroma a stromy méné plodi. Na takovychto
chladnych lokalitich, nebo 1 ve wvySSich polohach, je zapotiebi zvolit ptiznivejsi

mikropodminky, jako jsou naptiklad jizni strany, svahy a podobné (NECAS, 2010).

Pokud se jedna o pidu, kdouloné¢ ani nejsou naro¢né na kvalitu pudy a agrotechniku
(JANTRA, 1996). Vyzaduji pidu s dostateénym obsahem Zivin a neméla by byt pfili§ tézka
(HRICOVSKY a kol., 2003). Vyhovuji ji piidy zahfevnéjsi, bohaté na humus a na vyzivné
latky. Zaroveni by mély byt dostateéné provzdusnéné s pH 6 — 7 (NECAS, 2010). Vysoky
obsah vapniku v pudé je naopak nevhodny a mohou se projevit zloutenky (chlordzy), které

jsou zplsobené tim, Ze je vapnikem zablokovan pfisun Zeleza, které je nezbytné pro fadny
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pribéh fotosyntézy (HRICOVSKY a kol., 2003). Negas (2010) uvadi, Ze jiz 4% rostlinou
piijatelného vapniku v padé jsou kritické a dostavuje se jiz vySe zminéna chloréza. Co
vyslovené stromy kdouloni nesnéseji je vysokd hladina podzemni (stagnujici) vody
(HRICOVSKY a kol., 2003). Na téchto pudach, které jsou premokiené, dochazi ke
zpomaleni nastupu do plodnosti a také ke sniZeni intenzity rastu a vynosu. Jeji naroky na
vlahu v ptid¢ nejsou nijak vysoké, vystaci si se srazkami okolo 500 mm. OvSem pfilis
zasolené pudy v suchych oblastech také nesndsi moc dobie a trpi kaméncitosti. Jeji
tolerance vuci sodiku v ptidnim sorpénim komplexu je 15 — 20% a tolerance chléoru je

0,05% (NECAS, 2010).

3.4.3 MnozZeni

Mnozeni kdouloni se provadi vysevem na podzim nebo vysevem stratifikovaného osiva
na jafe, ovsem podobné jako hrusiové podnoze se kdoulon¢ mohou mnozit oddélky nebo
metodou in-vitro. Mnozeni dievitych nebo bylinnych tizki ma ale také uspéch. O¢kovanim
nebo roubovanim na podnozovou kdoulonl se mnozi odridy, které jsou vhodné pro konzum,
pfipadné mize jako podnoz poslouzit hloh, coz se provadi stejnym zptisobem jako u hrusné
(NECAS, 2010). Ptirozeny rist kdouloni je jako kefe, proto pro dosaZeni ristu jako
stromek, se musi §tépovat a zap&stovat do jeho tvaru (JANTRA, 1996). V CR se vyuzivaji
vegetativné mnozené kdoulofiové podnoze u kdouloni, které se péstuji jako volné rostouci
zékrsky. Jako podnoZ v minulosti slouzil bily a ¢erveny hloh, pozdé¢ji jetdb, ovSem kvili
silné nachylnosti na onemocnéni bakteridlni spalou se prestali pouzivat (JANTRA, 1996).
Aby méla kdoulon stromovy rist, pouZivaji se dnes podnoZe kdoulonl typu A (MA, kdoulon
"Angerska’) (HRICOVSKY a kol., 2003). Ne¢as (2010) udava, Ze podnoze b&zngé
pouzivané jsou kdoulon ‘MA" a také '‘BA - 29°. Hri¢ovsky a kol. (2003) uvadi, ze pokud
jsou kdoulong Cerstvé vysazeny, nejsou jesté pevné v pude ukotvené a to vzhledem k jejich
mélké kotfenové soustave, a proto potiebuji oporu, kterd je nutna po nékolik let jejich rlstu,
pak ji Ize odstranit. Podnoz MA ma stfedné bujny vzrlst, a proto potiebuje na zacatku
svého rtstu oporu (JANTRA, 1996). Hodi se pro nizké tvary a odridy, které se na ni §tépi,

dfive plodi (VILKUS a kol., 2000).
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Spon zavisi na mechanizaci a zplsobu, jakym bude proveden fez a proto miize byt
rizny. OvSem nejéastéji se uvadi spon 3,5-5,5 x 2,5-4,5 m nebo 5-6 x 4-5 m. Vyhovujici je

nastylani organickou hmotou, jelikoz chrani pied poskozenim mrazy (NECAS, 2010).

Po vysadbé by mélo byt jako zékladni prvni oSetfeni vychovny fez, ktery je diilezity pro
zapéstovani koruny a vétvi. Pozdéji v dobé, kdy strom plné plodi, se provadi uz pouze
prosvétlovaci priklest v intervalu 4-8 let a to tim zpusobem, ze se odstranuji nemocné a
poskozené vétve (NECAS, 2010). Jednou za pét let se provadi fez zmlazovaci, ktery

probudi rostlinu k intenzivn&jsimu rastu letorostd (HRICOVSKY a kol., 2003).

Jednotlivé odridy se sklizi dle jejich dozravani, nejdiive ale od zacatku fijna. Pro
stanoveni optimalni skliziiové zralosti plodi kdouloni se jako pomicka pouziva zména

barvy stopky plodd, ktera Zloutne a v blizkosti s vétvi intenzivng zesili (NECAS, 2010).

3.4.4 Vyuziti plodu kdouloni

Plody kdouloni se nazyvaji kdoule a v syrovém stavu jsou nepozivatelné (vyjimkou jsou
odrtidy Cydora a Tekec) (NECAS, 2010). Velmi aromatickou, ale tvrdou a suchou duzninu
mivaji kdoule, které jsou svym tvarem podobné jablkim. Kdoule, které svym tvarem
pfipominaji hrusky, jsou pon€kud méekéi a je mozné je zpracovavat, ovSem chutové
nedosahuji takové kvality, jako plody tvaru jablka (HRICOVSKY a kol., 2003). Po
tepelném zpracovani jsou plody kdouloné vhodné na vyrobu kompotii, marmelad ve formé
rosolli, ovSem nehodi se pro ptimy konzum (RICHTER, 2004). Jantra (1996) uvadi, Ze se
jeji plody daji lze zpracovat také v Zelé nebo likérech pro jejich jedinecné aroma, které
muzeme obdivovat 1 pfi jejich kuchyiiském zpracovani. Kréji se na lupinky a sussi pfi
teploté do 50 °C. Lze z nich vyrobit také kdoulovou pastu, kdoulovy syr, ¢aj, kdoulové
vino, palenku i most. Dfive se z nich vyrabélo trvanlivé cukrové pecivo a nakrajené kousky
kdouli byly pfidavany do riznych zavatfenin. Lze je takto vlozit do skiini, kde jsou ulozené
textilie, jelikoz je piijemné provoni (NECAS, 2010). Jejich uplatnéni se nachazi i ve

farmaceutickém prumyslu (NERUDA, 2009).
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Obr. 2 Plod kdouloné (http://www.uspza.cz)

3.5 Nejcastéjsi choroby a Skiidci kdouloni

Vzhledem k tomu, Ze kdoulon se fadi k jadrovému ovoci, jsou jeji choroby podobné,

jako je tomu u tohoto ovoce z ¢eledi ruZovitych.

3.5.1 Hlavni Skuadci

=  Mera skvrnita (Cacopsylla pyri)
= QObalec jable¢ny (Cydia pomonella)
= MsSice jabloniova (Aphis pomi)
= Bejlomorka hrusnova (Dasyneura pyri)
= VInovnik hrusnovy (Epitrimerus pyri)
(NECAS, 2010)
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3.5.2 Hlavni choroby

= Strupovitost hrusné (Venturia pirina)

* Moniliova hniloba jadrovin (Monilinia fructigena)

= Evropska rez hrusnova (Gymnosporangium fuscum)

= Chiadnuti hrusné (Pear decline)

=  Virova kaménkovitost hrusek (Lithiasis)

= Bakterialni spala rizovitych (Erwinia amylovora)
(NECAS, 2010)

3.6 Bakterialni spala riZovitych
3.6.1 Charakteristika a priznaky

Jedna se o karanténni onemocnéni, které je zpusobené bakterii Erwinia amylovora.
Svym napadenim ohrozuje produkci jabloni, hrusni a kdouloni (PAPERSTEIN, PATZAK,
2007). Pokud jsou napadeny kvéty a plody, znaéné redukuje vynos téchto ovocnych stromi

(NECAS, 2010).

V kvétnich poupatech a kvétech obecné infekce zacina (PAPENSTEIN, PATZAK,
2007). Kvéty jsou proto organem nejnachylnéjsim k této infekci. K jejich napadeni dochazi
pfes brachyblasty a kvétni stopky ¢i bliznou a nektariemi. Ptiznaky napadeni kvétd je
vodnanost, hnédnuti a nasledné zasychani. V takovém ptipad¢ uz nedochazi k tvorbé plodi.
Pladky, které jsou infikované maji svétle hnédou az ¢ernou barvu, scvrkavaji se, usychaji a

zustavaji viset na stromé (NECAS, 2010).

Infekce se postupné rozsifuje do dalSich ¢asti stromu. U vétvi dochazi k jejich vadnuti a
dernani a konce vétvi se asto krouti. Vétve se pak zdaji jako spalené (PAPERSTEIN,
PATZAK, 2007). Dochazi k nekrotizaci pletiv kiiry vétvi, vyhonl a kmene, kde patogen
pfeziva a prezimuje. V predjaii se ve formé bélavého slizu §ifi do okolniho pletiva a na

povrchu organii, které jsou napadeny, se objevuje V kapkach, které jsou pak deStém,
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vétrem, hmyzem (zejména vcelami) a ptaky rozSifovany na dalS$i kvéty a letorosty

(NECAS, 2010).

Obr. 3 Priznaky spaly ruzovitych (http://cs.wikipedia.org/)

K infekci listd pak dochazi pies tapik z letorostu nebo piimo ptes pruduchy, trichomy a
hydatody, ovSem casto k infekci dochédzi k mechanickym poSkozenim cepele listl ¢i fapiki.

Napadené listy a letorosty se pak zbarvuji do hnéda az ¢erna (NECAS, 2010).

Nejvhodnéj$im prostfedim pro epidemii touto bakterii jsou Casté desté a nédsledné teplé
pocasi v dob¢ kveteni a prodluzovaciho ristu. Minimalni teplota pro Sifeni tohoto patogena

je obvykle 18,5 °C (NECAS, 2010).

3.5.2 Ochrana

Provadi se opatfeni, jejichz hlavnim cilem je zpomalit Sifeni patogena a oddalit
prevence, ktera spociva v zabranéni kontaktu patogena s hostitelskym stromem a
V péstovani odrid, které maji vyssi stupen rezistence. Pokud se onemocnéni projevi a jedna
se o stromy umisténé v sadech, spoc¢iva ochrana v pouZiti chemické ochrany, kdy se
vétSinou aplikuje oxychlorid méd’naty (Kuprikol 50) na pocatku a konci kvétu a na pocatku
rtstu plodi. Stejné se oSetiuji 1 stromy ve Skolkach urcené k expedici akorat v dob¢ pied

odlisténim (NECAS, 2010).
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3.7 Antibiotika

Jedna se o velkou skupinu latek s antimikrobnim uc¢inkem. Piisobi na zivotni pochody
mikroorganismi, jejiz ¢innost tlumi nebo uplné zastavuji. Diive patiily mezi antibiotika
pouze produkty zivych mikroorganismti, pozdéji se mnoho antibiotik sestrojilo
polysyntetickou nebo jen syntetickou cestou a dnes uz antibiotika fadime jako podskupinu
do vétsi tfidy chemoterapeutik, coz jsou latky, které plsobi na zivotni projevy

mikroorganismu ¢i na metabolismus nadorovych bun¢k (HEJZLAR, 1980).

3.7.1 Historie antibiotik

Historie antibiotik za¢ina v jejich prvnimu objeveni, které je pfifazovanu jednomu
velmi vyznamnému muZi Alexandru Flemingovi. V roce 1928 objevil penicilin, ¢imz
odstartoval éru vyvoje antibiotik a jiz v tomto roce ho také po této latce produkujici plisni

Penicillium notatum (Westling) pojmenoval (HEJZLAR, 1980).

V roce 1940 byl proveden pokus skupinou vynikajicich pracovnikil, ktery jmenovité
provadéli patofyziolog Howard Florey, biochemik E. B. Chain a Angli¢an Heatley. Slo 0
pokus se znacné CiSténym penicilinem na umeéle infikovanych mysSkéach, diky némuz

dosahli vybornych vysledkil a v roce 1943 zacala jeho tovarni vyroba (HEJZLAR, 1980).

Ovsem objev latek antibioticky pusobicich je mnohem star$iho data. Uz v roce 1871 si
Lister vSiml, Ze vedle bakterii se v mo€i vyskytuji 1 plisné, které n&jakym zplisobem
nepiiznivé ovliviuji rust bakterii. Po té Pasteur s Joubertem vroce 1877 pozorovali
antagonismus nékterych bakterii pfi pokusech na zvitatech. V roce 1890 byla podéna prvni
Zprava o aktinomycetach vytvarejicich produkty, které jsou schopné nicit bakterie. Toto
spravu podal Gasperini. V roce 1899 byl jiz léCen bércovy vied pomoci extraktu kultury
Pseudomonas substanci ¢eskymi lékafi Honlem a Bukovskym. Roku 1925 Pringsheim
prokazal, Ze v kultufe Bacillus mycoides je antibakterialné pisobici latka. P&t let po
Flemingovi (1934) popsal Weindling produkt n¢kterych hub — gliotoxin, ktery ma taktéz
antibakterialni ucinky (HEJZLAR, 1980)
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Poprvé vsak byl pojem antibiotikum zaveden v roce 1942 a navrhl jej S. A. Waksman
(HEJZLAR, 1980).

Zajem se brzy prenesl na hledani mikrobidlnich metabolitl, které ptisobi proti virovym
chorobam a nadorovému bujeni z piivodniho zamétfeni na antibakterialni latky. Mnoho
latek vykazuje zna¢nou toxicitu, takze protivirova a zvlasté protinadorova antibiotika, na

které bychom se mohli spolehnout, dosud nemame (HEJZLAR, 1980).

Vyzkum je v této oblasti ovSem stale velmi intenzivni. Nejprve byla antibiotika znama
pfedevSim v 1é¢bé lidskych onemocnéni, pak se rozSifila i do veterindrni praxe a
potravinaiského primyslu. Jsou uplatiiovana i pfi ochrané dalSich biologickych produktu,
jejich vyuzivani se uplatiiuje také i k ochrané rostlin, konzervaci virt i tkdnovych kultur a
dokonce i v pramyslu, kde se aplikuji k ochran¢ materialu proti bakterialni korozi. Maji
vyznam i v feSeni nékterych obecné biologickych problému a neustale se studuji po jejich
teoretické strance, naptiklad v mikrobidlni genetice a své prameny zde ma i molekularni
biologie. Nové poznatky pfinesly antibiotika i do odvétvi chemie, jelikoZz vSechna
vyznamna antibiotika v podstaté predstavuji nové chemické struktury, coz potvrzuje fakt,
ze pred rokem 1950 byly znamy jen tfi polyacetyleny, které¢ se piirozené¢ vyskytovaly,
zatimco studium polyenovych antibiotik jejich pocet podstatné zvysil. Dnes se antibiotika

vyrabéji ve velkych mnozstvich v primyslové vyrobé (HEJZLAR, 1980).

3.7.2 Zakladni vlastnosti antibiotik

Antibiotika zatfazujeme do skupiny chemoterapeutik a fadi se do nich pouze ty latky,
které Skodliveé pusobi na parazita a zaroven nekonaji zddné Skody hostitelskému organismu,
v emz je zakladni rozdil mezi antibiotiky a desinfekénimi prostfedky. Desinfekéni
prostiedky totiz sice pisobi na parazita, ale neptsobi pfili§ pozitivné na makroorganismy,
které je Spatné snaSeji. V SirSim slova smyslu oznacujeme jako chemoterapeutika ty
chemické latky, které umi zastavit rast riznych druhli mikroorganismi pifi ¢emZ neskodi

hostiteli a vSechna chemoterapeutika jsou vyrdbéna uméle, synteticky a nejsou piimo
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produktem metabolismu nékterych mikroorganismti jako je tomu u antibiotik, které

V podstaté¢ tvoii jejich vyjimku (HEJZLAR, 1980).

VétSina antibiotik pasobi pii zasahu do metabolismu pii nizkych koncentracich
bakteriostaticky, jelikoz mikroorganismus, ktery je timto zdsahem postizen, se dokaze, pfi
preneseni na vhodnou zivnou pudu, ddle rozmnoZzovat a rast. Jedna se o d¢j vratny. Naopak
antibiotika ptisobici ve vétSich koncentracich plisobi na organismus baktericidné. Dochazi
k poskozeni mikrobialni bufiky postizenim Zivotné¢ dulezitych funkci a k thynu. Jedna se
proto o d¢j nevratny. Mnozstvi antibiotika tedy rozhoduje o kvalité jeho u¢inku, a proto se

antibiotika déli do dvou velkych skupin.

1. Antibiotika primarné baktericidni postihujici stavbu bundéné stény bakterii. Radi
se mezi n¢ peniciliny, cefalosporiny, vankomycin, bacitracin, polymyxiny. Dale
sem patii skupina antibiotik komplexné zasahujicich do metabolismu bakterii —
aminoglykosidii (streptomycin, neomycin, kanamycin, gentamicin, sisomicin,

tobramycin)

2. Antibiotika primarné bakteriostatickd zasahujici do proteosyntézy na urovni
ribosomalnich podjednotek: tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol, linkomycin,

novobiocin, spektinomycin (HEJZLAR, 1980).
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3.7.3 Tridéni antibiotik

Antibiotika mizeme roztfidit dle rtiznych kritérii, svou logiku si zachovava tfidéni

antibiotik dle spektra ucinku do téchto velkych skupin:

1.

Antibakterialni antibiotika

Antifungalni antibiotika

Antiparazitarni antibiotika

Antibiotika proti rickettsiim a mykoplazmatim
Antivirova antibiotika

Antineoplazmaticka (protinadorova) antibiotika

(HEJZLAR, 1980)

vvvvvv

chemickd ptfibuznost antibiotik. Antibiotika se tedy dle téchto kritériich dale rozdé€lu;ji

na:

a. Peniciliny

b. Cefalosporiny

c. Aminoglykosidy

d. Peptidova antibiotika

e. Chloramfenikol

f. Tetracykliny

g. Makrolidové antibiotika

h. Polyenova antibiotika
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i. Antibiotika riizné chemické struktury a spektra
(HEJZLAR, 1980)

3.7.4 Mechanizmus uéinku antibiotik

Plsobeni antibiotika na mikrobni buiiku se d€je na molekularni Grovni. Cinitelé, kteti

rozhoduji o tc¢inku antibiotika jsou nésledujici:

e  Molekulova integrita antibiotika, bud’ jeji celé, nebo alespon jeji nezbytné funkcni

casti
e Volnost ve funkci determinantni skupiny molekuly antibiotika

e  Moznost vazby determinantni skupiny antibiotika na volné receptorové misto

bakteridlni buiiky
(HEJZLAR, 1980)

Kazdé¢ antibiotikum vykazuje specificky ti¢inek. Na rtiznych Grovnich zasahuje do

metabolismu bakteridlni buiikky. Podle mista zasahu do mikrobidlniho metabolismu se

vvvvvv

1.  Antibiotika, kterd naruSuji syntézu bunécné stény bakterii
2. Antibiotika, ktera poskozuji funkci plazmatické membrany
3. Antibiotika, ktera narusuji bakteridlni proteinosyntézu

4.  Antibiotika, ktera plisobi na urovni RNA a DNA

(HEJZLAR, 1980)

23



3.7.5 Toxicita a vedlejsi u¢inky antibiotik
Nejcastéjsi vedlejsi ucinky antibiotik mizeme roztidit do nékolika skupin:
- Toxické projevy — antibiotika mohou zplisobovat poskozeni urcitych tkani
makroorganismu
- Alergické projevy — vzhledem Kk jejich nejriiznéjsi stupnici intenzity
- Projevy hypovitaminézy a nedostatku enzymovych systému — ptiznaky se objevuji
predevsim v pribéhu aplikace antibiotik se Sirokym spektrem uéinku

- Projevy ovlivnéné syntézou proteina
- Superinfekce a rezistence — jedna se o dost zavazné nebezpeci

(HEJZLAR, 1980)

3.8 Explantatové kultury rostlin

Znamenaji sterilni kultivaci izolovanych ¢asti rostlin v umélych podminkach. V praxi se
jednad o oddéleni steriln€¢ napéstované né&jaké Casti rostliny a jeji umisténi do sterilniho

prostiedi a kultivace za uréitych podminek (KOVAC, 1998).

Vyuziva se pii tomto procesu moznost vegetativniho mnoZeni rostliny, které touto
diferenciaci rostlinu nijak nedegeneruji a rostlina ma schopnost opétného déleni. Buiiky,
kter¢ maji diferenciovana pletiva se totiz nelis$i ve své genetické vybavé od bunék
meristematickych. Proces déleni se zaklada na tzv. diferenciani genové aktivite, kdy se
bunka specializuje na zéklad¢ aktivace ¢i inaktivace jednotlivych genil, které pftislusi
ur€itému  rostlinnému druhu. 'V mnohych pfipadech lze vyvolat diferenciaci a
neorganizovany rist zménou podminek, kde se urcitd butika pravé nachazi. Dalo by se fici,
ze vhodné pro odvozeni explantatové kultury je teoreticky jakékoliv pletivo, které obsahuje

buiiky s funkénim jadrem (KOVAC, 1992).

Ve své podstate se jedna o proces izolace bunék, pletiv a organti buné€k a jejich kultivaci
v podminkach, kde je fizené prostiedi a sterilni podminky, do kterych se zahrnuje teplota,
vlhkost, kvalita a kvantita svétla. Veskeré casti rostlin tedy mohou slouZzit k zalozeni
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kultivace in vitro a za ur¢itych podminek mohou byt dopéstovany v nové rostliny. Cyklus
rostlina — explantat — kultura in vitro — organogeneze nebo embryogeneze — intaktni rostlina
je uskuteCnitelny a zcela mozny. Vyuziti explantitovych kultur mzeme shledat ve
védeckém studiu, ale i pfi praktickém ucelu v klonovém mnozeni a Slechténi rostlin

(SMITH, 2013).

3.9 Test patogenity

Testy se provadi na kulturach, které jsou nachylné k ptvodci spaly rizovitych.
Prostiedi, ur¢ené k provadéni testl, musi byt naprosto sterilni. K péstovani rostlinek se
pouzivaji sterilni skleni¢ky se specielnim kultivaénim médiem. Pouzivaji se skleni¢ky o
vyice 7,0 cm a praméru 5,5 cm s uzaviratelnym umélohmotnym vickem (KOKOSKOVA a
kol., 2009).

Na pasdzovani je vhodné pouzit jak vrcholové casti rostlin, tak i jednonodalni
segmenty. Nevétvené rostliny se nastfihaji na malé casti, pfitom kazdd z nich ma
minimaln¢ jeden list s jednim axidlnim pupenem. Jakmile se vlozi ¢asti rostlinky dovnitt,
skleni¢ka se uzavie vickem a ovaze parafinem (KOKOSKOVA a kol., 2009).

Sklenicky s testovanymi kulturami jsou kultivovany v termostatu pfi teploté 25-26°C a pfi
svételném rezimu 16/8 (den/noc). Kultivace trva ctyfi tydny, kdy rostlinky maji
pozadovanou délku (nejmensi rostlinka mize mit maximalné 4 cm). VéEtsi rostlinky se
zkracuji na pozadovanou velikost, aby se hodnotily pouze stejné casti rostlinek

(KOKOSKOVA akol., 2009).

Pro testy se pouziva metoda odstfiZzeni vzrostlého vrcholu a naneseni inokula pipetou do
odstfizené¢ho mista. Inokulace se provadi u rostlinek v délce 5 cm. Nejprve se odstfihne 1
cm vzrostlého vrcholu, odstfizené ¢asti je nutné odstranit ze sklenicky. Néasledné se nanese
pomoci pipety kapicka inokula na misto stfihu a sklenicka se uzavie. Musi se davat pozor,
aby inokulum neskaplo na médium (KOKOSKOVA a kol., 2009).

Maximalni koncentrace bakteridlni suspenze (ca 108 cfu/ml), kterd se rovnd namétené

optické hustoté (OD) ~ 0,1 pii 620 nm, se méfi na spektrofotometru, zbylé koncentrace se
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piipravi desetinnym fedénim. Kazdému testovanému izolatu v odpovidajici koncentraci
piipada 6 skleniCek, z toho 2 jsou pouzity jako kontrolni (misto bakteridlni suspenze se
pipetou nanese sterilni voda). Skleni¢ky s testovanymi kulturami se kultivuji pii 26°C.
Hodnoceni se provadi od tfetiho do sedmého dne po inokulaci (KOKOSKOVA a kol.,
2009).

V pripadé, ze se testuji neznamé kmeny, pouzije se koncentrace 105 bun¢k/ml, pii
oveéfovani virulence testovanych kmenti, se pouzije koncentrace 106  bunék/ml
(KOKOSKOVA a kol., 2009).

Pomoci Sestibodové stupnice se provadi hodnoceni testii patogenity. Pii zjiSténi
priznakii napadeni se provadi hodnoceni podle poctu bakteridlnich kapek na stonku a
typického zbarveni na listu a dale podle velikosti nekrotické plochy na povrchu listu. Prvni
priznaky napadeni se vétSinou objevi jiz 3. den po inokulaci. Hodnoceni probiha 5

nasledujicich dnti, vzdy ve stejny ¢as (KOKOSKOVA a kol., 2009).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Lokalita

V roce 2014 byly provadény pokusy na letorostech kdouloni, které byly odebirany
v sadé zemédélského druzstva v Zabéicich. Je zde vysadba kdouloni. Ta byla zaloZena
v roce 2000. Material pro vysadbu byl ziskan z ustavu ovocnictvi v Lednici z fady instituci
1 malopéstiteld a pozdé&ji byla vysadba dopliiovdna o dalsi odridy a genotypy z domécich 1
zahrani¢nich zdroji. Vysadba kdouloni je zalozena pasovym zplisobem volné rostoucich
zakrskd se sponem 0,4 x 2,5m. Udrzovani mezifadi se provadi ¢ernym uhorem. Béhem
kazdého roku vegetaéniho obdobi jsou hodnoceny fenologické, ristové, morfologické a
skliziiové udaje. Ochrana je zde zaméfena pouze na piedjarni oSetfeni. Ve vysadbé se
nachdazeji tyto odridy:
e  Asenica, Bereckého, Blanar, BO-3, Brna, Buchlovice 1, Doubravnicka, Hemus,
Hruskovita, Champion, Ironda, Izobilnaja, Jurdk, Juranska, Kocurova, Leskovacka,
Mir, Morava, Muskatova, Otli¢nica, pinter, Selena, Suranska, Triumph, Uspéch,
Vranja, Portugalska, Ukrajinské
(NERUDA a kol., 2009)

4.2 Sledované odrudy a jejich charakteristika

K pokustim k vzhledem ke kvalité letorosti a kvalité pupenti byly vybrany tyto odrtidy:

Buchlovice 1, Hemus 2, BO 3, Otli¢nica, Leskovacka, Juranska, Jurak, Triumph, Suranska,

Ironda, Vranja, Uspéch, Bereckého, Mir, Doubravnick4, Isobilnaja

Jedna se celkem o 16 odrud.
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4.2.1 Specifikace nékterych odrud

Bereckého

Jedna se o odrtidu znamou jiz od roku 1898 pochazejici z Mad’arska a svoje jméno si
zaslouzila pravé po vyznamném mad’arském pomologovi prof. Bereczkim (NECAS, 2010).
Plody jsou tézké a dosahuji az 500 g. Maji hruskovity tvar, jsou krasn¢ zluté zbarvené.
Mtize se objevit slabé ryhovani a také jsou lehce ochmyiené (BOCEK, 1957). Jejich
duZnina je zlutava a na nékterych mistech masové zbarvena. Ma velmi pevnou a suchou
strukturu (NECAS, 2010). Tyto plody jsou velmi aromatické a maji sladkou chut
(JANTRA, 1996). Necas (2010) udava, ze duznina plodt obsahuje 13,5 % cukru pii obsahu
0,4 % kyselin. Ovoce je vhodné ke konzervaci a pozdé se sklizi (KAMENICKY,
KOHOUT, 1957). K dozravani plodi totiz dochazi v druhé poloviné fijna a pfi dobrém
skladovani vydrzi az do ledna (NECAS, 2010). Dle Jantry (1996) mtzeme v teplych a
chranénych oblastech pocitat se sklizni pravidelnou a vysokou. Ma vzpiimeny a bujny rust
a vytvaii velké kefe (CERVENKA a kol., 1964). Péstovani této kdoulon& se doporucuje jen
v teplych polohdch (KAMENICKY, KOHOUT, 1957). Ne¢as (2010) dodava, Ze ji svédéi
provzduS$nénd piada. Bocek (1957) ji doporucuje péstovat ve vét§im méfitku a jednd se o
odriadu velmi rozsifenou na jiznim Slovensku. Odrida je velmi vitalni a v Mad’arsku ji

povazuji za jednu z nejlepsich (NECAS, 2010).

Leskovacka

Jeji ptivod lze prifazovat Srbsku, zemi byvalé Jugoslavie a jeji popis 1ze najit z roku
1898 (NECAS, 2010). M4 zluté plody, které jsou zelené pruhované (BOCEK, 1957). Na
rozdil od jinych jsou tyto plody jablkovit¢ého tvaru (JANTRA, 1996). Dosahuji
mimotadnych velikosti (KAMENICKY, KOHOUT, 1957). Ve své domoving, tzn. na
piivodnim stanovisti dosahuji vdhy 1 — 1,5 kg (BOCEK, 1957). Plody maji velmi
aromatickou a Stavnatou duzninu jasné zluté barvy, které dozravaji v pribchu fijna a jsou
vhodné k vyrob& hlavné dzemt a marmelad (NECAS, 2010). Boéek (1957) naopak tvrdi, Ze
duZnina je barvy bélavé a slouzi jako vybornd surovina ke riznorodému zpracovani. Pokud

se plody uvaii, nakysle chutnaji a maji kofenitou viini (JANTRA, 1996). Tento strom ¢i ket
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je bujného vzristu, korunu ma rozloZitou s mensimi drobnymi listy (KAMENICKY,
KOHOUT, 1957). Tyto listy jsou temné leskle zelené. Kei hojné rodi (BOCEK, 1957).
Necas (2010) pro zménu udava, ze strom je stfedniho ristu a také sttedni plodnosti. Je

cenéna pro jeji odolnost vii¢i mrazu a lze ji proto péstovat i v okrajovych polohéch.

Vranja

Popsana byla také v roce 1898 a jeji ptivod je fazen jiznimu Srbsku. Tvar plodu je
kuzelovity az hruskovity a jejich véha &ini 160 — 370 g (NECAS, 2010). Kdoule maji
sladkokyselou chut’ a lehké kdoulové aroma. U této odridy miizeme ocekdvat velmi vysoké
a pravidelné vynosy a to i na zahrddce (JANTRA, 1996). Kefe jsou vzpiimeného a
vzristného rustu. Pomémé brzy vykvéta a jeji plody dozravaji v poloviné fijna. Ma
samosprainé kvéty (NECAS, 2010). Dle Jantry (1996) neni samosprasnost, podle

poslednich Svycarskych vyzkumd, plné potvrzena.

Hemus

Tato odrtida pochazi z Bulharska. Plody maji hruskovity tvar s primérnou hmotnosti

ey ee

v zafi, jelikoZ kvete rané az stfedné rangd. Strom roste bujné a mi vzpiimeny rist (NECAS,
2010).

Nepopsané hruskovité odriady jsou:

Brna, Hruskovita, Isobilnaja, Triumph,

Nepopsané jablkovité odrudy jsou:

Ironda, Selena, Morava, Doubravnicka
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4.3 Vyzkum
4.3.1 Odbér

Odbéry vegetativnich ¢asti jednotlivych odrid kdouloni byly provedeny ve dvou
terminech. 'V Gnoru pro zimni pupeny a v srpnu pro letni pupeny. Vétve kdouloni
s pupeny byly odebrany p¥imo v sadu §kolniho druZstva v Zabgicich a nasledné zpracovany
Vv laboratofi a to tak, ze vétvicky byly nastfihany na segmenty se tfemi az ¢tyfmi nody, které

byly nasledné uchovany v lednic¢ce pro dalsi pouziti.

4.3.2 Povrchova terilizace

Byla provadéna vzdy pfed samotnym ozdravovacim procesem antibiotiky. Ugelem této

sterilizace bylo odstranit veskeré necistoty, které jsou na vétvickach obsazeny.

Samotna sterilizace byla tedy provedena tak, ze do reagen¢ni lahve (NTS lahve) byl
vlozen nékolik pocet segmenttl, aby pocet pupenti na téchto segmentech dosahoval cisla
deset. Lahev byla poté uzaviena gazou proti vyplaveni a segmenty pak byly proplachovany
po dobu péti minut pod teplou tekouci vodou a zaroven byl na gazu nalit saponat. Dalsi ¢ast
této sterilizace uz probihala ve sterilnim prostfedi flow boxu a byl vyzkouSen ve tfech

zpusobech:
1. 0,2% roztok HgCl>

Segmenty byly proplachnuty 70% etanolem a nasledné byl tento roztok chloridu
médnatého vlévan do lahve az do jejich Uplného ponoteni. Roztok byl zde ponechan osm
minut a nasledn¢ slit a obsah lahve se segmenty byl pak jesté tfikrat proplachnut sterilni

destilovanou vodou.
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2. 0,1% roztok HgCl>

Do lahve se segmenty byl vlévan stejny roztok jako v predchozim zpiisobu, 1isi se
pouze jeho koncentraci, ktera je tentokrat niz$i a doba ponechani segmentt v tomto roztoku
se zvysila na deset minut. Nasledovalo opét proplachnuti sterilni destilovanou vodou tiikrat

opakované.
3. 0,2% roztok HgCl> + 20% roztok Sava

Po stejné operaci jako u predchozich zplsobl, kdy byly segmenty prolity roztokem
chloridu rtutnatého se segmenty ponotily do 20%ho roztoku Sava, kde se nechaly po dobu

dvaceti minut a teprve pak nasledovalo opakované pieliti sterilni destilovanou vodou.

Sterilizovany musely byt také veSkeré nastroje, které jsem k laboratornim pokustim
potfebovala. Mezi né€ nalezela pinzeta a skalpel. Ty se nejdiive zabalily do alobalu a po té
nechaly v horkovzdusném sterilizatoru po dobu 2-4 hodin. Pak jesté probihala sterilizace
behem celého pokusu, kdy se jednotlivé pouzité pomicky sterilizovaly nad plamenem

plynového kahanu nebo v elektrické picce.

Flowbox, ve kterém vzdy probihaly veskeré pokusy musel byt taktéz sterilizovan, aby
se vytvofilo dokonalé sterilni prostiedi. Ten se vzdy nastavil tak, aby jim urcitou dobu
proudil vzduch a doslo k vyfoukani spor z filtru. Pfed zapocetim kazdého pokusu musel byt

cely jeho vnitiek vytfen 70% etylénem.

4.3.3 Preparace
Preparace pupenl probihala vzdy bud’ po povrchové sterilizaci segmentli, nebo pfi

pfepasazovani jednotlivych explantati na jiné médium. Postup preparace byl nasledujici.
Pupeny byly pomoci sterilnich nastrojii (pinzety a skalpelu) odfiznuty od sterilni vétvicky.
Probéhlo odstranéni vnéjSich oballi pupene tj. jeho Supin a to tak, aby ziistaly jen samotné
zelené¢ pupeny. Ty byly ihned po preparaci preneseny na uréené druhy médii do

laboratornich nadob a dale kultivovany.

Nédoby slouzici k témto uceliim byly:
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e Nadoby typu Magenta (Sigma-Aldrich), dale jen magenta
e Multiwel plate desticky 24 dilné
e Centrifuga¢ni zkumavky

e Plastové Petriho misky (6 cm)

4.3.4 Kultivace

Béhem kultivace dochazelo k pravidelnym kontroldm jednotlivych explantath. Pti
zjisténi jakékoliv kontaminace musely byt explantaty nalezité¢ zneskodnény. V piipadé, ze
pupeny byly zdravé, provadélo se piepasazovani explantati, které probihalo vétSinou po 2

aZ 3 dnech.

4.3.4 Média

Zakladni slozku médii tvofi mikroprvky, makroprvky, fada vitaminl, zelezo,
rosolotvorné latky (agar, Phytagel, Gerlite), dale sachardza a rastové regulatory (BAP —
benzylaminopurin, NAA — kyselina naftyloctova).

Pti pokusech byla do médii pfidavana antimykotickd smés (roztok smési Antibiotik—
antimykotik — Sigma Aldrich) a jako rosolotvorna latka byl zvolen agar. Dulezité je také

pH media, které by melo dosahovat hodnot 5,5 - 5,8.

Pro kultivaci byly pouzivany 3 druhy médii — WPM, MS a MP médium.
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1. MP médium

Tab. 1 Mikroelementy

Média a jejich sloZeni

Prvky mg/I M
CuS0O4:5H20 0,25 1,00
FeNaEDTA 36,70 100,00
Hs3BOs 6,20 100,27
MnSO4-H20 22,30 131,94
Na2Mo00O4-2H20 0,25 1,03
ZnS0O4-TH20 8,60 29,91
Tab. 2 Makroelementy
Prvky mg/l mM
CaCl: 72,50 0,65
Ca(NOs)2:4H20 471,26 2,35
KH2PO4 170,00 1,25
K2SO4 990,00 5,68
MgSOq4 180,54 1,50
NHaNO3 440 5,00
Tab. 3 Vitaminy
Prvky mg/I M
glycin 2,00 26,64
myo-inozitol 100,00 554,94
kyselina nikotinova 0,50 4,06
pyridoxin HCI 0,50 2,43
thiamin HCI 1,00 2,96
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Navic jeste obsahuje:
e | g/l aktivniho uhli
e 20 gsacharozy
e §8gagaru
e 0,6 uM meta — topolinu

e 0,1 uM IAA (kyselina indolyloctova)

2. McCOWN WOODY PLANT MEDIUM (WPM)

Tab. 4 Mikroelementy

Prvky mg/l pM

CuS0O4:5H20 0,25 1,00
FeNaEDTA 36,70 100,00
HsBOs 6,20 100,27
MnSO4-H20 22,30 131,94

NazMo0O4-2H20 0,25 1,03
ZnS04-TH20 8,60 29,91

Tab. 5 Makroelementy

Prvky mg/I mM
CaCl: 72,50 0,65
Ca(NO3)2:4H20 471,26 2,35
KH2PO4 170,00 1,25
K2SOq4 990,00 5,68
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MgSO4 180,54 1,50
NH4NOs3 440 5,00

Tab. 6 Vitaminy

Prvky mg/I M
glycin 2,00 26,64
myo-inozitol 100,00 554,94
kyselina nikotinova 0,50 4,06
pyridoxin HCI 0,50 2,43
thiamin HCI 1,00 2,96

Déle jesté obsahuje:
e Roztok BAP — benzylaminopurin
e Roztok NAA — kyselina naftyloctova
e Antimykotickou smés

e Sacharézu

3. MURASHIGE & SKOOG MEDIUM (MS — médium M1)

Tab. 7 Mikroelementy

Prvky mg/l M

CoCl2:6H20 0,025 0,11

CuS0O4-5H20 0,025 0,10
FeNaEDTA 36,70 100,00
HsBOs 6,20 100,27

KI 0,83 5,00
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MnSO4-H20 16,90 100,00
NazMoOa4-2H20 0,25 1,03
ZnSO4-TH20 8,60 29,91
Tab. 8 Makroelementy
Prvky mg/l mM
CaCl: 332,02 2,99
KH2PO4 170,00 1,25
KNOs 1900,00 18,79
MgSO4 180,54 1,50
NHaNO3 1650,00 20,61
Tab. 9 Vitaminy
Prvky mg/l M
glycin 2,00 26,64
myo-inozitol 100,00 554,94
kyselina nikotinova 0,50 4,06
pyridoxin HCI 0,50 2,43
thiamin HCI 0,10 0,30

Navic je zde jesté:
e Aktivni uhli

e Sachardza a agar
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Piiprava médii

Vsechna vyse uvedena média byla zhotovena na objem 1 1. Zakladem média je sucha
smés mikroelementl, mikroelementi a vitamina (2,5 g) (Duchefa), ktera ve svém slozeni
obsahuje vySe zminéné elementy a pfi ptiprave se rozpousti v destilované vodé¢ a pridavaji
se do ni jesté dalsi ptidavné latky a latky ztuzujici.

1. MP médium

2,5 g suché smési MP média bylo ptidavano do 900 ml sterilni destilované vody, dile 1
g aktivniho uhli, 8 g agaru, 20 g sacharozy, 0,6 umol roztoku meta — topolinu, 0,1 pmol
roztoku IAA a nasledné¢ provedeno zméfeni pH pomoci pH metru. Po zméieni pH se do
roztoku pridavala smés antibiotic — antimykotik a roztok IAA, ktery se pfidava pouze
filtraci za studena. Po vpraveni vSech dulezitych ¢asti byla celkovd smés dolita sterilni
destilovanou vodou na objem 1 1. Po sterilizaci se toto médium jiz nevklada do autoklavu,

jelikoz obsazené IAA se v autoklavu degraduje.
2. WMP médium

Jednd se o tekuté médium, do kterého nebyla pfidana Z4dna ztuZzujici slozka. Sucha
smes (2,46 g) WMP média byla rozmichana v 900 ml sterilni destilované vody a byl pfidan
1 mg BAP (benzylaminopurin) a 0,1 mg NAA (kyselina naftyloctova). Nasledné bylo
zméteno pH celé smési, které by se mélo pohybovat v rozmezi 5,5 — 5,8. Po tomto méteni
byla pfidana jesté sachar6za (20 g) a pak byl cely roztok vloZen do autoklavu Tuttnauer na
90 minut, z ¢ehoz 15 minut uvedené doby trvala samotna sterilizace pfi teploté 121 °C a
tlaku 125 kPa. Po uplynuti 90ti minut byl cely roztok pfenesen do sterilniho flowboxu, kde
byly jiZ nachystané sterilni nadoby, do kterych mél byt roztok nalit.Do roztoku se jesté
pfidivi antimykotickd smés a to jiZ vySe zminénou filtraci za studena. K této filtraci se
pouziva stiikacka, ktera je vybavena jednorazovym sterilnim filtrem (Whatmanpuradiscs) s
pory o pruméru 0,25 pm (Jde o tak malou velikost, aby byl zamezen prinik plisni, bakterii
a kvasinek). Nakonec je cely roztok doplnén na 1 1 destilovanou vodou a fadn¢ zamichan a
nasledné byla smés nalita do jednotlivych pfipravenych sterilnich nadob, které byly peclivé
uzavieny a pfipraveny k pouZiti.
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3. MS médium M1 s agarem

Do jednoho litru vysterilizované destilované vody bylo ptfidano 2,2 g suché smési MS
média a 1 g aktivniho uhli. Roztok byl po té zméten pH metrem, jehoz hodnota pH se musi
pohybovat ve stejnych odnotach jako u predchozich médii 5,5 — 5,8. Nasledovalo ptidani
15ti gramt sacharozy a roztok byl rozdélen na dvé poloviny do kadinek. Do kazdé poloviny
byly pfidany 4 g agaru, coz je pii piepoctu 8g agaru na 11 media. Nasledn¢ byla kazda smés
rozvafena v mikrovIné troub¢ a po té oba roztoky zase smichany dohromady. Vznikla smés
byla po 50ti mililitrech nalita do pfipravenych laboratornich nadobek, které se pak vlozily

do autoklavu k jejich vysterilizovani pfi stejné teploté a tlaku jako u pfedchoziho media.
4. MS médium M1 bez agaru

Pribéh piipravy tohoto média je stejny jako je tomu u MS média M1 s agarem jen s tim
rozdilem, ze neobsahuje agar, tudiZz se do ni zddny agar neptidavd a nemusi se proto vafit

vV mikrovIné troubég a délit na dvé poloviny.

4.3.6 Pouzita antibiotika

Problémy s kontaminaci v explantatové kultufe mélo mnoho vyzkumnych stredisek, a
proto se mnoho pracovnikli rozhodlo zaclenit do kultivatniho média fungicidy a
baktericidy. Antibiotika tedy byla zkoumana, jejich pivod, ¢innost a odolnost
explantatovych kultur vii¢i nim. Bé€zné pouzivana antibiotika jsou Timentin, Karbenicilin,

Cefotaxim a Augmentin a Streptomycin (SMITH, 2013)

Antibiotika jsou rozpustna ve vodé, méla by byt pouzivana Cerstva a do média by méla byt

ptidavana po autoklavovani (Smith, 2013).
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V bakalaiské praci jsem z nich k pouziti vybrala tyto:
CEFOTAXIM SODNY

Patfi do skupiny cefalosporinti, které svou strukturou i antibakteridlnim ucinkem se
podobaji Sirokospektrym penicilindm (HEJZLAR, 1980). Inhibuji syntézu bakterialni
bunééné stény. Jeho ucinnost je vysoka vici gram-negativnim bakteriim (HOFMANWEG -
Duchefa). Uginkuje vétsinou baktericidné a to i na gram-pozitivni bakterie s vyjimkou

pseudomonas a indolpozitivnich proteovych kmend. Ma nizkou toxicitu (HEJZLAR, 1980).

STREPTOMYCIN SULFAT

Patii do skupiny Aminoglykosidi. Pfevlada u néj pfitomnost bazickych oligosacharida.
Patti do skupiny antibiotik, které¢ obsahuji cyklohexanovy kruh (HEJZLAR, 1980). Jeho
ucinek je baktericidni proti mnoha gram-negativnim bakteriim (HOFMANWEG -
Duchefa). VSechna antibiotika tfadici se do této skupiny obsahuji v molekule specialni
aminocukry (napf. streptobiosamin v molekule streptomycinu). Pro jejich antibakterialni
ucinek jsou rozhodujici v prvni fadé hydroxylové skupiny, zatimco jejich aminoskupiny
jsou dilezité pro vazbu antibiotika na bakteridlni ribosomy. Streptomycin je relativné
znacné toxicky. Mechanismus u€inku spo¢ivd v zadsahu do proteosyntézy na urovni 30S

ribosomalnich podjednotek.

AUGMENTIN

Toto antibiotikum se fadi do skupiny Penicilind, které jsou produktem plisni Penicilium
notatum a Penicilium chrysogenum. Zaklad molekuly tvofi 6-aminopenicilanova kyselina.
Pro antibakterialni uc¢inek je rozhodujici neporusend laktamové vazba jadra molekuly a pak
funk&né volna karboxylové skupina. Uginek antibiotika spo¢iva v zasahu do bunééné stény

bakterii. Ma pfevazné baktericidni u€¢inek.
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4.3.5 Test patogenity

Jako médium pro test patogenity byl zvolen masopeptonovy agar (MPA) v mnozstvi 1 1,
na ktery bylo pouzito 12 g Nutrient agaru — 2, 2 ¢ glukézy a 10 g agaru. Po t¢ muselo byt
upraveno pH na 7,0 — 7,2 a probé&hla sterilizace v autoklavu Tuttnauer po dobu 15 minut pfi
125°C. Takto nachystané¢ médium bylo nasledné rozlito do sterilnich Petriho misek a
médium se nechalo vychladnout. Po té bylo pfipraveno k pouziti a byly na né&j naneseny
explantaty, které ptezily z provadénych pokust. Dale probihala jejich kultivace po dobu
14ti dnd. Po této dobé& byly explantity umisténé v Petriho miskach pfedany pracovisti

Fytopatologie rostlin, aby bylo provedeno zhodnoceni, zda je Erwinia amylovou pfitomna.

5. VYSLEDKY A DISKUZE
Zaklad pouzitych odrtd tvotily vzdy tyto odridy:
1. Buchlovice 1
2. Hemus 2
3. BO-3
4. Otli¢nica
5. Leskovacka
6. Juranska
Zaklad pouzivanych antibiotik tvofi tyto antibiotika o koncentaci:
1. Augumentin — 0,05g/100 ml
2. Cefotaxim — 0,05g/100 ml
3. Streptomycin — 0,059/100 ml

Pokust bylo celkem zaloZeno 7.
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Postup jednotlivych pokusii:

1. Nastiihani letorostl na segmenty se tfemi az ¢tyfmi nody

2. Sterilizace nastiihanych segmenti

3. (Preparace pupenti) — nebyla u vSech pokust ve stejném potadi

4. Napichani nebo vloZeni segmentti nebo pupenti do zivného média

5. Navazeni a namichani antibiotik

6. Pfidani antibiotik k explantatim

7. Uchovani explantatii v kultivacni mistnosti

5.1 Pokus ¢. 1

Tab. 10 Vyhodnoceni pokusu ¢. 1

Odriada  Segment Sterilizace  Antibioti- Koncen - Médium Vysledek
5 kum trace
pocet antibioti-
ka (g/ml)
Buchlovice | Vétvicka 0,2% Augmentin 0,05 MS kontamin
1 s pupeny HgCl, médium ace
M1 agar
3 ks
Cefotaxim 0,05 MS kontamin
médium ace
M1 agar
Streptomycin 0,05 MS kontamin
médium ace
M1 agar
Hemus 2 | Vétvicka 0,2% Augmentin 0,05 MS kontamin
s pupeny HgCl, médium ace
M1 agar
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BO-3

Otli¢nica

Leskovacka

3 ks

Vétvicka 0,2%
S pupeny HgCl>
3ks

Streptomycin

Cefotaxim

Augmentin

Streptomycin

Cefotaxim
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M1 agar

Juranskd | Vétvicka 0,2% Augmentin 0,05 MS Hnédé
médium

spupeny  HgCl>
M1 agar

3 ks
Cefotaxim 0,05 MS Hnédé
médium
M1 agar

Streptomycin 0,05 MS Hnédé
médium
M1 agar

Pokus byl vyhodnocen po tydnu Kkultivace explantatd. Jednotlivé segmenty se
kultivovaly po tfech kusech v dobfe uzavienych magentach. Po této dobé byla vétSina
pupent kontaminovana nebo zhnédla, coz je dikaz uhynuti segmentu. Ty segmenty, které

po této dobé jevily znamky zivota po dalsi kratké dob¢ kultivace uhynuly.
Tento negativni vysledek mize mit nékolik pficin:
1. Priciny kontaminace
> Veétvicky s pupeny byly v zivném médiu s antibiotiky p¥ili§ dlouhou dobu
» Nebyl spravné dodrzen postup sterility

» Byl velmi silny projev endogennich chorob, které se nachazely ptimo v pupenech,
jelikoz povrch pupent byl sterilizovan
2. Pticiny zhn&dnuti

» Byla zvolena pfili$ vysoka koncentrace antibiotik

> Spatna doba odbéru letorostii, byly vystaveny piili§ dlouhou dobu piisobeni vlivi
z vnéjSiho prostiedi a tim doSlo zfejmé k napadeni 1 jinymi patogeny, ¢imz byly
letorosty oslabeny a nebyly proto zcela Zivotaschopné
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5.2 Pokus

¢.2

Tab. 11 Vyhodnoceni pokusu ¢. 2

Odrida

Buchlovice
1

Hemus 2

BO -3

Otli¢nica

Leskovacka

Segment Sterilizace  Antibioti- Koncent Médium Vysledek
5 kum race
pocet antibioti-
ka(g/ml)

Cefotaxim

0,05

Pupeny 0,2% 0,05
10 ks HgCl2
+20%rozt

ok Sava

Augmentin

Streptomycin 0,05

Kontami
nace

Cefotaxim 0,05

0,2% Augmentin 0,05
10 ks HgCl
+20%
roztok  streptomycin 0,05 Hné&dé
Sava
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Cefotaxim 0,05 Kontami

nace

Kultivace pupent v tomto pokusu byla provadéna na multiwelplate desti¢kach s 24mi
jamkami a trvala opét 7 dnti. Vysledek byl opét negativni. Ve vSech jamkach byly projevy
kontaminace nebo zhnédnuti az z&ernani, tudiz nepiezil ani jeden pupen. Pupeny, u kterych
nebyla shledana zadna kontaminace, mohly byt antibiotikem pozitivné ovlivnény, ale

nebyly dostate¢né zivotaschopné.

Obr. 5 Detailni snimek vysledku kultivace na miltiwelplate destickach (autor)
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5.3 Pokus ¢. 3

Vzhledem k vysledktim z ptedchozich pokust ¢. 1 a €. 2 byly zvolené trosku odlisné
parametry pro kultivaci a také jiné laboratorni pomutcky. Po oddéleni pupenti od vétvicek
byly tyto pupeny vlozeny do centrifugacnich zkumavek, zality 5 ml urcitého antibiotika a
ponechany kultivaci 4 dny ve tmé. Po Ctyfech dnech doSlo k jejich pfeneseni na tuhé

medium MP, kde byly nadale kultivovany po dobu sedmi dnd.

Tab. 12 Vyhodnoceni pokusu ¢. 3

Antibiotikum— Augmentin Cefotaxim Streptomycin
Odrida |
ZKUM MED ZKUM MED ZKUM MED
5ml 5ml 5mil
Buchlovice 1 Zivé Zivé Zivé  Zivé  Zivé  Kontaminace
Hemus 2 Zivé Kontaminace  Zivé  Zivé  Zivé Zivé
BO-3 Zivé Kontaminace  Zivé  Zivé  Zivé  Kontaminace
Otli¢nica Zivé Zivé Zivé  Zivé  Zivé  Kontaminace
Leskovacka Zivé Kontaminace  Zivé  Zivé  Zivé  Kontaminace
Juransk4 Kont. - Zivé  Zivé  Kont. -

ZKUM — zkumavka s tekutym médiem WPM
MED — tuhé médium MP

Z tabulky plyne, Ze pupeny po ponofené v jakémkoli antibiotiku v naprosté vétSing
prezily, vyjimku tvofi odruda Juranska, ktera zplesnivéla uz v této fazi u antibiotik
cefotaxim a augmentin, proto piedélavana na zivné médium ani nebyla. Z tabulky dale
vyplyvé, Ze antibiotikum streptomycin se jevi jako velice piisobivé, jelikoz nedoslo ke

zplesnivéni ani jedné odrudy, coz ho ¢ini stoprocentné tispésnym. U antibiotik cefotaxim a
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augmentin ke zplesnivéni pupent doslo vzdy pouze pfi pfenosu na zivné médium (vyjimku
tvofi odriida Juranskd). Na zivném médiu pak doslo ke zplesnivéni vzdy tfech odrid z péti
(vyjimaje odridu Juranskd), z ¢ehoz muizeme usuzovat, ze U¢innost pak téchto dvou

antibiotik je 60%.
Z vysledkt jednotlivych odriid vyplyva toto:

- Pupeny odrud, které zkontaminovaly pouze v jednom druhu antibiotik, mohly byt
pfi pfedélavani na médium kontaminovany nedodrzenim sterility nebo na odridu

nemelo urcité antibiotikum pozitivni ucinek

- Odrtdy, které zkontaminovaly pii procesu predélavani na médium ve vice druzich
antibiotik, nebyly nejspi§ antibiotiky viibec ovlivnény a pupeny nebyly schopné
roztok antibiotika do sebe absorbovat, nebo se jedna o odrudy pfili§ promotfené

organizmy, na které pouzita antibiotika net¢inkovala

5.4 Pokus ¢. 4

Tento pokus byl zalozen pouze u dvou odrid a vzhledem K pozitivnim vysledktim

piedchoziho pokusu antibiotika streptomycin, bylo pro tento pokus zvoleno jako jediné.

Tab. 13 Vyhodnoceni pokusu ¢. 4

Odruda koncentrace Antibiotikum Vysledek
antibiotika
(g/ml)
Jurak 0,05 Streptomycin | MS m.M1 Kontaminace
agar
WPM Kontaminace
médium
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Leskovacka

0,05

Streptomycin

MS m.M1 Kontaminace
agar
WPM Hnedé
médium

V pokusu byly pupeny zaroven zality antibiotikem do zkumavek s WPM médium a

zaroven kultivovany na MS médium M1 agaru po stejnou dobu deseti dnd. Zplesnivély obé

odridy Vv obou piipadech krom¢ odridy Leskovacka, ta v kultivaci ve zkumavce

kontaminovéna nebyla, ale zhnédla, coZz je nasledek nepieziti pupenu, jeho thyn.

5.5 Pokus ¢. 5

Tab. 14 Vyhodnoceni pokusu ¢. 5

Odruda Sterilizace Antibiotikum Médium Pocet kust
Doubravnicka 0,1% HgCl>  Streptomycin MS medium 10
M1 bez agaru +
antibiotikum
MS medium 10
M1 bez agaru
MP medium 10

Obr. 6 Zalozeni pokusu ¢. 5, jednotlivé pupeny (autor)
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Obr. 7 Detailni snimek jednotlivych pupenii pri zaloZeni (autor)

Pokus se zakladal pouze na jedné odriidé Doubravnicka, kterd byla sterilizovana
slabsim roztokem chloridu rtutnatého. Ke kultivaci byly pouzity tfi média a kultivace trvala
5 dni v polosvétle a po té byla odriida takto vyhodnocena:

- MS medium M1 bez agaru + streptomycin - 7 pupent uhynulo, 3 piezily

- MS medium M1 bez agaru — 2 pupeny kontaminovany, 6 pupenii uhynulych, 2

prezily

- MP medium — 1 pupen kontaminace, 6 pupent uhynulych, 3 prezily

Vysoky uhyn mizeme ptisuzovat malé odolnosti odriiddy nebo i jejimu stafi, jelikoz po
celou dobu byly letorosty uchovavany v ledniéce, tudiz ztraceji svou Cerstvost, odolnost a
kvalitu. Kontaminace mohla byt zpisobena nedodrzenim sterility, jelikoz ke kontaminaci
doslo pouze u tii pupent.

Celkove se odrida jevi jako méné odolnd, nebo na ni zvolené antibiotikum nemé¢lo

dostatec¢ny vliv.

5.6 Pokus €. 6

K tomuto pokusu byly vybrany odrady, které se v ptfedchozich pokusech jevily nejlépe
a odrtdy, které dosud testovany nebyly, jejich pocet je 12.
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Tab. 15 Vyhodnoceni pokusu ¢. 6

Odrada  Explan- Sterilizace  Antibioti- Koncen - Médium Vysledek
tat kum trace
5 antibioti-
pocet ka (g/ml)
Izobilnaja | Vétvicka 0,2% Kontrola MP Kontami-
s pupeny HgCl, médium nace
6 ks Cefotaxim 0,05 MP Kontami-
médium nace
Streptomycin 0,05 MP Hnédé
médium
Mir Vétvicka 0,2% Kontrola MP Kontami-
s pupeny HgCl, médium nace
6 ks Cefotaxim 0,05 MP Polozivé
médium
Streptomycin 0,05 MP Polozivé
médium
Vranja Vétvicka 0,2% Kontrola MP Polozivé
spupeny  HgCl, médium
6 ks Cefotaxim 0,05 MP Zivé
médium
Streptomycin 0,05 MP Kontami-
médium nace
Otli¢nica | Vétvicka 0,2% Kontrola MP Kontami-
S pupeny HgCIZ médlum nace
6 ks Cefotaxim 0,05 MP Hnédé
médium
Streptomycin 0,05 MP Hnédé
médium
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Leskovacka

Cefotaxim 0,05 MP

médium

Juranska | Vétvicka 0,2% Kontrola MP Kontami-
s pupeny HgCl, médium nace
6 ks
Streptomycin 0,05 MP Hnédé
médium
Hemus 2
Cefotaxim 0,05 MP Polozivé
médium
Suranska | Vétvicka 0,2% Kontrola MP Hnédé
spupeny  HgClz médium
6 ks
Streptomycin 0,05 MP Hnédé
médium
Ironda

Cefotaxim 0,05 Kontami-
nace
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Uspéch

Bereckého

Triumph

Vétvicka
s pupeny
6 ks

Vétvicka
S pupeny
6 ks

Vétvicka
S pupeny
6 ks

0,2%
HgCl;

0,2%
HgCl

0,2%
HgCl,

Kontrola

Cefotaxim

Streptomycin

Kontrola

Cefotaxim

Streptomycin

Kontrola

Cefotaxim

Streptomycin

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

MP
médium
MP
médium
MP
médium
MP
médium
MP
médium
MP
médium
MP
médium
MP
médium

MP
médium

nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Kontami-
nace

Vétvicky s pupeny, které byly v médiu s antibiotiky, byly pfepasazovany po tfech dnech

na tekuté médium WPM. Celkov¢ kultivace explantatl trvala 14 dni v polosvétle.

Zivé ziistaly pouze tfi odridy:

e Leskovacka — kontrola

¢ Vranja - cefotaxime

e Suranska — cefotaxime
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Nejlépe se tedy prokazalo antibiotikum cefotaxim.
Polozivych ztstalo vice odrad:

e Mir — cefotaxim, streptomycin

e Vranja— kontrola

e Leskovacka — streptomycin

e Hemus 2 — cefotaxim

cey

Ovsem V tomto ptipad€ je mal4 pravdépodobnost, ze vétvicky s pupeny pieziji, protoze

se na nich jevily znamky hnédnuti a tvorby hnédého kalusu.

Ostatni odriady bud’ zhnédly nebo doslo ke kontaminaci. Pfiiny kontaminace a

zhnédnuti pupenti mohou mit stejné diivody, jako je tomu v pokusu €. 1.

5.7 Pokus ¢. 7

K tomuto pokusu byly pouzity jiz odridy zletniho odbéru novych letorosti.

Koncentrace antibiotik je stejna jako u piedchozich pokusu.

Tab. 16 Vyhodnoceni pokusu ¢. 7

Odrida  Explantat Sterilizace Médium OSetieni Vysledek

pocet
Buchlovice | Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
1 S pupeny HgCl> médium : :
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Hemus 2 Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
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S pupeny HgCl: médium Cefotaxim  Kontaminace
10 Streptomycin  Kontaminace
BO -3 Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
S pupeny HgCl> médium : :
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Otli¢nica Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
S pupeny HgCl; médium i i
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Leskovac¢ka | Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
S pupen HgCl> médium
Sty $ Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Juranska | Vétvicky 0,2% WPM Kontrola Kontaminace
S pupeny HgCl> médium ) )
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Triumph Vétvicky 0,2% WPM Kontrola ~ Kontaminace
S pupeny HgCl médium : :
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace
Suranska | Vétvicky 0,2% WPM Kontrola ~ Kontaminace
S pupeny HgCl> médium ) )
Cefotaxim  Kontaminace
10
Streptomycin  Kontaminace

Ke kultivaci byly pouzity vétvicky se tiemi az ¢tyimi nody. Kultivovany byly ve tmé,
aby nedoslo k degradaci antibiotik. Po jednom dni byly explantaty kontrolovany a naznaky
kontaminace ani hnédnuti nebyly Zadné. Po tydnu jiz byla jasné€ viditelnd kontaminace

skoro u vSech odriid a u vSech oSetfenich. Divodem kontaminace vSech explantatli mohl
54



byt pozd¢ provedeny odbér letorostll, jelikoz ten se provadél v srpnu, kdy pupeny uz byly
infikovany mnoha patogeny a letorosty s pupeny na infekci mély dostatecné dlouhou dobu.
Pokud by byly pupeny odebrany diive, naptiklad v ¢ervnu, nemuselo by k takovému
vysledku dojit, ale to je pouze odhad situace. Je také jasné, ze ani sterilizace neméla na

explantaty Zadny vliv, nebo byl projev endogennich patogenti ptili§ silny.

Obr. 8 Zkumavky pri zalozeni letniho pokusu (autor)

Obr. 9 Detailni snimek explantatu ve zkumavce s Zivnym médiem (autor)
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Vyhodnoceni vysledkii neni v kapitole prodiskutovano. Je to proto, Ze je$té nikdo se
nezabyval problematikou testovani antibiotik na meristtmovych kulturach u kdouloné.

Vysledky proto nebylo mozné s nikym porovnat.
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6. ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo ozdravit nemocné letorosty méné¢ znamého druhu
ovocného kefe kdouloné obecné (CydoniaoblongaMill.), ktera trpi spalou razovitych
zpusobenou patogenem Erwiniaamylovorapomoci riznych druhti antibiotik v in vitro
kultufe a seznamit se s problematikou tohoto ovocného druhu, jeho péstovani a

problematikou ozdravovani pomoci antibiotik.

Prace byla proto rozdélena na dvé ¢asti. Prvni¢ast se zabyva charakteristikou kdouloné
obecné (CydoniaoblongaMill.), jeji historii, zplisobem péstovani a mnoZeni, naroky na
prostfedi, vyuzitim plodd a zminka je také o nej€astéjSich skiidcich a chorobéch, kde je vice
priblizena bakterialni spala razovitych, kterd je hlavnim divodem celého vyzkumu. Dalsi
kapitola se zabyva vlastnostmi antibiotik, jejich u¢inku a toxicité. V nasledné metodice byl
provadén test patogenity, ktery byl v této prvni ¢asti obec né popsan spolu s vlastnostmi

explantatovych kultur.

Druhd cast je vénovana jednotlivym odridam kdoulong, které byly k pokusim
nezbytné, jejich zpracovanim, piipravé ke kultivaci a oSetfeni antibiotikem. Jsou zde
zahrnuty také pokusy, které na jednotlivych letorostech probihaly. Vysledky pokust se
nejevily jednoznacn€, pouze v pokusu €. 3 mélo stoprocentni UspéSnost antibiotikum
Streptomycin, kdy nedoslo k jediné kontaminaci vybranych pupent. U ostatnich antibiotik
se jejich uspesnost velice stiidd, coz mize byt také zplisobeno riznou citlivosti vybranych

odrid, jejich vitalitou a mnozstvim napadeni jinymi endogennimi patogeny.

I testované pupeny jednotlivych odriid se jevily velice variabilng. Nejlépe ze vSech
odrad se ovSem jevila odrida Leskovacka, jejiz explantaty dokézaly ptezit ve vicero
pokusech.  Naprostd vétSina byla zriznych pfi¢in kontaminovana. Takto silnou
kontaminaci lze pfisoudit mnoha pfi¢inam a dlivodiim, ovSem jako prvotni pfic¢inu lze brat
V potaz uz samotné doby odbéru letorostli, které probihaly v pfili§ pozdnim obdobi a byly

tedy vystaveny dlouhou dobu plsobeni mnoha wvnéj$im cinitelim a endogennim
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rvo e

stavu.

Na konci prace byl proveden test patogenity, ktery vyskyt testovaného patogena
neprokazal, z ¢ehoz plyne, ze 1é¢ba tohoto patogena mohla byt ucinnd, ovSem jeho pieziti
znemoznoval vyskyt jinych zavaznych onemocnéni, kterymi explantaty trpély, ¢i jejich
celkova Spatna vitalita. V experimentech by se mélo dale pokracovat, pfedevsim otestovat

uc¢innou koncentraci Streptomycinu na ¢ervnovych odbérech letorost.
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