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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MS — médium Murashige Skoog (1962)

LS — médium Linsmaier Skoog (1965)

WPM - médium Lloyd a McCown (1980)
IBA—indolyl-3-méselna kyslelina

IAA —indolyl-3-octova kyselina

2,4-D — dichlorfenoxyoctova kyselina

BAP - benzylaminopurin

BA - benzyladenin

GA;—kysleina giberelinova

KIN — kinetin, fufrurylminopurin

2-iP — izopentenyladenin

4-CPA -kyselina chlorfenoxyoctova

2,4,5-T kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
dicamba - kyselina 3,6-dichlor-2-metoxybenzoova
picloram - kyselina 4-amino3,5,6-trochlorpikolinova

CCC - chlorcholinchlorid



1. UVOD

Cesnek kuchyiisky je zafazen mezi zeleninu, ale je spiSe uzivan jako kofeni
a lécivo. Netvofi semena a mnozi se pouze vegetativné, a proto je napadan fadou
virtsnizujicich produkci. Pro ozdraveni kultur ¢esneku je nutné najit vhodnou metodu
kultivace a multiplikace in vitro.

Mnozeni rostlin metodou multiplikace in vitro je stale vice vyuzivano nejen
ve vyzkumu, ale 1 v komerénim mnozeni rostlin. Vyhodou multiplikace je to,
ze miizeme z velmi malé ¢4sti rostlinného pletiva kultivovat celou rostlinu. To je dano
totipotenci buniky- exprese celé genetické informace nutné k ristu a vyvoji bunky.

Metoda multiplikace in vitro je cestou vegetativniho mnozeni, kdy dopéstované
rostliny maji celou genetickou informaci mateiské rostliny se stejnym fenotypovym
1 genotypovym projevem. Touto metodou se daji mnoZit rostliny, které se generativni
cestou mnozi Spatn€¢ nebo nemnozi vibec — napi. Cesnek kuchynsky. Péstovani
v fizenych podminkidch navic umoznuje celorocni produkci, byva rychlejsi nez
konven¢ni mnozeni a Setfi misto. Nevyhodou je cena potiebného vybaveni laboratote
a chemikalii, nutnost proSkoleného persondlu a nedostatek informaci o mnoZzeni
nekterych druht rostlin.

Vyhodou mnozeni rostlinin vitro je ozdravovani od patogent, zejména od vira.
Zvlaste u rostlin mnozicich se pouze vegetativni cestou byva velké procento
napadenych rostlin, coz sniZzuje produkci. Prvni pokusy s ozdravovanim cesneku
provedl Ing. Pavel Havranek CSc. vletech 1971-1987. Téchto pokust vSak bylo
zanechano kvili rychlé reinfekci ozdraveného materialu v polnich podminkéch.

In vitro kultury maji velky vyznam pro Slechténi a vyzkum rostlin, umoziuji
dopéstovani celych haploidnich jedinch z pohlavnich buné¢k ¢i vzniklych fizi
protoplastii. Dale lze indukovat mutace ¢i ziskavat geneticky modifikované rostliny.
Bunééné kultury v bioreaktorech na tekutych médiich mohou byt cennym zdrojem

sekundérnich metabolitl pro farmaceuticky primysl.



2. CIL PRACE

Cilem prace je charakterizovat rod Allium suzSim zaméienim na Cesnek
kuchynisky,shromézdit dostupné informace o jeho kultivaci a multiplikaci v podminkach
in vitro. DalSim cilem prace je studium slozeni kultiva¢nich médii vhodnych pro in vitro

kultivaci ¢esneku a vybér nejvhodnéjsich zivnych ptd pro jeho multiplikaci.
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3. LITERARNI PREHLED
3.1. Botanicka charakteristika rodu AlliumMill.

AlliumMill.(Cesnek) je rod jednod€loznych rostlin, pattici do tiidy Amaryllidaceae
(Amarylkovité) (PETRIKOVA A KOL., 2012). Podle taxonomického systému AGP 11
(Angiosperm Phylogeny Group) je Celed Amaryllidaceae fazena do fadu Asparagales
(Chfestotvare).

Jedna se zpravidla o vytrvalé byliny, vzacné dvouleté, scibuli rizné
velikostislozené obvykle z 6-11 strouzkt, které slouzi k vegetativnimu rozmnoZzovani.
Rostliny maji kvétenstvi i pacibulky. Ne&které druhy schopnost generativniho
rozmnozovani ztratily a vytvaii pouze pacibulky. Listy, zpravidla nahlucené na bézi,
jsou ploché, duté, trubkovité, polooblé az smacknuté, ptisedlé nebo vzacné tapikaté
(Allium ursinum) (KUBAT, 2010). Cepele listi jsou celokrajné, Garkovité az kopinaté.
Zilnatina je soub&na. Rostliny z rodu Alliumjsou jednodomé s oboupohlavnimi kvéty.
Kvétenstvim je lichookolik. Pod kvétenstvim byvaji dva listeny (vzacné jeden), ve tvaru
toulce. N¢kdy byvaji listeny navzijem srostlé. V kvétenstvi nékdy byvaji pritomné
pacibulky, které slouzi k vegetativnimu rozmnoZovani. V nékterych piipadech
kvétenstvi zcela chybi a jsou pfitomny pouze pacibulky. Tvorba pacibulek ma rtizné
pfiCiny, vétSinou genetického charakteru nebo mohou byt vyvolany vir6zami. Tycinek
je 6 ve dvou preslenech, zpravidla 343, jsou na bazi srostlé, Casto 1 vzajemné&. TyCinky
vnéjSitho a vnitiniho kruhu mohou byt odlisné. Synkarpni gyneceum je srostlé
ze 3 plodolistt. Semenik je svrchni.Plodem je suchd, pukava tobolka, otevirajici
se segmenty, ve kterych je vétSinou 6 semen. Semena jsou hranatd, Cernd, s reliefem.
Rostliny vynikaji obsahem latek se sirnymi vazbami, které tvofi zaklad
charakteristickych silic (MACISEFEROGULLARI.,2005).Toto je nejvice vyvinuto

u druhit Allium sativum, Allium cepa a Allium ursinum.
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3.2. Druhy rodu Allium

Na svété je znamo 660 druhti rodu Allium rozsitenych po Evropé€, Asii, Severni
Americe, méné Casto po Africe, Stiedni a Jizni Americe. Vzhled jednotlivych druha
je velice rozdilny, vzrast muze byt od 10 do 150cm. Jednim z nejvétSich zastupca
je Cesnek obrovsky (Allium giganteum). Dale se jednotlivé druhy vyrazné lisi barvou
kvétd, kterd mize byt zluta, modra &i rizova (KONVICKA, 1998).

V Ceské republice je rozsiteno piiblizné 17 druhti desneku — &esnek medvédi
(Allium ursinum), Cesnek tuhy (Allium strictum), Cesnek Sedy horsky (Allium
senescens), ¢esnek hranaty (Allium angulosum), ¢esnek kulovity (Allium rotundum),
por zahradni (Allium porruum), pazitka pobiezni (Allium shoenoprasum), cibule zimni
(Allium fistulosum), cibule kuchynska (Allium cepa), Cesnek zluty (Allium flavum),
cesnek vini€ity (Allium vineale), Cesnek kulatohlavy (A4llium sphaerocephalon), ¢esnek
podivny (Allium paradoxum), Cesnek ofeSec (Allium scorodoprasum), Cesnek
kuchynsky (Allium sativum), Cesnek kylnaty (Allium carinatum) a Cesnek pravy (Allium
oleraceum).

Nékteré¢ druhy rodu Allium jsou vyuzivany jako okrasné rostliny v zahradni
architektute kvili své barvé nebo velikosti, ¢i k fezu. Patii mezi né napiiklad Allium
flavum, Allium christophii, Allium molly, Allium giganteum, Allium odorum. (KUBAT,
2010).
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3.3. Popis druhu Allium sativum (L.) a aspekty jeho kultivace

Cesnek kuchyiisky (Allium sativum [L.]) patii do ¢&eledi Amaryllidaceae
(Amarylkovité). Je vyuzivany jako zelenina, kofeni i 1éCiva rostlina. Jeto jedna
z nejstarSich kulturnich rostlin, stejné jako v minulosti tak i dnes je vysoce cenéna.
Uzitkovou c¢asti rostliny je cibule slozena zrizného poctu strouzkli. RozliSuji
se sortotypy: palicdky (modré zimni cesneky),Sirokolisté nepalicdky (bilé zimni
Cesneky) a uzkolisté nepali¢aky (bilé jarni ¢esneky). Pivodni rozsifeni ¢esneku neni
piesné¢ znamé, ale pochazi pravdépodobné z divoce rostouciho cesneku (Allium
longicuspis)ze Stiedni Asie. Béhem Slechténi ztratil schopnost generativniho mnozeni,
proto je mnozen vyhradné vegetativné vysadbou ze strouzkii. Pomoci vegetativniho
rozmnozovani je piendSena fada vird, které negativné ovliviluji vynos a kvalitu.

Proto je nutné najit vhodny zptlisob pro ozdraveni ¢esneku.

Botanické zaiazeni

Dle Pettikovéa kol. 2012 je ¢esnek kuchyiisky botanicky fazen nasledovné:

Rise Plantae — rostliny

Oddé¢leni Magnoliophyta — rostliny krytosemenné
Ttida Liliopsida — rostliny dvoudélozné

Rad Asparagales — chiestotvaré

Celed Amaryllidaceae — amarylkovité

Druh Allium sativum (L.) — Cesnek kuchynsky
Druh Allium sativum, ¢esnek kuchynsky
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Védecka synonyma

V soucasné dob¢ existujepro druhAllium sativum (L.) velké mnozstvi synonym.
Jako ptiklady synonym lze zminit Porrum sativum (L.) Rchb.,Porrum ophioscorodon
(Link) (Rchb.), Allium pekinense Prokh., Allium ophioscorodon (Link.). (The Plant List,
2013)

Morfologie

Hlavni organy rostliny jsou kofen, podpuci, listy, kolateralni pupeny, stonek
a kvétenstvi. Z pupenu vyristaji listy, tvofi se strouzky, odehrava se v ném regulace
vyzivy a ukladani rezerv, vyrusta z n¢j lodyha.

Kofenovy systém cesneku je svazcity, jeho rozvoj zavisi na typu ¢esneku, stadiu
rustu, dob¢ vysadby, velikosti vysazeného strouzku, odridé. U ozimych odrid se tvori
kofenovy systém slabsi. U forem s uzSim typem listu byvaji kofeny rozvinuty silnéji
a hloubgji (KONVICKA, 1998).

Cibule jsou zasobnim a rozmnoZovacim organem cCesneku. Vyviji
se z kolateralnich pupenti podpuci. Tvar a barva strouzkd je zavisld na jejich ulozeni
v cibuli. Barva byva $pinavé bild, nartiZovéld, fialova. Cibule je sloZena ze strouzki.
Skupiny strouzkd jsou od sebe oddé€leny Supinami listovych pochev. Zvlastnosti jsou
celistvé  strouzky, kter¢ vznikaji po vysadb€ nevernalizovanych strouzki
a pacibulek(Stavélikova, 2008).Cibule dortistaji do hmotnosti 0,5-30g Vegetacni vrchol
— pupen je utvar uvnitf strouzku, chranény duZnatym zasobnim listem. Ve zralych
cibulich je nové podpuci oddéleno od staré¢ho korkovou vrstvou. Tento organ je spleti
cévnich svazkl a pletiv s ndvaznosti na kotfenovy systém. Podpuci zprostiedkovava
propojeni mezi lodyhou, listy a kofeny. Pfimo na ném se tvofi listy, kolateralni pupeny
a koteny (STAVELIKOVA, 2008).

Listy ¢esneku jsou usporadany pochvami kolem stonku. Pocet zavisi na velikosti
vysazené¢ho strouzku, velikosti puku a odridé. U typu H se tvori 8-11 listd,
utypu A a U 10-15 listd (KONVICKA, 1998). Jsou &arkovité, hladké, Zlabkovité, svétle
az syté zelené. Délka je v rozmezi 20-50cm. U nepalicaku listy v dobé& zralosti poléhaji,
u pali¢aki je znakem zralosti Zloutnuti 2-3 hornich listi (KONVICKA, 1998).

Kvétonosna lodyha se vyviji zterminalniho vrcholu podpuci uvniti puku.

Je zakoncena kvétenstvim obalenym toulcem. Vyska stonku je podle kultivaru
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40 az 200 cm. Stonek je plny. Lichookoli¢naté kvétenstvi je slozity utvar kulovitého
tvaru. V ném jsou vytvareny kvétni pacibulky. Kvéty jsou stésndny mezi pacibulkami
avétSinou dojde kjejich rozvoji. Kvétni pacibulky jsou vegetativni organy,
které nevznikly pohlavni cestou. Jejich pocet v kvétenstvi dosahuje az nékolika set.
Tvorbu pacibulek lze povazovat za kompenzacni mechanizmus pii selhdni semenné
produkce (KONVICKA, 1998). Kvétni pacibulky se u jednotlivych klond vyznaluji
charakteristickym tvarem, barvou a velikosti. Kvét ¢esneku kuchynského nepachne,
narozdil naptiklad od kvétu cesneku medvédiho (Allium ursinum).

Kvét Cesneku je 4-6mm velky, ma 6 tyCinek a 6 okvétnich listkti. Tyc¢inky
¢esneku jsou asi 2mm velké. U sterilnich forem jsou prasSniky zlutozelené barvy,
u bezporuchovych kvéth se prasniky barvi fialové. Barevné ptechody mezi témito
dvéma formami ukazuji na stupen sterility. Zbarveni praSnikii je cervenofialové,
jsou turgescentni a lesklé, a v dobé zrani pukaji v disledku kohezniho mechanismu
podélnou stérbinou. Sterilni prasniky jsou Zlutozelené, svrastélé, matné, bez schopnosti
normalniho otevieni. Pyl ¢esneku ma bilou barvu. Pienesenim pylu na jiné piibuzné
druhy dochazi k mezidruhovému kiizeni. Semenik (tobolka) je dvoupouzdry
ama po dvou semenech v pouzdfe. Kveteni Cesneku je béZnym jevem, tvorba semen

je v8ak velmi vzacna a vyzaduje umélého zasahu.

Pivod

Cesnek kuchyiisky se pravdépodobné vyvinul zplaného &esneku Allium
longicuspis. Pravlasti je Dzungarsko (Severni Cina) ve Stfedni Asii, kde i dnes roste
v pfirozenych podminkéch ve vy$sich nadmotskych vyskach nad 500m. Dale se divoky
cesnek vyskytuje v Kavkazské oblasti a ve Sttedozemi. (ETOH A SIMON, 2002)

Vyskyt v Ceské republice je dolozen podle archeologickych nalezi jiz v pravéku.
Roku 1946 byl v Kyjové na Moravé nalezen archeologicky nalez nadoby s vétSim
mnozstvim ¢esneku s nati, ktery je datovan do pozdni doby kamenné (tzv. baarbelské
kultury), tj. do obdobi pted 5000 let. V této dobé se rostliny ¢esneku pravdépodobné
nepéstovaly, pouze se sbiraly. Nalezy podobnych rostlin pochdzi také z jeskyné By¢i
skala na Moravé ze starsi doby zelezné. (PETRIKOVA A KOL., 2006)

Ve starovékém Recku a Rimé byl péstovan nejen esnek kuchyiisky (Allium
sativum), ale 1 Cesnek ofeSec  (Allium scordoprasum) a Cesnek hadi (Allium

ophioscordon).
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Agrotechnika

Cesnek kuchyiisky se péstuje vyhradnd vysadbou strouzki & pacibulek,
tj. vegetativng, protoze formy péstované v CR netvofi semeno. Sazi se z vétsich
strouzkll, které se zcibule oddéluji maximalné¢ tyden pied vysadbou. Strouzky
je vhodné namoftit proti houbovym chorobdm a had’atktim, také je vhodné je pied
vysadbou skladovat v chladnicce pfi teploté 5°C. Podzimni vysadba se provadi koncem
fijna a zacatkem listopadu do hloubky 5-8cm. Tato vysadba je vhodnéjsi nez jarni,
nebot’ rostliny vysazené na jafe pozdéji rasi a byvaji Castéji napadany patogeny.
(MALY A PETRIKOVA, 2012)

Cesneku kuchyiiskému nejlépe vyhovuji pidy hlinité a hlinitopis¢ité
s dostateénou zasobou zivin. Optimalni hodnota pH je 6,5-7,2. Cesnek patfi mezi

plodiny II. a III. trati hnojeni organickymi hnojivy. (PETRIKOVA A KOL.,2012)

Sklizen a skladovani ¢esneku

Cibule ¢esneku roste nejvice posledni tii tydny pied sklizni. Sklizi se v dobg,
kdy je obsah suiny v cibuli 33-39% (PETRIKOVA A KOL., 2012). Vhodny termin
je vdobé, kdy se nat' zac¢ind ohybat, zloutne a zasycha. Sklizi se vyoranim pomoci
zahonovych podryvacich radlic. Cesnek neni vhodné vytahovat tahem za suknice, nebot’
cibule zistava v zemi. Primérny vynos je 6tun/lha. Vyorany Cesnek se rucné tfidi
a Cisti. Optimalni teplota pro skladovani je 0-5°C, kdy dochazi ke ztratdm na hmotnosti
v objemu 10-15%.(MALY, 2013).

Za ucelem uchovani genofondu cesneku lze efektivné vyuzit kryoprezervace.
Kryoprezervace rostlin funguje na principu uchovavani v kapalném dusiku pii teploté-
196°C. Bunky je pfitom nutné chranit proti ukladani krystalkii ledu a zvySovanim
koncentrace bunécného roztoku. Proto se pifi pifipravé na zmrazeni ptidavaji
kryoprezervacni latky — sachardza, manitol, sorbitol, dimethylsulfoxid, glycerol a dalsi.
Pro kryoprezervaci jsou vhodnéjsi buiiky bez silné bunécné stény s hustou cytoplazmou.
Snizovéani teploty muze probehnout Sokov€é ponofenim do kapalného dusiku,
nebo postupnym ochlazovanim (HRADILIK,2005). Touto metodou je mozné udrzovat

rostlinny material po fadu let bez poskozeni genetické informace a za minimalnich
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nakladti. Genofond Ceského Cesneku je uchovavan ve Vyzkumném ustavu rostlinné
vyroby v Olomouci.

Sortotipy Cesneku dle Malého (2003)

Palic¢aky: Modré zimni ¢esneky, barva cibule je fialova, vynosoveé pramérné,
skladovatelnost primérnd az podprimérna. Maji pevny tvrdy kréek, po jehoz

vylomeni se cibule rozpadne na strouzky.

Nepalicaky Sirokolisté: Charakteristické tvorbou velkych cibuli, Spinavé bile
zbarvenych, né€kdy nafialovélych. Maji mékky kréek, dobrou skladovatelnost,

nadprimérny vynos. Vysazuji se na podzim.

Nepali¢aky uzkolisté: Maji uzké ploché listy a tenké, vyrazné srpkovité
prohnuté¢ strouzky. Skladovatelnost je nadprimérnd, vynos pramérny

az podprimérny. Vysazuje se na jare.

Tiidéni Cesneku na typy H, A a U

Pro péstovani ¢esneku v naSich podminkdch maji vyznam tii typy — H, A a U.
Toto tfidéni bere ohled na tvorbu lodyhy, stavbu cibule a vnitini rytmus rostliny.

Varieta Sagittata — typ H, palic¢ak.

Varieta Vulgare - typ U, Sirokolisty nepalic¢ak.

Varieta Variabilis — typ A, uzkolisty nepalicdk, dobra skaldovatelnost
(KONVICKA, 2010).
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Odridy Cesneku

Dle Statni odriidové knihy je k 15.6. 2014 v Ceské republice uznano celkem 18

odrtd Cesneku, z toho 3odrudy jarni a 15 odriid ozimych.

Choroby a Skudci cesneku

Mezi poskozeni abiotického plivodu patii zasychani Spicek listii, slunecni uzeh
a geneticka porucha ¢esneku.

Z tad chorob biotického pivodu napada cCesnek naptiklad fusariova hniloba
(Fusarium oxysporum), modra hniloba (Penicillium), rzivost cibule (Puccinia alli), bila
hniloba cibule (Sclerotium cepivorum), svazovitost Cesneku (Helmithoporum alli),
pliseni cibule (Perenospora destructor) a fytoplazmova zloutenka aster (Aster yellows
phypoplasma).

Ze skiidcii napadd cCesnek had’atko zhoubné (Dityenchus dipdsaci), houbomilka
cesnekovd (Suillia univittata), vrtalka poérova (Phytomyza hymnostoma), tfasnénka
zépadni (Trys tabaci), kvétilka cibulova (Delia antiqua), vinovnik Cesnekovy (Aceria
tulipae), molik ¢esnekovy (Acrolepia assectella), larvy kovatika - dratovci (Elateridae)
(ROD.,2005).
patogenyz rodu Potyvirus,a to virus zluté¢ zakrslosti cibule Onion yellow harf virus
(OYDV) a virus zluté prouzkovitosti poru Leek yelow strike virus (LYSV) Z rodu
Carlavirus jsou to Garlic common latent virus (GarCLV), latentni vir Salotky Shallot

latent virus (SLV), z ¢elediReoviridae Garlic dwarf reovirus (GDV).
Obsahové latky

Cesnek obsahuje az 65-79 % vodu a susinu. Susinu tvoii vlaknina, fruktoza, volné
aminokyseliny a slouceniny siry. Dale obsahuje saponiny, draslik, fosfor, zinek, selen

ajiné. Je bohaty na vitaminy, zejména ze skupiny B. Obsah siry kolisa mezi

jednotlivymi odriidami az v fadu 1000% (KONVICKA., 2010).
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Situace péstovdni esneku kuchyiiského v CR

Skliznova plocha ¢esneku v roce 2013 byla 181 ha, vyprodukovalo se 1792 tun
s primérnym  hektarovym vynosem 4,85 tun na hektar. Rocni spotieba
jednoho obyvatel pro rok 2013 je 0,9 kg (SITUACNI A VYHLEDOVA ZPRAVA
ZELENINA., 12/2014).

Dovozni licence

Dovoz cesneku do EU ze tfetich zemi podléha povinnosti piedlozeni dovozni
licence (NK (ES) ¢r. 341/2007). Dovozce musi zazadat o vyvozni licenci ve staté,
ve kterém ma sidlo a je registrovan jako platce DPH (Situac¢ni a vyhledova zprava
2014). V ptipad¢ bézného dovozu je nutné uhradit poplatek 50 eur/t, v pripad¢ celnich
kvot poplatek 60 eur/t. V roce 2013 bylo vydano povoleni pro dovoz 6485 tun ¢esneku.
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3.4. Kaultivace ¢esneku kuchynského v podminkach in vitro

Kultivace rostlin metodou in vitro probihd v aseptickém kontrolovaném prostiedi
na zivnych pudéach v nadobach (in vitro = ve skle).

Multiplikace — klonové mmnozeni rostlin in vitro je charakteristické velkym
mnozitelskym koeficientem, zmalého mnozstvi materidlu lze vypéstovat velké
mnozstvi samostatnych rostlin, fenotypové i1 genotypové uniformnich s matecni
rostlinou. To je dano totipotenci rostlinné bunky — schopnosti exprese celé genetické
informace nutné k riistu a vyvoji buniky. Pro multiplikaci rostlin in vitro je mozné pouzit
1 ty c&asti rostlin, které by se pro klasické vegetativni mnozeni nedaly pouzit.
Multiplikace in vitro ma vyuziti nejen ve vyzkumu, ale i v komeréni produkei.

Nevyhodou multiplikace je vysokd cena laboratorniho zafizeni, nutnost
vyskoleného personalu a u mnoha rostlin chybéjici informace o sloZeni kultiva¢nich
médii a metodach kultivace.

In vitro kultury jsou cenné pro vyzkum, ozdravovani rostlin od virovych
onemocnéni, pro vznik haploidnich rostlin z haploidnich bun¢k, tvorbu mutanta
¢i polyploidii, mezidruhovych hybridi vzniklych fuzi protoplastl, vznik geneticky
modifikovanych hybrida, k indukci a sledovani mutaci, pfipadné mohou byt vyuzity
pro tvorbu sekundarnich metaboliti v bioreaktorech.

U kulturnich rostlin se metody multiplikace vyuZziva i u druhli rozmnoZujicich
se vegetativn¢ z divodu uchovani genetick¢é 1 fenotypové uniformity. Jedna
se zejména o hybridy na vysoké urovni heterozygotnosti podminujici charakter

kultivaru. (NOVAK, 1990).

3.4.1 Historie kultivace rostlin in vitro

Za pocatky in vitro kultur lze povazovat pokusy KLEBSE (1887), ktery izoloval
buniky fas a studoval jejich Zivotni projevy. Roku 1887 formuloval hypotézu, Ze stejnym
zpusobem by se daly kultivovat i buniky vyssich rostlin.

RECHINGER (1893) uvetejnil prvni vysledky o kultivaci rostlinnych Ccasti

na zivném médiu.
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HABERLANDT (1902) se zabyval pokusy, které¢ mély dokazat, ze ke kultivaci
rostlin lze pouzit i jednu jedinou buiku, a nezélezi tedy na velikosti rostlinného
fragmentu.

Do roku 1934 se rostlinné explantaty nedafilo udrzet v kultufe dlouhodobg.
Teprve v tomto roce se WHILEMU (1934) podafilo za pouziti kvasni¢né¢ho extraktu
udrzet po dobu 7 let kulturu z kofenovych Spicek rajcete.

V roce 1952 odvodil MOREL a MARTIN (1952) prvni viruprosté rostliny.

MURASHIGE a SKOOG (1962)vytvorili dlouhodobé nejpouzivan€jsi médium

z rozboru obsahu mikroprvkti a makroprvkl rozborem popelu rostliny tabaku.

3.4.2 Multiplikace ¢esneku kuchyinského

Konvenéni mnoZeni Cesneku

Cesnek kuchyfisky se v konvenénich (polnich) podminkach mmnozi vyhradng
vegetativné vysadbou strouzkli ¢i pacibulek.Hlavnim problémem vegetativniho
mnozeni
je prenos chorob a viri sadbovym ¢esnekem. V piipad€ vysadby z pacibulek rtist cibule
do standardni velikosti trva 2-4 roky. Obecné se da fict, Ze pali¢dky a Sirokolisté
nepalicaky se vysazuji na podzim, uzkolisté nepali¢aky se vysazuji na podzim i na jafe.

P#i podzimni vysadbé dosahujeme vétiiho vynosu (KONVICKA.,1998).

MnoZeni Cesneku in vitro

Diivodem mnozeni cesneku in vitro je namnoZeni ozdravené¢ho cesneku
pro ptevod do nesterilnich podminek in vivo. Bylo vypracovano nékolik metod
pro mutliplikaci Cesneku in vitro, mezi né patii multiplikace pomoci somatické
embryogeneze, meristémovych kultur, kultur odvozenych z kofenovych Spicek a kultur

stonkovych disk.
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Faze multiplikace

Multiplikaci Ize rozd€lit do péti fazi — faze ptipravnd, multiplikacni, prodluzovani

a aklimatizace a ptevod do nesterilnich podminek in vivo.

Pripravnd faze multiplikace

V piipravné fazi je nutné vybrat rostlinu, zkteré¢ bude odebrany explantat,
odebrani explantatu a zalozeni aseptické kultury. M¢lo by se jednat o rostlinu v dobrém
zdravotnim stavu, nepoSkozenou a nenapadenou patogeny. Odebiranou c¢ast volime
podle druhu a kultivaru.

Je dilezité¢ spravnézvolit rocni dobu, ve které explantit odebirdme. Nejlépe
reaguji explantaty z aktivné rostoucich casti rostliny, ze zasobnich ¢asti rostlin
je vhodné odebirat ve stavu dormance.

Explantat je nutné patficné dezinfikovat. Pokud je materidl pro multiplikaci
udrzovan v laboratofi ve sterilni kultute, pouzijeme ho bez dalsi dezinfekce. Povrchova
dezinfekce materidlu neni snadnd. Je nutné zniit bakterie na povrchu materidlu
a zaroven nepoSkodit rostlinné pletivo. Nelze tedy pouzit teplo. K povrchové dezinfekci
se pouzivaji roztoky s dezinfekénim ucinkem. Je nutné vhodné volit dobu a koncentraci
latky (HRADILIK,2005).

Pti dezinfikovani rostlinného materialu je ptfedpokladano, Ze vnitini pletiva jsou
sterilni. Po povrchové dezinfekci jsou odebirdna pletiva, ktera nebyla zasazena
nesterilnim prostredim. Kvlli tomu, Ze semena jsou odoln&jsi, lze pouzit vyssi
koncentraci nebo del$i ptisobeni dezinfekéni latky (HRADILIK, 2005).

Sterilita prostiedi, ve kterém je pracovano s explantatem, je zajiSt€éna laminarnim
boxem (flow-box), ve kterém je zabezpefeno horizontalni proudéni nékolikrat
filtrovaného sterilniho vzduchu, ¢imz je zamezeno infekci. Pracovni plocha laminarniho
boxu musi byt pied zapoéetim praci dezinfikovana 95% ethanolem (HRADILIK, 2005),

je vhodné rovnéz celou mistnost sterilizovat zafenim germicidni zafivkou.

ProdluZovaci faze

Cilem prodluzovaci faze je riist prytu rostliny, nékdy spojeny se zakotenovanim.
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Pievod od podminek in vivo

Ptevod rostlin ze sterilnich podminek in vitro do nesterilnich podminek in vivo
je spojeny s fadou komplikaci. Rostliny navyklé na 100% vzdus$nou vlhkost je nutné
pomalu otuzovat. Vice o pfevodu do nesterilnich podminek je popsano v kapitole

Tvorba cibule a pfevod do nesterilnich podminek.
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3.5. Typy multiplikace vhodné pro ¢esnek kuchynsky

3.5.1 Somaticka embryogeneze

Somatickd embryogeneze je proces vegetativni propagace, kdy jedinec vznika
ze somatické diploidni buniky. Embryo vznikd zjiné bunky nez zygoty. Pfi tomto
zpusobu mikropropagace je z z pletiva nejprve odvozen embryogenni kalus tvofeny
skupinou malych, cytoplazmou bohatych bunék. Indukce embryogenniho kalusu
je vyvolana nejéast&ji vysokou koncentraci auxinu, nejéastéji 2,4-D (HRADILIK,2005).
Embryogenni kalus se nejcastéji odvozuje z vegetativnich organti, protoplastli a pletiv
(PROCHAZKA a kol., 2003). Mlada pletiva, ve kterych probihd déleni rychleji, jsou
pro soamtickou embryogenezi vhodnégjsi. U cesneku jsou pouZivana kofenové a listové
explantaty (HAVRANEK,2005).

Fereol a kol.(2002) pouzil pro mirkopropagaci vnitini listy z bazalni casti
strouzku, u kterych byla pfekondna dormance. Na listovych explantatech byl vytvoien
kalus, ktery slouzil pro somatickou embryogenezi.Produkce kalusu byla pozorovana
na mladych listech i na kofenech, ale listy jevi vétsi potencial pro embryogenezi. Az 75
% procent vzniklych kalust diferenciovalo v somatickd embrya (FEREOL A KOL.,
2002).

Somaticka embryogeneze je velmi u¢innd metoda multiplikace, bohuzel vSak neni
vhodn4d pro mnozeni ozdravenych genotypli, nebot’ je vysoké riziko somaklonarni

variability (KRIZAN a kol., 2010, MARTIN, 1998).

3.5.2 Multiplikace pomoci mechanického déleni

Mechanickym délenim se rozumi pulleni ¢i Ctvrceni rostlin kultivovanych
v podminkdach in vitro. Kultivovana ¢ast je zkracena na 2cm a jsou odstranény koteny.
Ze spodni strany podpuci jsou cca 2mm hlubokym fezem rostliny nafezany na poloviny,
respektive Ctvrtiny. VSechny casti drzi v celku u sebe a rostlina je déle kultivovana
ve zkumavce s médiem (KRIZAN A KOL, 2010). Reakce genotypu byva riizna,
v optimélnich podminkach dojde k vytvofeni 4 rostlin, ¢asto vSak dochézi k tplnému
odumieni explantatu. Mnozitelsky koeficient dosahuje v priméru 1:1,15 (KRIZAN
A KOL., 2010), prakticky vyznam je jen u problematicky mnozitelnych genotypd.
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Pro multiplikaci pomoci mechanického déleni bylo pouzito MS médium

(MURASHIGE, SKOOG, 1962).

3.5.3 Kultury z korenovych Spicek

Metoda multiplikace ¢esneku kuchyniského z kotenovych $picek je nejefektivnéjsi
metoda produkce cibulek. Je mozné ziskat az 295 cibulek z jednoho strouzku (HAQUE
A KOL.,2000). Jako primarni explantat jsou pouzivany 2-3mm dlouhé Spicky kotend,
které byly nejprve kultivovany 15 dni na smési destilované vody s 0,7% agaru
(KRIZAN A KOL, 2010). Kofeny byly po odebrani kultivovany na MS médiu
(MURASHIGE, SKOOG,1962) s ristovymi regulatory 2,2 mg.1" BA a 0,2 mg.1" NAA
(KRIZAN A KOL.2010). V zavislosti na odriidé bylo procento vytvofenych cibulek
u explantati v rozmezi 7,9-95,2 % (HAQUE A KOL.,2000). Cibulky byly tvoieny
u vSech odrad, zna¢né rozdilna byla jejich velikost. Ke kultivaci bylo pouzito nékolik
odrtd, kterd se nejlépe jevila u odridy ,,White ropen®, kterd byla nasledné prevedena

do podminek in vivo.

3.5.4 Kultury stonkovych diski

»Stem-disc dome culture” — metoda stonkovych diskd, kterd byla vyvinuta dle
Ayabe a Sumiho (1998). ,,Stem-disc dome* je cca 2mm velkd ¢ast meristému se svrchni
¢asti  podpu¢i. Pro tento typ multiplikace bylo pouzito LS médium

(LINSMAIER,SKOOG.,1965) a vyrustalo na ném 20-30 vyhonti

List Zaklad prytu

Meristém se svrchni ¢asti podpuci

Obrazek 1.: Schéma uloZeni meristému s podpuéim (,,Steam-disc dome*) (AYABE,SUMI.,1998).
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(AYABE,SUMI.,1998). Mnozitelsky koeficient stonkovych diskd je vysoky, vice nez
90% vzniklych vyhonti formovalo cibulky.
3.5.5 Meristemové kultury

Kultury vzniklé izolaci apikalniho meristému jsou dobie popsany v praci
KRIZANA A KOL. (2010). Kulturu je nutné zalozit pievedenim celého strouzku
¢esneku do sterilnich podminek. Ze strouzku odstranime zaschlé listy a povrchové
jej dezinfikujeme pomoci 0,2% chloridu rtutnaté¢ho. Doba dezinfekce je 17 min
(KRIZAN A KOL., 2010). Poté nasleduje umisténi strouzku do kadinky se sterilni
vodou na 10 min, toto 3x opakujeme.

Strouzky ukladdme na médium R25 (MS bez riistovych regulatorti s 25mg.I™
ribavirinu) zanotfené do 1/3 velikosti. Teplotu kultivace je nutné udrzovat v rozmezi
22-24°C, svételny rezim 18 hodin svétla/6 hodin tmy. Kultury vytvoii velké mnozstvi
kotenti. Pfi velikosti nadzemni ¢éasti cca 10 cm vyjmeme rostliny ze zkumavky
a pod binokularni lupou sterilné odebereme meristém tak, Ze dvéma podélnymi tfezy
mimo osu pochev obnaZime rastovy vrchol a zné pak vypreparujeme meristém
velikosti 0,3 — 0,8 mm (KRIZANA KOL.,2010). Meristémy déale kultivujeme v celé
rostliny ve shodnych podminkach jako strouzky na médiu C1 s piidavkem ristovych
regulatort (MS s 0,5 mg-1" BAP, 0,1 mg.I"" NAA a 0,5 mg.I" GA3), ptipadné je mozna
kultivace na tekutém médiu stejného slozeni bez agaru, kdy meristém ulozime
na sterilni filtraéni papir, ktery je ponofen v médiu (HAVRANEK, 2009). Kazdé
3 tydny jsou rostliny pastovany na cerstvé médium. Pii pasaZovéani jsou rosltiny
zkracovany
na cca 3cm, ¢imz je udrzujeme v rustu. Rostliny, které jsou multiplikujeme,
nerozdélujeme skalpelem, ale kultivujeme je tak dlouho, dokud nedojde k jejich
samovolnému oddéleni.

Multiplikace Cesneku prostfednictvim izolace apikalniho meristému je popsano
v fadé dalgich praci: HAVRANEK (1972), UCMAN A KOL.(1998), AYBE a SUMI
(2001).
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3.6 Studium sloZeni kultiva¢nich médii pro multiplikaci cesneku

kuchyniského

Zivna média (kultivaéni ptidy) jsou zakladnim faktorem pro Gspé&$nou kultivaci.
Zajistuji nejen vyzivu explantatu, ale také ovliviuji jeho riist a vyvoj pomoci rastovych
regulatort a dalSich latek.

Jsou slozena zrGznych komponentl, patfi mezi né¢ mikroelementy
a makroelementy, cukry, ristové regulatory a vitaminy. Nékdy se ptidavaji do média
ruzné organické slozky, které¢ se z chemického hlediska nedaji pfesné definovat, jako
napiiklad kokosové mléko nebo rajcatova Stava. Daéle se do média ptidavaji
antioxidanty a aktivni uhli. Mikroelementy, makroelementy a vitaminy mohou byt
pfipraveny ve formé zasobnich roztokd. Médium je fedéno destilovanou nebo
demineralizovanou vodou. S vyjimkou tekutych médii byva ptiddna ztuzujici latka,
nejéastéji agar.(NOVAK, 1990).

Nejcastéji pouzivanym médiem je MS medium (Murashige a Skoog 1962).

Mezi dalSi Casto pouzivana média patii LS (Linsmaier a Skoog 1962), B5

(Gamborea et. al. 1968) a WPM (Lloyd a McCown 1980). (HRADILIK, 2005).

3.6.1 Makroelementy

vvvvvv

vapnik (Ca), hoicik (Mg) a siru (S). Optimalni koncentrace téchto prvka zavisi
na podminkach explantace i na druhu rostliny.

Kultivaéni médium by mélo obsahovat 25-60 mM anorganického dusiku.
(HRADILIK., 2005). Explantaty 1épe vstiebavaji nitratovy dusik, ale pro lepsi rist je
vhodné ho kombinovat s dusikem ve form¢ amonnych soli. Nitratovy dusik se do média
pfidava v koncentraci 25-40mM, amoniakalni dusik v koncentraci 2-20nM. DalSim
zdrojem dusiku jsou bilkovinné hydrolizaty (hydrolizdt kaseinu, N-Z amin)
v koncentracich 0,05-0,1%, nebo jednotlivé aminokyseliny, napt. gylcin, L-glutamin, L-
asparagin v koncentracich do 100mg.l"'. Aminokyseliny v Zzivném roztoku mohou

simulovat riist explantatd, pfidavaji se do bunéénych suspenzi a protoplastovych kultur.
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Draslik se ptidavd ve formé chloridu ¢i dusi¢nanu v oncentraci 20-30 mM.
Optimalni koncentrace hoiciku, fosforu, siry a véapniku se pohybuje v rozmezi

1-3 mM.(HRADILIK, 1990)
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3.6.2 Mikroelementy

Mezi mikroelementy fadime mangan (Mg), zinek (Zn), bor (Br), méd’ (Cu), kobalt
(Cb), molybden (Mo) a zelezo (Fe). Tyto prvky piidavame v koncentracich
0,1 uM do 100 uM.

3.6.3 Cukry

Cukry slouzi pti kultivaci rostlinnych explantati jako zdroj uhliku a energie.
Nejcastéji se pouziva sacharéza, ve vzacnych piipadech fruktéza nebo glukdza.
Koncentrace sachardzy se obvykle pohybuje mezi 2-3%. Sachar6za predstavuje substrat
heterotrofni vyzivy, piisobi jako osmoticky aktivni lidtka a zaroven je vhodnym
substratem pro rust mikroorganizmti v ptipadé nedostatecné sterilizace.

Pti sterilizaci v autoklavu se diky vysoké teploté a tlaku sachardza caste¢né

rozpada na glukozu a fruktozu.

3.6.4 Vitaminy

Rostliny si v pfirozenych podminkach veSkeré vitaminy syntetizuji samy.
V podminkéach explantace mize byt tato funkce narusend, snizend ¢i Uplné zastavena.
Tim muiZe dojit k hypovitaminoze, a tim padem ke zpomaleni aZ zastaveni rustu.
Proto mohou byt vitaminy pro rist limitujicim faktorem.

Do médii se nejéastéji pfidavaji tyto vitaminy (HRADILIK.,2005)

thiamin 0,1—10,Omg.l'1

kyselina nikotinova 0,1-5,0 mg™

pyridoxin 0,1-10 mg ™

myo-inositol 50-5000 mg.l"!

V malych davkach se pifiddva 1 kyselina askorbova (pisobi zaroven jako

antioxidant), kyselina pantotenova, kyselina listotv4, biotin a riboflavin.

3.6.5 Nedefinované slozky

V minulosti, kdy jesté nebylo dobfe prozkouméno plsobeni rostlinnych hormont,

byly do kultiva¢nich médii s ispéchem casto pridavany organické slozky, z chemického
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hlediska Spatné definovatelné. Tyto latky ¢aste¢né nahrazovaly rostlinné fytohormony.
Nékteré¢ z téchto latek se pouzivaji dodnes v pifipadech, kdy explantit na piesné
definované pad¢ roste obtizné, nebo neroste vibec. Mezi nedefinované latky patii
napiiklad bilkovinné hydrolyzaty (napf. hydrolyzat kaseinu v koncentraci 0,1%),
kvasni¢né extrakty, sladovy extrakt, kokosové mléko (tekuty endosperm kokosové
palmy v koncentraci 5-20%), extrakt z banant, rajcatovd nebo pomerancova Stava,

dfevni vyluhy nebo mizni tekutina.

3.6.6 Riistovéregulatory

Pocatecni netspéchy s kultivaci rostlin v podminkach in vitro mély zejména
pfi¢inu v nedostatecném prozkoumani a pochopeni ulohy fytohormonli. Néhrada
fytohormonti riznymi organickymi latkami (kokosové mléko, rajcatova §tava) meéla
jen ¢aste¢ny ucinek.

Souc¢asna Uroven poznani Ulohy fytohormont v rlstu, vyvoji a integrité rostliny
umoznuje jejich vyuziti v oblasti explantiti do té miry, Ze jsou ve vétSiné ptipadi
nedilnou slozkou kultiva¢nich médii, at’ uzZ se jedna o auxiny, cytokininy, gibereliny

¢1 rostlinné inhibitory.

3.6.7 Auxiny

Auxiny jsou pouzivany zejména k indukci tvorby kalusu a bunék, tvorbé
adventivnich kofent, indukci somatické embryogeneze a ke stimulaci rlstu apikalnich
meristémtl. Obvyklé mnozstvi auxinil v médiu je 0,1-20mg.I"! (HRADILIK., 2005).

Nejcastéji jsou pro rostlinné explantaty vyuzivany tyto auxiny:

kyselina indolyl-3-octova (IAA)

kyselina indolyl-3-maselna (IBA)

kyselina chlorfenoxyoctova (4-CPA)

kyselina 2,4-dychlorfenoxyoctova (2,4-D)
kyselina naftyloctova (NAA)

kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T)
kyselina 3,6-dichlor-2-metoxybenzoova (dicamba)

kyselina 4-amino3,5,6-trochlorpikolinova (picloram)

30



Utinnost jednotlivych auxinii je riizna. Zavisi na typu explantatu a kultivacnich
podminkach. Je uvadéno, ze 2,4-D je 8-12x ucinnéjsi nez 1AA, 2,4,5-T je u€inngj$i nez

IAA, NAA je 2x G¢inn&jii nez IAA. (HRADILIK., 2005).

3.6.8 Cytokininy

Uloha cytokininti v rostlinném metabolismu je podpora bun&ného déleni,
aktivace meristémua a tvorba pupeni, snizuji apikalni dominanci a podporuji vétveni
(podpora rustu axilarnich pupent). Cytokininy casto brani ristu kotfent v dusledku
inhibice zakladani adventivnich kofend. Uginnost cytokinind se zvy$uje piidanim
adeninu. Do kultivaénich médii se nejéast&ji ptidavaji tyto cytokininy (HRADILIK,
2005):

benzylaminopurin (BAP)
isopentiladenin(2iP) -/N (3-methyl-2-butenyl)-1H-purin-6-amine/
fufurylaminopurin (kinetin)

zeatin

3.6.9 Gibereliny

Piidavek giberelini do média obvykle neni vyZzadovan. V nékterych piipadech
pridavek giberelinti stimuluje rist explantatu ¢i rusi endogenni dormanci. Z dostupnych
giberelinil se nejcastéji pouzivd GAj3 pro stimulaci rastu bunéénych kultur, stimulaci
rustukalusu a zakrslych rostlin. Pfi uZiti giberelinl je nutné soucasné pfidani auxind,
bez toho se ucinek giberelinii neprojevi. Dal§im, méné Casto pouzivanym giberelinem

je GA-.

3.6.10 Inhibitory riastu

Kyselina abcisova se do médii pfidava vyjimecné pro indukci tvorby somatickych
embryi, stimulaci tuberizace, zbrzdéni ristu explantatu nebo k navozeni dormance.

Z dalSich  inhibitori rdstu je moZzné pouzit synteticky  preparat
CCC (chlorcholinchlorid),  kyselinu  2,3,5-trijjodbenzoovou,  hydrazin  kyseliny

maleninové ¢i dalsi inhibitory vyuzivané v experimentalni morfologii.
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3.6.11 Aktivni uhli

Aktivni uhli vétSinou pii pfidani do kultivaéniho média ovliviiuje pozitivné riist
explantatu a prodluzuje termin mezi jednotlivym pasdzovanim. Aktivni uhli ma diky
svému specifickému velkému povrchu schopnost védzat na sebe toxické latky
produkované explantatem (napf. fenolové slouceniny, chinony). Soucasné na sebe uhli
vaze fytohormony do média piidané i produkované explantitem. Optimalni davka

aktivniho uhli je 0,5-3,0%.

3.6.12 pH média

pH média je urceno koncentraci vodikovych iontd. Ovliviluje metabolismus
rostliny a pifjem Zivin rostlinou. Béhem autoklavovani se pH média méni (NOVAK,
1990). pH Zivného média pro kultivaci ¢esneku je upraveno na hodnotu 5,8-6,0. Zména
na zésaditou stranu se provadi pfidavkem hydroxidu sodného, na kyselou stranu

pfidavkem kyseliny chlorovodikové.

3.6.13 Voda

Pro piipravu Zivnych médii se pouziva destilovana nebo demineralizovana voda.

3.6.14 Zpevnéni média

Pro kultivaci rostlinnych explantati jsou nejCastéji pouzivana tuhd média.
Dokonale rozpusténé mineralni a organické slozky je zapotfebi prevést na pevné
médium pfidanim agaru. Zpevnéni média je nutné k tomu, aby rostlina zlstala
na povrchu a méla kontakt se vzduchem.

Agar je ziskavan z motskych fas a je na trh dodavan v rizné kvalité a Cistoté.
Tuhost média je mozné regulovat mnozstvim piidané¢ho agaru (0,8-1%), pH média
a druhem agaru.

Za normalnich podminek agar tuhne pfi teplotach pod 45°C, takze pti obvyklych
teplotach je gel stabilni. Pokud je pfi sterilizaci média piekrocena teplota 121°C nebo

bylo-li médium sterilizovano opakované, agar ztraci schopnost tvofit gel.

32



Vedle agaru je mozné pouzit fadu dalSich latek, jako Phytagel a Gerlite
v koncentracich 1,25-2,50 g/l. (HRADILIK, 2005).
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3.7 Priprava kultiva¢nich médii

Kultivaéni média se pripravuji z destilované vody a chemikalii o minimalni
istotdé p.a. (HRADILIK,1992). Cistota sacharézy prodavané v obchodech
je pro ptipravu médii dostatecna. V praxi se kultivaéni médium pfipravuje ze zasobnich
roztokd pipetovanim. Zasobni koncentrované roztoky si miizeme pfipravit sami nebo

muzeme pouzit komeréné vyrabéné produkty.

3.7.1 Riistové regulatory

Kyselina indolyl-3-octovd (IAA) je nestabilni, a zasobni roztoky ani v lednici
nevydrzi déle nez jeden tyden. Auxiny NAA a 2,4-D vydrzi v lednici az 8 mésicii
(HRADILEK,2005).

Spatné rozpustné fytohormony se nejprve rozpusti v malém mnoZstvi
95% etylakoholu a po rozpusténi se doplni destilovanou vodou na pottebny objem.
NAA se rozpusti v malém mnozstvi 1M KOH nebo NaOH. V tomto pfipadé je nutné
pocitat se zménou pH a po doplnéni banky nutné upravit na pH 5,5-5,8
(HRADILEK,2005).

Cytokininy jsou v roztoku pomeérné stabilni a vydrzi v lednici n€kolik mésict.
Navéazka cytokinini se rozpusti v malé mnozstvi IM NaOH nebo HCI. Pro lepsi
rozpus$téni si miizeme pomoci zahfatim banky nad kahanem k bodu varu.

Pro ptipravu kultivacniho média je dulezité¢ dodrzet spravnou hodnotu pH média
udanou autory média. Hodnota pH byva obvykle 5,5-6,0. Této hodnoty dosdhneme
upravou 1M KOH nebo HCI.

3.7.2 Sterilita

Sterilita je zdkladnim kamenem tuspéchu kultivace rostlin v podminkach in vitro.
Sterilni musi byt nejen nadoby s kultivacnim médiem, ale také veskeré nastroje, které
jsou pro odvozeni kultury a mikropropagaci uZzity, povrch rostliny i prostfedi, ve kterém
se s explantatem pracuje.

Sklo a néastroje se nejprve umyji v teplé vodé za pomoci saponatu s detergentnim

ucinkem, poté se oplachne vodovodni vodou a nasledné vodou destilovanou. Poté
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je nutné provézt sterilizaci v horkovzdusném sterilizatoru nebo autokldvu. Béhem prace
ve flow-boxu se néstroje sterilizuji ponofenim do nddoby s 95% ethanolem a naslednym
vyzihanim v plamenu kahanu.

Média se sterilizuji v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 15-40 min nebo filtraci
pfes bakterialni filtr (NOVAK,1990). Sklo s médiem musi byt uzavieno vitkem,
nejcasteji
se pouzivaji hlinikové folie nebo kovové Sroubovaci vicko se zatkou z molitanu, ktera
umoziuje vyménu plynt. Pro sterilizaci v autoklavu je nutné zvolit spravnou délku
sterilizace podle objemu média (HRADILIK,2005).

Ne vSechny komponenty médii jsou termostabilni a pfi vysokém tlaku a teploté
nedegraduji. Maximalni tlak pfi autoklavovani se nastavuje na 141kPa, pti vysSim tlaku
a teploté se poskozuji i relativné stabilni slozky (NOVAK,1990). Mezi termolabilni
slozky tfadime vitaminy, aminokyseliny, bilkoviny a gibereliny. Tyto slozky je nutné
sterilizovat filtraci. Pro dosazeni sterility se pouzivaji filtry s velikosti ok mensi
nez 0,2 um (NOVAK, 1990) Piefiltrované komponenty média se do zbytku média

sterilizovaného v autotklavu ptidaji az po vychladnuti.

3.7.3 Znehodnoceni zaloZené kultury

Pii nedostatecné sterilizaci nebo kontaminaci média b&hem prace dochdzi
k mikrobialni kontaminaci (FELNER,1996).Ta se vétSinou projevi do 3 dnli od zaloZeni
kultury. Takto kontaminované rostliny je nutné =zlikvidovat, ptipadné¢ pokud
je kontaminaci zasazena jen ¢ast média, je mozné prenést explantat na nové médium.

Casto dochazi ke hnédnuti nebo Gernani explantatu, které je zpiisobeno
poskozenim béhem dezinfekce explantdtu nebo hromadénim fenolickych latek.
Pro zabranéni hromadéni fenolickych latek je vhodné piidat do média antioxidant
(kys. L-askorbovou), snizZit nebo zastavit aktivitu fenoldz nebo odstranit fenolickélatky
zmédia. Je mozné piidat do média aktivni uhli nebo polyvinylpyrrolidon k absorbci
téchto latek (HRADILIK,2005). Pomoci ¢astého pasazovani rostlin na nové médium
zabranime ukladdani fenolickych latek a hnédnuti média.Tento proces provadime

obvykle jednou za 4-5 tydnli, miiZzeme i Castéji.
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3.8 DalSi faktory ovlivitujici rist kultury

3.8.1 Teplo

Optimalni teplota pro explantatové kultury je 20-25°C. Pro zvySeni vitality
a omezeni infekce je vhodné po zalozeni explantatu udrzovat teplotu nizsi. Pro kultivaci

esneku udrzujeme v mistnosti teplotu 23°C (KRIZANA KOL., 2015).

3.8.2 Svétlo

Pro organogenezi je dilezit¢é spektrum svétla a jeho intenzita.
Pfi nedostatku nebo naopak nadbytku svétla mohou explantaty nekrotizovat. DalSim
faktorem je mozZnost ovliviiovani fotoperiody. Pfi kutlivaci cesneku kuchyniského
se vmistnosti udrzuje fotoperioda 16 hodin svétlo/8 hodin tma (KRIZANA
KOL.,2010).

3.8.3 Prevence hyperhydricity

U nékterych rostlin dochazi b&hem kultivace k vodnaténi pletiv, tzv.
osmotickych latek v médiu (sachardzy) ¢i koncentraci agaru a fytohormond. U rostlin
se hyperhydratace projevuje Spatnym vyvojem pletiv, sklovitym a nezdravym
vzhledem, rostliny jsou svétle zelené a postupné hnédnou. Priduchy napadenych pletiv
ztréci funkei (NOVAK,1990).

Hyperhydrataci mtizeme ¢éaste€né zabranit zvySenim poméru dusi¢nanu
draselného
ku chloridu amonnému. Doporucuje se také chladit dna kutliva¢nich nadob s médiem.

U lehce postiZzenych rostlin odstranime poskozenou ¢ast, rostlinu zakratime a dale
kultivujeme (KRIZANA KOL.,2010). Rostliny je vhodné Gastéji pfemistovat na nové
médium. VétSina rostlin  dale projevuje normdlni vyvoj, siln€ vodnaté jedince
likvidujeme.

Rovnéz je dilezita intenzita svétla, s vétSi intenzitou svétla bylo procento

vodnatych rostlin nizsi.
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3.8.4 Tvorba cibule a pievod rostlin do nesterilnich podminek

Pro ptevod Cesneku kuchynského ze sterilniho in vitro prostfedi do nesterilniho
in vivo je nutné, aby rostlina vytvofila cibuli. Tvorba cibule je podminéna zejména
vysokou osmotickou aktivitou média, tj. vysokou koncentraci sachardzy. Rostliny
ur&ené pro pievod kutlivujeme na MS médium bez regulatori risu s 120g.1" sacharézy.
Rostliny v tomto médiu vytvofi cibulku a nasledné¢ zatdhnou. Cibulky po vyjmuti
zmédia jsou uchovavany v lednici pro odbourani dormancnich latek nebo
je bezprosttedné vysazujeme.Pied vysadbou cibule namoc¢ime do vody kvili odstranéni
zbytkim média a oSetfujeme postiikem 0,15% Previcuru. Uspé&$nost prevodu
do nesterilnich podminek je zna¢né ovlivnéna pouzitim riistovych regulatorii v prostiedi
in vitro (KRIZANA KOL.,2010).

Vysadbu je vhodné naplanovat na jarni obdobi, aby rostlina mohla vyuzit celou
vegetacni dobu. Vysazené cibule je nutné kryt folii z dvodu zabezpeceni vysoké
vzdusné vlhkosti. Teplota vzduchu nesmi ptekro¢it 38°C. Pii pfevodu dochazi
k minimalnimu uhynu rostlin (cca 8%) (KRIZAN A KOL, 2010). Sedmy den po
prevodu sejmeme kryci folii a tfikrat za den provétravame, ¢imz postupné navykame
rostliny na sniZenou vzdu$nou vlhkost. Intervaly kazdy den prodluZzujeme. Po ctyfech
tydnech rostliny v mnoZarn€ ponechame bez zakryti. Rostliny péstujeme do velikosti
12-15cm, poté je mozné je piemistit do venkovnich prostor. Rostliny kazdy tfeti den po
pfevodu oSetfujeme fungicidnimi latkami, a to ptipravky Ridomil Gold Plus 42,5 WP
(oxichlorid médi, metaxyl-M) v koncentraci 0,1% a Carben Flo Stefes (carbendazim)
v koncentraci 0,1%. Oba pfipravky aplikujeme spolu se smacedlem Silwed 77

(KRIZAN A KOL.,2010).
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3.9 Geneticka nestabilita explantatovych kultur

Bunééné a kalusové kultury jsou pii dlouhodobé kutlivaci geneticky mélo stabilni.
Nejcastéji dochazi ke genomovym mutacim (polyploidie, aneuploidie), k tvorbé chimér
¢1 chromozomovym mutacim, které¢ vedou k morfologickym a fyziologickym zménam.
Pro klonové mnozeni jsou tyto zmény nezadouci, jsou vsak velice zadané pii Slechténi
novych odriid, zejména k rezistenci.

Vedle genetickych zmén dochédzi k in vitro kulturdich ke zménam fenotypu
zpusobenych eigenetickymi a fyziologickymi zménami. Mezi né patfi zména

morfologie listil, zpomaleni riistu a regenerace, barevné zmény atd. (HRADILIK, 2005).
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4. Vlastni komentar k reSené problematice

Metoda multiplikace ¢esneku kuchyiiského je dilezitou metodou predchézejici
ozdraveni genofondu ¢esneku od virovych patogenti.

Castym problémem pii kultivaci in vitro byva mikrobialni kontaminace, ktera
Casto zni¢i celou kulturu. Této moznosti se 1ze vyhnout dikladnou dezinfekci materidlu,
péstovanim z meristémovych kultur, u kterych je povrchova - kontaminovand cast
rostliny odstranéna, nebo ptidanim antibiotika do média.

Jako nejcastéj$i problém pii kultivaci ¢esneku se jevi hyperhydratace pletiv.
Té lze casteCné zabranit zvySovanim koncentrace dusi¢nanu draselného ku chloridu
amonnému a dostate¢nou svételnou intenzitou v kultivacni mistnosti.

Dal$im problémem jsou rizné naroky jednotlivych odriidy ¢esneku, predev§im
na slozeni média. Pti vyzkouSeni regulatort ristu (IAA,NAA,KIN,BA,2-iP) se reakce
genotypt znacné lisi.

Jako uspésna se predevS§im ukédzala rdzn¢ modifikovand MS média

(MURASHIGE, SKOOG.,1962).
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Prvni ¢ast bakalatské prace je zamétena na popis rodu A/ium Mill. Rod Allium
fadime do celedi Amaryllidaceae — amarylkovité. Jednd se o rod vytrvalych
jednod€loznych bylin s podzemni cibuli jednoduchou nebo slozenou, pfizemnimi
jednoduchymi listy s listovymi pochvami uspotfddanymi dvoutadé nebo spirdlove.
Kvétenstvim je obvykle lichookolik. Kvéty jsou jednodomé oboupohlavné. V kvétentsvi
nekdy byvaji pfitomny pacibulky. Okvéti byva jednoduché volné, slozené z 6 listkt,
ty¢inek je 6. Semenik je svrchni, plodem je tobolka. Rostliny jsou charakteristické svym
aroma zapfi¢inénym slou¢eninami se sirnymi vazbami. V Ceské republice se vyskytuje
16 druht rodu Allium, mezi nejvyznamnéj$i z nich patii Cesnek kuchynsky (A/lium
sativum), poér zahradni (Allium porrum), pazitka pobiezni (Allium shoenoprasum)
a cibule kuchynska (4llium cepa).

Druha c¢ast této prace je zaméfena na popis ¢esneku kuchynského (Allium
sativum). Cesnek obsahuje az 79% vody. V sudiné jsou obsaZeny rtizné nutriéné
prospesné a lécebné latky, napt. slouceniny obsahujici siru (allicin, allinin) ¢i vitaminy
A, By, B3, Bsa C. Obsah téchto latek kolisa a zavisi na pivodu, pocasi, hnojeni, odride¢,
atd. V Ceské republice je registrovano k 15. 6. 2014 18 odrid ¢esneku, z toho 3 odrady
jarni a 15 odrad ozimych.

V dalsi casti této prace jsou shrnuty metody pouzité s vétSim ¢i menSim
uspéchem pro multiplikaci ¢esneku kuchyniského in vitro. Patii mezi né multiplikace
z apikéalniho meristému, déleni mechanickymi zasahy, metoda stonkovych diskd — tzv.
,sten-disc dome culture®, multiplikace formou somatické embryogeneze a multiplikace
z kofenovych Spi¢ek. NejcastéjSim problémem byvaji jednotlivé specifické odriidové
naroky na médium. Z dalSich problém miZeme vyjmenovat napiiklad problémy
s mikrobidlni kontaminaci ¢i s hyperhydrataci pletiv.

V posledni ¢asti jsou rozepsany jednotlivé komponenty kultivaénich médii
vcetné jejich pripravy. Jako uspesné se predevSim ukazaly rizné modifikace MS média
(MURASHIGE,T.SKOOG, F.1962), napt. C5 médiu (MS médium bez regulatorti ristu
s 120g.1-1 sachardzy) nebo C1 (MS s 0,5 mg-1-1 BAP, 0,1 mg.l-1 NAA a 0,5 mg.l-1
GA3).Dale jsou popsany metody kryoprezervace, vliv dalSich faktorti pti kultivaci

in vitro, metody prevence hyperhydratace, vznik genomovych mutaci u kalusovych
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a tkdnovych kultur, tvorba cibule ¢esneku v podminkach in vitro a uzce jsem se zminil

o pfevodu ¢esneku do nesterilnich podminek.
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6. Souhrn

Nazev: Multiplikace ¢esneku kuchynského (A/lium sativum L.) v podminkach in vitro

Souhrn: Tato prace je zamécfena na studium multiplikace Cesneku kuchyniského
a slozeni kultiva¢nich médii. Nejlépe propracovanou metodou multiplikace je izolace
apikalniho meristému. Bylo vyzkouseno mnoho druhid médii. Z vysledkt vyplyva,
ze kazda odrida Cesneku ma jiné naroky na Ziviny a rustové regulatory. V této praci
muzeme najit popisy uspéSnych metod multiplikace cesneku a popis kultivaénich médii
véetné reakci Cesneku Multiplikace rostlin in vitro piedstavuje zplisob mnozeni,
pii kterém jsou ve sterilnich podminkéch kultivovany dezinfikované c¢asti rostlin
(explantaty) na zivném médiu v kontrolovanych podminkach za ucelem ziskdni celych
novych rostlin ¢i ozdravovéni rostlinného materidlu od patogend. Tato metoda mnoZeni
predstavuje metodu pro studium rostlin a stale ¢astéji i metodu pro jejich komeréni

péstovani.

Kli¢ova slova: Allium sativum, in vitro, multiplikace, média
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7. Summary

The title: In vitro multiplication of garlic (4/lium sativum L.)

Abstract: This thesis is focused on study of Allium sativum multiplication and the
composition of cultivation media. The best elaborated method is the multiplication
of isolated apical meristem. Many different kinds of media have been tried, the results
implies that each variety of garlic has different requirements for nutrients and growth
regulators. In this work we can find descriptions of successful multiplication methods
of and descriptions of used media, including the response of garlic to them. In vitro
plant micropropagation represents a special way of propagation, when in controlled
sterile conditions there are disinfected parts of plants (explants) cultivated on a nutrient
medium to obtain a whole new plant or sanitation of plant material from pathogens.
This method of propagation is used for study of plants and more often for commercial

plant growing.

Key words: Allium sativum, in vitro, micropropagation, media
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