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ABSTRAKT

Studium moznosti vyuZiti termoterapie i eliminaci spaly riaZovitych
u kdouloné

V jarnim a letnim obdobi 2014 byly odebrany lestyokdouloni s vegetativnimi
pupeny. Na jg to byly pupeny zimni a v Etpak pupeny zaloZzené na nasledujici
sezonu. Zdrojem letorasbyly kdoulorg péstované ve Skolnim zefmlském podniku
Zabzice. K pokusm bylo postupt vybrano celkem 14 ofid kdouloni. Na dchto
odridach byl sledovan vyskytigodce choroby bakterialni spalyzovitych Erwinia
amylovora Byly testovany izné intervaly teplot kultivace,fipkterych by mohla byt
piitomnost patogena eliminovana. Dale byl ve spokipsgracovidtm Fytopatologie
rostlin proveden test patogenity, ktery vyskyt tishpatogena neprokazal, avSak genovy
sad v Zabicich touto chorobou napaden je. Nelze tedy stjistdici, zda se metoda

termoterapie jevi jakodinny zpisob pro I€bu této choroby.

Kli ¢ova slova:kdoulai obecnaErwinia amylovoratermoterapiein vitro

ABSTRACT

Study of the possibility of using thermotherapy forelimination of Fire

blight on quince

The annual shoots of quinces were taken in theg@and summer of 2014 with
vegetative sprouts. In the spring they were wispouts and in the summer the sprouts
were ready for another season. The sources ofrttnga shoots were quinces grown in
Skolni zenddelsky podnik Zabice. 14 other varieties of quinces were chosen for
testing. The originator of fire blight thErwinia amylovorawas located on these
varieties. Different temperature intervals of atdtion were tested where the presence
of the patogen could have been eliminated. Moredkier test of pathogenicity in
cooperation with Fytopatologie rostlin, which hawet proved the presence of that
pathogen, while orchard in Z&ibe is attacked by it. So there is no certaintgaying

that thermotherapy is presenting itself as efficigay to treat this sickness.

Key words: quince,Erwinia amylovorathermotherapyin vitro
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1 UvVOoD

Kdoulorg jsou ovocné stromy, které byly jiZzide vyuzivany k mnoha célim.
Péstovaly se zejména pro jejich plody, které pak byl konzumovany fimo, nebo
riznym zmsobem zpracovavany. Plody naSly vyuZiti i v dom&texh, protoZe jsou
velmi aromatické. Obsahuji velké mnozstvéiNgch latek, dikyéemuz byly hojg
pouzivany i ve farmaceutickémumnyslu. Postupentasu vSak jejich vyuziti zalo
upadat a tim padem i mnoZzstvi jejicksfiteli. Dnes jiz tyto stromy Kevitého vzfistu
pati spiSe k mén rozSfenym ovocnym drubm. Proto je snaha o udrZenichto
genetickych zdrdj. Snaha spfiva v rozSiovani genofondové vysadby, ktera slouzi
nejen jako zdroj mnozitelského materialu tohotohdruale i pro ¥deckou, vyzkumnou

¢i Slechtitelskowinnost.

V poslednich letech se stale vice objevuje onedrocmakterialni spalou
razovitych rostlin, ke kterym je kdouto fazena. Je povaZzovano za jedno
coZz znamena, Ze jakykoliv jeji vyskyt je nutno okamnhlasit. Patogenem, ktery tuto
chorobu zgsobuje, je Erwinia amylovora Zceledi fizovitych napada zejména

jadroviny, kam pdaft i tento més znamy druh.

Existuji tizné zfmsoby eliminace tohoto patogend, & je to ochrana chemicka
pouzitim médnatych pipravki, ¢i ochrana mechanicka vhodnou Upravou a
zpracovanim fdy. DalSi moznosti je i ochrana biologickd pomodkroorganisni,

které jsou neustale skovany, ale \Ceské Republice zatim nejsou registrovany.

Tato prace se zabyva jednou z moznosti elimingtcezdvazné choroby, kterou
je metoda termoterapie. Tato metoda je zatim panzivspiSe k eliminaci patogen
virového pivodu, u patogeh bakterialnich fliS ¢asta neni. ProtoZe se eliminaceivir
za pouziti této metodyasto setkava s Usghem, objevila se zde moznost vyzkouSet

acinnost této metody k eliminaci chorobyyodu bakterialniho.

K testovani je v bakaitéké praci pouzita metoda vitro meristémovych kultur.
V téchto metodach se vyuZzivaji vrcholovéasti meristém, které zpravidla obsahuji
nejmérk patoged. Jsou zaloZzeny na izolaci malyalasti rostlin, které jsou poté

kultivovany na umilych médiich a vSe probih& ve sterilnich podminkadh vitro.



Je mozZné z nich dokonce wghovat noveé zdravé rostliny, a proto tyto metodghda i
stale ¥tSi uplat@ni, zejména proddeckoucinnost.
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2 CIL PRACE

Cilem této prace je zpracovat literariélpled na téma bakterialni spalagavitych
ovocnych devin a seznamit se setgobem pstovani kdouloni ve Skolnim podniku
Zalsice. Sowéasti je i seznédmeni s problematikou ozdravovanitlimogpomoci
termoterapie. Ve dvou terminech odebrané vegefgtiwpeny kdouloni budou ogeny
raznymi zpisoby povrchové sterilizace. Naslédbudou testovanyiené zpisoby
termoterapie a kultivada vitro a Usgsnost eliminace patogena bude gtena pomoci

testu na fitomnostErwinia amylovora
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Botanické zarazeni kdouloré obecné Cydonia oblonga Mill.)

Trida: Rosopsida

RAd: Rosales

Celed: Rosaceae

Rod: Cydonia
(RICHTER, 2004, 3. + 5. dil)

3.2 Botanicka charakteristika

Kdoulon je opadavy kiese stromkovym vastem. Dotista vysky i §ky asi 2 — 7
metri. MiZe se doZitkolika desitek let (NEAS, 2010).

Tento ké ma pirozere nepravidelnou a rozloZzitou korunu. Maiigaw
postavené letorosty, které jsou porostlé jemnymowgbky, a také na nich vistaji
prisedlé pupeny. Vyhony jsou bez chlodpk posetééervenohgdymi lenticelami.
Stiidavé listy tmaw zelené barvy mohou byt az 10 cm dlouhé a jsolkeaioé. Stejn
jako letorosty, jsou i mladé listy porostlé Sedivyechloupky, a to z obou stran. Starsi
listy jsou ochlupené jen ze spodni strany.étgvvyrastaji jednotli¢ ze smiSenych
puperi a jsou tvéené g@ti bilymi nebo naizowelymi korunnimi listky. Mohou byt
samosprasSné i cizospraSné a jsou oboupohlavni adsmybné. Kdoulahkvetou od
kvétna docervna. Plodem je aromaticka malvice Zluté barvgrkimize mit Gizny tvar
(negastji je to tvar hruskovity nebo kulovity). | plodygs zp@&atku plstnate, ale plst
postupi zmizi (NECAS, 2010).

Kdoulore se u nas nejspis vzdy budatsfpvat jen v omezeném rozsahuiép
to, Zze se plody nesklizi, ale nechavaji se na stcbndlouho do podzimu, nikdy
v naSich podminkach nedozraji tak, aby mohly byhzZkmmovany za syrova. Pro
péstovani kdouloni jsou tedy vybirdny hl&vty oblasti, kde je zaji8h odbyt plod
do konzervaren (KAMENICKY, KOHOUT, 1957). Nerostéams, vyskytuje se pouze
jako drevina gstovana (PODLECH, 2007). Jsou to zatovelieviny okrasné. StarSi
stromy Ize snadno zmlazovigzem (KAMENICKY, KOHOUT, 1957). Pouzivaji se
i jako podnoZovy material pro hrusn
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3.3 Choroby a skidci

Protoze je kdould mére nara&nym druhem, netrpi chorobami augki v takove
mite, jako jiné ovocné drunyREZNICEK, 2008). Skdci, vyskytujici se na kdouloni,
jsou spiSe nespedifi (KOTALOVA, 2010).

3.3.1 Vybrani nej¢astSi Skadci
Obale jablezny (Cydia pomonella
ViInovnik hrusiovy (Eriophyes pyi
(ROSTLINOLEKAR, 3/2010, str. 61, 69)
Mera skvrnita Cacopsylla pyni
(NECAS, 2010)

3.3.2 Vybrané nej¢astjSi choroby

Strupovitost hrush(Venturia piring

Chradnuti hrusa (Pear decline phytoplasma
Moniliova hniloba jadrovinNonilinia fructigeng
Bakterialni spalaizovitych Erwinia amylovora
(NECAS, 2010)

3.4 Erwiniaamylovora

Piavodce bakterialni spalyazovitych Erwinia amylovorase na naSe Uzemi dostal
v polovirg 80. let (KJDELA a kol, 2002). Je to choroba karanténni a jakykoliv y§sk
je nutné okamzi hlasit (ERBENOVAa kol, 1992). Tato choroba je po celénstgv
pro pstitele znamena nemalé ekonomické ztraty, aiedgvsSim vdch oblastech,
kde jsou vhodné podminky proiéii patogena. Také na tom ma podiktpvani
néachylnych odid jadrovin (KORBA, SILLEROVA, 2008).
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3.4.1 Hostitelské rostliny

Hostitelskymi rostlinami, které jsou bakteridlni akpu 1GZzovitych napadéany,
je mnoho druh z ¢eledi tiZovitych a podeledi jablaiovitych (KUDELA a kol, 2002).
Za druhy, které jsou napadany destji, jsou povazovany jablan (Malus), hrusi
(Pyrus a kdoulo# (Cydonig (ROSTLINOLEKAR, 4/2013, str. 21). Mohou byt
napadany i dalSi druhy, jako je dtaploh Crataegu$, jefab Sorbu$, dale to mohou
byt i méreé obvyklé druhy, nap miSpule Mespilug, kdoulovec Chaenomelgsnebo
muchovnik Amelanchiey (KUDELA a kol, 2002).Céastmi rostlin, na kterych se tato
choroba projevuje, jsou zejména listy,ékva vyhony (ROSTLINOLEKAR, 4/2013,
str. 21).

3.4.2 Symptomy

Bakterie jsou typické tim, Ze do rostlin pronikpfedevsSim firozenymi otvory,
jako jsou nap lenticely, ptiduchy, hydatody, atd. Mistem tpriku bakterie mze
byt i trhlinka vznikla pi poraréni rostliny. Ricinou poragni mize byt tez, hmyz,
kroupy a jiné. Patogen r@stji pronika kwty, listy a nez#kevnatlymi letorosty
(KUDELA a kol, 2002). KORBAa kol (2014) uvadi, Ze symptomy tohoto onemiin
se \&tSinou projevi po 5-30 dnech, v zavislosti na patkach prosedi (teplota, srazky

atd.). Mladé plody, které jsou ve fazi vyvinu, bjvalativré rezistentni.

Zvlastnim piznakem této choroby je tvorba bakterialniho slizen se vytvé
na povrchu napadenych orgéa pispiva tomu vihké a teplé pasi. Bakteridlni sliz je
ve formg lepkavych, tuhnoucich kapek nebo povlakkteré jsou nejidve bilavé
a pozaji hnédnou (KUDELA a kol, 2002).

Obr.¢. 1: Kapky bakterialniho slizu na vyhonu

(zdroj: http://www.jikl.cz/jadroviny/2073-bakteriozy-baktdni-spala-ruzovitych-
rostlin.htm)
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Obr.¢. 2: Kapky bakterialniho slizu na plodu
(zdroj: http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/sagiip?kod=440p
Poskozené listy a Rty neopadavaji, aleistanou fipojené na strotn (KUDELA
a kol, 2002). Listy se zbarvuji Bdoterre a jsou suché, jejich vzhledfipomina
popéleni (ROSTLINOLEKAR, 4/2013, str. 21-22). Dochéazi i ke svinovani.év
po napadeni vadnou, vodnati, a stejako listy usychaji. Také dochazi ke &am
zabarveni do hitla azéerna (KUDELA a kol, 2002).

Obr.¢. 3,4: Symptomy na listech (3) adtech (4)

(zdroj: http://lweb2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/sagiip?kod=440p

Také u letorost se néni barva na h¥tdocernou. Nejprve vodnati a naslédrecnou
usychat a dochazi ke svradt Postup# uvadaji i jejich vrcholy, které se pak hakevit
ohybaji (KUDELA a kol, 2002).
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Obr.¢. 5: Symptomy na letorostu

(zdroj: http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/sagiip?kod=440p

Z vySe popsanych napadenyidsti fechazi bakterie i do starSich vylfiot) jejich
pletiv pak dochazi k vodnati a nasledné postupné nekrotizaci. | tyto napadasié se
opst zbarvuji datervenohida (KUDELA a kol, 2002).

Plody mohou byt napadany od jejich nasazeni aZjsm¥ kratce fed zralosti
(ROSTLINOLEKAR, 4/2013, str. 22). Patogen do nich pronikngesp stopky
z napadenych plodondbSnebo prosednictvim pora#éni ¢i lenticelami. Na mistech,
ktera byla infikovana, se objevi vodnaté skvrny. pgstup® hnédnou azcernaji
(KUDELA a kol, 2002).

Obr.¢. 6: Symptomy na plodech
(zdroj: http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/sagiip?kod=440p
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3.4.3 Infekéni cyklus patogena

Jak jiz bylo zmigno, pivodcem bakteridlni spalyazovitych je bakterieErwinia
amylovora.Je to fakultative aerobni mikroorganismus (KORBA, SILLEROVA, 2008).
Patogen je schopnyrgzimovat v nekrotizovanych korovych pletivecétw ¢i kmeni
(KUDELA a kol., 2002). Samotny inféki cyklus z&ina brzy na jge, kdyZ stromy
a kee za&inaji kvést. Bakterie se zmnoZuji a ptedhictvim rostoucich pletiv
se dostavaji do zdravyalasti rostlin. Odtud se v poddlbiloZlutého lepkavého slizu
protlauji na povrch. Z povrchu se pakftiSido kwta, které jsou nejnachy#si
k napadeni. Je v nich totiz nejvhei prostedi pro fist a mnoZeniéthto bakterii.
Kromé kvéti jsou pak velmi nachylné i mladé néednatlé letorosty (KORBA,
SILLEROVA, 2008). Asi nejriziko¥jsim obdobim pro i@nos infekce je obdobi kiu.
Je tomu tak diky i@nosu infekce prodnictvim opylujiciho hmyzu, ktery ji
po opyleni penasi na dalsi kty (ZELINKOVA, 2014).

primary inoculum {pathogen cells on
surfaces of holdover cankers are
moved fo biossoms via rain and'er insecis)

|/
r_.| =

. w0
/ 2 Y
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! : \ “\\ |
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Obr.¢. 7: Infekeéni cyklus patogena
(zdroj: http://lweb2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/stagilip?kod=440p
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3.4.4 Zpusoby pfenosu

Pavodem nékazy mohou byt kontaminace uvedadu i mimo §. Pfenos niZze
byt zprostedkovan jak frozenou cestou, tak &innosti ¢lovéka. Maze to byt
infikovany Skolkasky material (KORBA, SILLEROVA, 2008) nebo i reprddni
material tizky, rouby, plody¢i celé rostliny). Bakterie mohou bytrgmig’ovany na
raizné vzdalenosti. KratSi vzdalenosti (do 100 rn@kpnavaji prosednictvim de&t
nebo hmyzu, $edni vzdalenosti (100-5000 m) pomoci opykva delSi vzdalenosti
(vice nez 5000 m) kiivzdusSnymi proudy, ptactveti jiz zminovanoucinnostic¢loveéka
(KUDELA a kol, 2002).

3.4.5 Podminky S¥eni infekce

Faktory rozhodujici o &ni bakterii jsou zejména vihkost, teplota abph paiasi
béhem vegetace (KORBA, SILLEROVA, 2008). Ob&giatnym pravidlem pro rozvoj
choroby je to, ZeiffliS suché p&asi rozvoj Upla zastavi. Chladné, ale slume paasi
vyvoj choroby zpomali, a podminkami podporujicimzvoj choroby jsowetné srazky
pii teplém a vihkém peasi (KUDELA a kol, 2002).

Erwinia amylovora je schopna vyvoje v po¥mé Sirokém rozmezi teplot
4-32 °C. Nejvhod§si teplotou pro mnozeni této bakterie je 24-29 [t@alni teplota
je okolo 25 °C, protoZzeiptéchto teplotach se nejrychlejield pletiva hostitelskych
rostlin. Obsahuji velké mnoZstvi vody, a jsou prpto rozvoj onemoacii nejvice
nachylné (KORBA, SILLEROVA, 2008).Ptéchto teplotach, kdy jsou dny zarave
slunné a teplé, je i nagjtsi riziko infekce kéta. Je to proto, Ze viista i aktivita hmyzu,
ktery se jevi jako potencialni vektor pro spaloa&terie (KUDELA a kol.,, 2002).

3.4.6 Ochranné opatreni zabraiujici Sifeni choroby

Zejména je uplaébvano karanténni opgani, aby bylo omezeno vniknuti patogena
na Gzemi, kde jeSjeho $kodlivost nebyla zji&a (KUDELA a kol, 2002).

Péstitelska opateni

Jako gstitelské opaeni je uplaiovan gedevsim vhodny vyis pozemku. Mla
by byt i jistota naprosto zdravého sadbového meteriRi vybéru odiid by mel byt
bran ohled na stupierezistence vybranych oit k této chorob. Je doporéovano
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odstragni nachylnych hostitelskych rostlin, které by moltyt zdrojem nakazy, ve
vzdalenosti 500-800 m od vybraného pozemku (KORBILEROVA, 2008).

Mechanicka opateni

Dulezité je zbavit se zdroje nakazyimo uvnit sadu. Mla by se zakas
odstranit infekce kit a vyhori a tim zabranit sekundarni infekci. Ta se pakrigjen
vnitinimi pletivy, ale i de$m, wtrem ¢i hmyzem. Likvidace se provadi ditkoncem
zimniho obdobi, nebo v obdobi vegetace ihned pezna(KORBA, SILLEROVA,
2008).

Chemicka ochrana

V piipade chemické ochrany je nutné sphi pozZadavik nejen vysokeé
spolehlivosti, ale dlezita je i zdravotni a ekologicka nezavadnostkyakteré jsou
pouzivany proti bakteriim, majicinek bul’ bakteriostaticky — pozastavi mnozeni
bakterialnich bugk, nebo baktericidni — bakterialni iy rovnou usmrti (KORBA,
SILLEROVA, 2008). Proti bakteriim je prov&sa chemickd ochrana pouzitim
méd’natych pipravki nebo i pomoci antibiotik, ktergasto byvaji dinngjsi (KUDELA
a kol, 2002).

Biologicka ochrana

Jako alternativni ochrana proti této charobZz jsou mnoho let @vovany
mikroorganismy s antagonistickymi vlastnostndiciv Erwinia amylovora.V souasné
doke uZ jsou vyvinuty preparaty na bazi antagonistitkipakterii, nap Pseudomonas
fluorescensneboBacillus subtilis a také kvasinek. Tyto preparaty ale bohuzel zatim
nejsou VCeské Republice registrovany (KORBA, SILLEROVA, 2008

3.5 Péstovani kdouloni ve $kolnim podniku Zalsice

Kdouloré se zde z&ly pestovat z dvodu uchovani genetickych zdéomeére
rozStenych ovocnych druh ke kterym kdoulo&i v dneSni dob paki. Prvni
genofondova vysadba kdouloni byla v Zafch zaloZena vroce 1994. Byl k tomu
pouzit materiadl kdouloni z Ustavu ovocnictvi a Virednictvi v Lednici. Ten byl
postupi ziskan zady instituci, ale i od samotnych madspteli. Postupt byly

dophovany dalSi odrdy i genotypy, které byly ziskavany z domécich hraacnich
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zdroji. Tyto genetické zdroje maji jak ekonomickou, takkulturni hodnotu
(NERUDA a kol, 2009).

Vysadba kdouloni ve Skolnim podniku Zate, kterd je v ny§si doks
vyuzivana k hodnocenfiznych parametr, jako jsou nap pomologické vajSi i vnitni
znaky, fistove, morfologické a skliové Udaje apod., byla zaloZena v roce 2000
(NERUDA a kol, 2009).

Pro vysadbu byl zvolen pasovytmob vysadby vokarostoucich zakrsk a to
ve sponu 4,0 x 2,5 m. Vmeadi je udrZzovancerny uhor, ktery je pravidein
kultivovan, a pikmenné pasy jsou pravidélnastylany (NERUDAa kol, 2009).

Obr. ¢. 8: Vysadba kdouloni ve Skolnim podniku Zie
(zdroj: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/sagiip?kod=197p

Koruny kdouloni byly po vysadbtvarovany do dutého tvaru gg/fmi kosternimi
vétvemi, polokosternich &tvi byl ponechan dvojnasobny . Déle je provéash ez
udrzovaci, ktery zde slouzi k likvidaci polamanyeaakrslych a nevhodnrostoucich
vétvi, a také k odstrami zahusujicichéasti (NERUDAa kol, 2009).

Dulezita je samazjm¢ | vyziva a ochrana. VyZiva je zde provad
v podzimnim a jarnim obdobi a sfa v gihnojovani gipravkem Cererit Z Co se
ty¢e ochrany, zasfuji se zde na ochranu proti chorobam, a je pré&vaddpouze
piedjarni oSé¢eni (NERUDAa kol, 2009).

P¥i vysadl kdouloni byla pouzita celéada odiild (NERUDA a kol, 2009), zde

jsou vSak vyjmenovany pouze d@dy nami testované:
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‘Buchlovice 1°, "Hemus 2%, “Jurdk’, “Bereckého’,oubravicka’, 'BO-3’,
‘Prazskd’, ‘Suransk&’, "Morava’, ‘Triumph’, “Sereri®tlicnica’, "Leskoveka’,

“Juranskd’

3.5.1 Popis lokality Zabgice

V sowtasné dobje Skolni zermsdelsky podnik tvden dema oddlenymi pracovisti.
Je to pracoviét Lednice a pracovi§tZakiice (NERUDA a kol, 2009), ze kterého
pochazi testovany material.

Pracovid Zaksice se nachazi ve stejnojmenné obci, ktera & lik kilometr
na jih od Brna. Pozemky tohoto pracovipati do katastru &kolika obci. Uzemi, které
je zde obhospodavané, se nachazi v okrajovéasti kukdicné oblasti. Lezi
v Dyjsko—-svrateckém Gvalu aigy, které se zde nachazi, jsou neutralni az dtgbelé,
s nedostatkem humusu. Maji také velmi rozdilné esigZpodle toho, ve kter&asti
Uzemi se nachazi, odigh pigitych az po fdy jilovité. Na pozemky s lgh pidou
pusobi velmi negativéh obdobi bez srazek. Zignich typ zde fevazujicernozens
a drnoveé jdy. Jejich nevyhodou vSak je, Ze maji velmi propystubstrat, ze kterého
jsou vyplavovany Zziviny, a také maji nizkou vodapkcitu. Pozemky jsou zde navic od
nedavna pod vlivem spodni vody, jejiz hladina réestkolisa. Nacasti Uzemi
je ponerné vysoka, coz riize pisobit problémy zejména po vihké zinNa \&tSi casti
GUzemi md je ale stale jeStdeset az dvacet méthluboko, takZze neni hospadsgiy
vyuzitelna (NERUDAa kol,, 2009).

Skolni podnik se nachéazi v jihomoravské suchéstiblaro kterou je typické
vhitrozemské klima niZiny, otéené k jihu. Vysledek hospotini je pak ovliviovan
celoranim uhrnem srazek,ipdevsim jejich rozloZzenimébem vegeténiho obdobi.
Vyhodou je v této oblasti dlouhé veg#éta obdobi, které zde trva jomérné dwe sta
Ctyficet dni. Jarni prace &aaji v pd&atku rezna a konec vegeétho obdobi byva
asi v polovirt listopadu. Bive zde bylo pravidelné vysoké zeém piady, protoZze zdejSi
klima nebylo @ilis vhodné pro zakladani trvalych travnich poliost prabéhu let
ale trvalé travni kultury ibyvaly, a to zejména v podébvinohradi nebo sail
(NERUDA a kol, 2009).
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3.6 Explantatové kultury rostlin

Pletivové kultury rostlin, také oztavané jakoin vitro nebo sterilni kultury, jsou
dulezitym nastrojem jak proédecké studie, tak pro kondei i praktické vyuziti. | pes
to, Ze bylo dive dopordeno omezené uZzivani tohoto ozeai, jsou dnes obvykle
ozna&ovany sterilni kultury bu¥k, tkani, orgdhh a jejich sodasti na zaklasd
definovanych fyzikalnich a chemickych podminek,ojak vitro (SMITH, 2013). Tyto
definované podminky zahrnuji zejména teplotu, vHitkorhodna kultiveni média
a swtlo (KOVAC, 1992). Ziskavani tkévych kultur rostlin je technologie zaloZzena na
izolaci malych ¢asti rostlin a jejich naslednémustu na umilych médiich
(PANATTONI a kol, 2013). Znamena to, Ze se zrostliny, ktera hytarchow
sterilizovan&i sterilné péstovana, odéi urcita ¢ast. Ta je pak uchovavana ve sterilnim
prostedi a kultivovana za adekvatnich podminek. idmanoucasti rostliny nize byt
nag. ¢ast stonku, postranni pupen, vegdatavrchol, list, nebo i semena jednotlivé
buiky. U téchto ¢asti je moznost kratkodobé kultivacenwitro podminkach a mohou
z nich byt dokonce vyfstovany nové rostliny (KOVA, 1992). LIZARRAGAa kol
(1986) uvadi, Ze tuto techniku, nazyvanou jako stémove kultury, poprvé aplikovali
za W&elem odstragni viru priblizné v roce 1952 Morel a Martin n&ijne.

3.6.1 Vlastnosti explantati

Velmi dulezité je zejména stiexplantat, protoze fyziologicky mladsi tkaje
obecrt mnohem citli¥jSi, a to nejen v prostdiin vitro. V mnoha pipadech totiz starsi
tk&h nevytv&i kalus, ktery je schopny regenerace. Kéaiwho je obvykle mladSi tké
now vytvorena, tudiz je jednodusSi jeji povrchova dezinfekceterilizace, a tim
i vytvorenicisté kultury (SMITH, 2013).

Také r@ni obdobi nize mit vliv na kontaminaci explantaa nasledné reakce
v kulture. Tomuto jevu séka cyklofyza. Pikladem mohou byt pupeny nebo vyhonky
odebrané v fibé¢hu jara, kdy mladé vyhonky jsou mnohem cijsi nez spici pupeny.
Tkans, které jsou fyziologicky spici,&8inou nereaguji az do doby, kdy z dormance
vystoupi. Déle se stupekontaminace zvySuje vieehu léta a podzimnéi zimni

kontaminace pakd&Sinou byvaji nejhorsi (SMITH, 2013).

Na reakci tkaéh ma také vliv velikost explantatu. Obvykle platg &@m mensSi
explantat je, tim je¢¥Si jeho kultivace (SMITH, 2013). Velikost tkar{nagiklad
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veget&ni vrchol by ml mit velikost 5-10 mm neb&ast meristému o velikosti
maximalré 0,7 mm) je kritickym bodem pro dosaZeni bezvirOkualtury s ohledem
na skuténost, Ze mensicast tka® miaze byt charakterizovana jakoeast s nizSi
koncentraci viru. Velikostéasti meristétmu «uje schopnost explantatu fgiit
na specifickém Zzivném médiu &as potebny k vytvdeni nové rostliny. Navic,
s ohledem na to, Ze je tato technolagisow¥ nara@na, je kzné pouzivaniiznych tym
meédii doplrnych rekolika hormony (PANATTONIa kol, 2013). \&tSi explantaty
obsahuji vice rezervnich Zivin astovych regulatar k udrzeni kultury. Rostliny maji
rizné hladiny hormai v ramci celé rostliny, zalezi na ungist explantatu, tzv.
topofyze. Pré¥ i odliSné hladinydchto latek mohou bytidrodem tiznych reakci pletiv
v in vitro prostedi (SMITH, 2013).

Vhodné je i odebirat explantaty z rostlin, ktegoy zdravé, ve srovnani
s rostlinami, které jsou ki pod vlivem stresu z nedostatku Zivén vody, nebo u
kterych se projevuji symptomy oneméon V rekterych gipadech, jakoteba i
dokazovani viruprostych rostlin, mohou byt rostlirynichZ je explantat odebiran,
nakazené jednim nebo i vice viry (SMITH, 2013).

3.6.2 Explantatové kultury v zemédélstvi

Explantatové kultury jsou stale vice upilatané i pimo v zenddélské praxi.
Postupemc¢asu se stavaji utezitou sodasti pro moderni zetdélské technologie.
Existuje rékolik hlavnich oblasti pro jejich vyuZiti. Je tdeplevSim fi ozdravovani
rostlin a tim padem je i produkovan bezvirdzniliosy materidl. Déle také produkce
geneticky shodného materialu presinictvim mikropropagace. Daji se tak rychle
mnozit nové vysleckné odady, atd. (KOVAC, 1992).

Jako komemi vyuziti tkaovych kultur v zemadélstvi se uplatuje predevsim
mikropropagace. Ta je pouZivana hlavpii mnozZeni zeleniny a ovocisky
vyznamnych druth rostlin a také na produkci okrasnych diuhrostlin.
NejvyznamrjSimi kategoriemi rostlin, které jsou mnoZzené mikapagaci, pai
ovocné deviny, cibuloviny, hrnkové kitiny ¢i kvétiny k fezu. Hlavni ovocné druhy,
u kterych se nejvice pouziva mnozZeni mikropropaggoiu nap. jahodnik, jablé,
treSei1, broskval, meruika, vinna réva, atd. (KOV@A, 1992).
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3.6.3 Mikropropagace

Mikropropagace je metoda pletivovych kultur, ktgeav dnesSni dob tradicnim
zpisobem vegetativniho mnozeni rostlin (KOWA1992). NejdleZitsjsi technikou této
metody je rychlé mnoZzeni meristértMILOSEVIC a kol, 2012). Meristém je aktivn
rostouci ¢ast rostlinného vyhonu. Je to mald oblast sloZzemgclde se dlicich
(meristematickych) butk (LIZARRAGA a kol, 1986). Apikélni pupeny nebo nodalni
segmenty nesouci UzZlabni pupen jsou kultivovanyprowgeni a regeneraci. Postupy
explantatovych kultur nejsou odliSné od obecnychtygdi pro mnozeni a regeneraci
vyhoni in vitro. DileZitou podminkou je vSak to, Ze vychozi explantéisi mit
co nejmensSi moZnou velikost, aby bylo moZné izdlopauze apikalni meristém
(MILOSEVIC a kol, 2012). Jako kazda metoda taélu vyhod i nevyhod (KOVE,

1992).

Vyhody mikropropagace

Kultury jsou odvozovany z velmi malych segnmenostlin, na kterych dochazi
k regeneraci malé rostliny. Nezalezi na tom, z j@gdi maténé rostliny jsou segmenty
ziskany, protoZze mikropropagade vitro vzdy vede Kk vytvieni nové rostliny
(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). K ziskani velkého gtu rostlin neni u této
metody poteba iliS mnoho prostoru. RozmnoZovani rostlin probilea sterilnich
podminek. Pokud je tedy kultura odvozenavitro, je zde pi mnozeni tér nulové
riziko Uhynu rostliny z dvodu onemoc#ni. Odvozené rostliny pak ani zpravidla
neobsahuji Zadné bakteriatimhoubové patogeny (KOVA, 1992).

Tato metoda je také vhodna pro produkci viruprdstyostlin. Plati zde, Ze
pokud k zalozeni kultury pouzijeme bezvir6zni midler budou bezvir6zni
i regenerované rostliny. W vitro kulture je také moZznost eliminace virovyafastic
nachazejicich se v explantatu, a to vhodnou uUprakdtivacnich podminek (vice
v kapitole 3.7). Diky produkci rostlin prostych wii jinych patogef je usnad#éna
mezinarodni spolupracé&iprymeéné rostlin s ohledem na sanitarni aofeati jednotlivych
stati. Jsou pesr¢ definované podminky ip mnozZzeni a je také mozna regulace
jednotlivych faktofi, které rozmnozovani ovliwji. Z této skuténosti vyplyva, Ze je
rychlost mikropropagace o mnoho vy3si, neZ u ¢rédpouZivanych metod (KOVA,
1992).
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Velkou vyhodou je minimalni poSkozeni miated rostliny vedouci k ziskani
velkého pétu novych rostlin. Je zde i moznost produkekterych klori ¢i druhi
rostlin, které se ip pouziti tradénich metod vegetativniho rozmnozovani nemnozi
viabec nebo jen velmi pomalu, nebo kterych je k digpopn omezené mnozZstvi
(KNITL, 2011).

DalSi nemalou vyhodou je santeprg i cena. Ta u této metody byvétSinou
srovnatelnd s cenou rostlin, které jsou mnozendictrami postupy. Velmi vyhodné
je ito, Ze mnozenin vitro Ize provadt v pribéhu celého roku a neni nutné ohlizet

se na meteorologické podminky, coZ u klasickychooheeni mozné (KOVA, 1992).

Protoze je vychozi material velmi maly, neniipba iliS velkd sklenikova
plocha pro uchovani mateych rostlin. V obdobi mezi pasazemi navic rostimyitro
nevyzZaduji tér& Zadnou pé, jako je nap. chemické ochrana, pleti nelfelia zavlaha.
Je také moznost jejich uchovani po delSi dobu stf@di bez vyskytu patogén
a i nizkych teplotach. Proto je zde moznost uchov@nhoziho materialu beztsich
naroki na pracnosti prostor. Jsou tedy celkdvmnohem méhn narané (KOVAC,
1992).

U mikropropagace je také diky vysokému koeficiemunoZeni umozmo
zkraceni Slechtitelského cyklu a tedy i rychlejsimmozeni a zavedeni rov
vySlechténych odfid (KNITL, 2011).

Nevyhody mikropropagace

Hlavnimi nevyhodami je fiedevsim vySSi cena laboratorniho vybaveni a také
pracnost. Zatim totiz nebylo umao vyuziti mechanizace pro jednotlivé faze
kultivace. Drahy je i provoz samotné laboratoktery je dosti natmy na chemikalie,
energii, atd. (KOVA, 1992).

Mikropropagaci je mozné pouZzit zejména u bylin.dk¢vin je to o ®co
komplikovargjSi - SirSimu pouZiti metody brani &wizsi schopnost regenerace, nebo
naopak — nadna tvorba regenetaiho kalusového pletiva. K redukci jeho tvorby je
pak nutnd Uprava mnozstvi astovych regulatdr v médiu DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010). V odbornych pracich jsou zpravidlastmvany systémy

pro jeden kultivar (genotyp, aoitu). Neplati vSak, Ze ten samy postup bude fungovat
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i pro jiny . Je to z tohotd/odu, Ze kazdy explantat, ktery je odebrany z jimihitivaru,
ma jiné pozadavky na kultizai podminky (KOVAC, 1992).

U vetSiny systém mikropropagace je k zakergni rostlin vyuzivano podminek
in vitro (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010). Tim dochazi ke zvySeni nakiad
produkce (KOVAC, 1992) a také ty keny, které byly vytvené vin vitro prostedi,
nemusi byt zcela fugki. Navic tvorba adventivnich ki piimo z primarniho
explantatu neniifli§ ¢astda DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). Po jejich penosu
do pidy pak dochazi k uhym rostlin, a nebo je nutné je n#ijk zakdenit vin vivo
podminkach. Proto je nezbytné odvozeni efekjSioh a levijSich systém, které
i lepSi jejich aklimatizace nin vivo podminky. Je takéutkZité omezit ztraty rostlin
pii jejich aklimatizaci. Toho je mozné docilit odvedem vhodnych Kkultivénich
systéni. Ty by mohly vést ke sniZenitifiSné transpirace rostlin na ¢aku
aklimatizace. Nutné je i zaji&ti vhodnych postup pro ochranu rostliniipd moznym
napadenimuznymi mikroorganismy. K tomu @ize lehce dojit poifgvodu rostlin ze
sterilnich podminek do nesterilnich. d&b aklimatizovanych rostlin tedy e byt

zvysen sterilizacify a aplikaci fungicidnichi baktericidnich latek (KOVA, 1992).

VSe se ale netyka pouze samotnych rostlin. Naadnaroné je také ziazeni
a vybaveni laborate pro explantatové kultury. Jsou zde i vySSi nano&ykvalifikaci
pracovniki nez u klasickych metod mnoZzeni rostlin. Nutna jeptimalizace celého
systému mikropropagace. Je fdeZité hlavig proto, aby nedochazelo witém obdobi
roku k pretizeni laborat®@. Z&izeni pro mikropropagaci bydo byt vyuzivano plynule
po cely rok. Proto je nutné uchovavani a kultivagplantatovych kultur ip nizSich
teplotach. VysSi je i vyrobni cena rostlin, ktesdy produkované explantatovymi
kulturami, oproti ce& rostlin produkovanych d&nymi postupy mnozZeni rostlin
(KOVAC, 1992).
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3.7 Moznost ozdraveni

Jako rostlinné patogeny jsou ozoaany hlistice, houby, bakterie, mykoplazmy,
viry a viroidy. Jsou to organismygnosné a mohou byt tedyegmasSeny z napadenych
rostlin na rostliny zdravé. OvSem ne vSechnjikyuse stavaji infikovanymi. Pletivové
tk&dré nékdy mohou astat zdravé (LIZARRAGAa kol 1986).

Velikost tchto patogetn se znan¢ [iSi. Mezi rostlinnymi patogeny pét
k nejwtSim hlistice. Ty mohou byt lehce pozorovany posw#elnym mikroskopem.
Naopak nejmensimi patogeny jsou viry a viroidy gjikch pozorovani je nutny
elektronovy mikroskop (LIZARRAGAa kol., 1986).

Vyskyt choroby nezavisi vyhradjen na pitomnosti hostitele a patogena. Také
podminky progdtdi, gredevsim vihkost a teplota, hrajiléZitou roli v rozvoji choroby.
Tudiz nize byt choroba definovana jako produkt interakceirhestitelem, patogenem
a podminkami prosgtdi. Tato pedstava o nemoci je znama jako ,disease triangle"
(LIZARRAGA a kol, 1986).

Existuji i pristupy k eliminaci patogénz rostlin. Jsou to explantatoveé kultury,
chemoterapie a termoterapie. Explantatové kultuohoo byt pouZity i v kombinaci
s chemoterapii nebo termoterapii. Termoterapie r@stémove kultury se ve velké rai
pouzivaji zejména k odstram vira a jinych endofyd, jakou jsou bakterie, houby nebo
sinice (TRIGIANO, GRAY, 2011).

3.7.1 Vyuziti explantatovych kultur p ¥i eliminaci patogeni

Za &elem ozdravovani rostlin, coz tedy znamené k produkuprostych rostlin
nebo rostlin bez houbovyati bakterialnich ndkaz, mohou byt vyuZity i expldaté
kultury (KOVAC, 1992). Meristémové kultury jsou Siroce pouzivékgliminaci
rostlinnych patogein a nepatogennich endalytale pouze pod podminkou, Ze bude
apex prosty vSech mikroorgani8rfiTRIGIANO, GRAY, 2011). K eliminaci ¢kterych
houbovych ¢i bakteridlnich infekci rmze dojit jiz @ zakladani sterilnich kultur.
K eliminaci bakterialni infekce dochazi i vipehu kultivace izolovanych meristém
ve kterych se nenachazi cévni svazky. Ty totizAlk$ienitady rostlinnych patogén

Eliminace bakterialnich kontaminaci je také mozZzn&@ midani antibiotik

27



do kultiva&tniho média. Tento postup se ovSem d&&mepouZziva, protoZze antibiotika
pusobi na biiky explantatu toxicky (vice v kapitole 3.7.2) (KOVA1992).

Stale ¥tSi uplatrni maji explantatoveé kulturyrpprodukci bezvirdznich rostlin.
Tato metoda se o&tcila v mnoha zemich a to zejména u rostlin, kteofl j;anozeny
vegetativi. Kazdy rok jsou Slechtiteli produkovany édy uzitkovych rostlin, které
jsou bul’ vynosrjsi, nebo i chtiove kvalitngjSi. Problém je ale vtom, zetkteré
odnidy, zvlask ty s wtSimi vynosy, nevydrzi byt vynosné a zdravé dedgiud Vynosy
zanou ot klesat, dojde k napadani virovymi chorobami a fdem musi byt
po réjaké dok vyskrtnuty ze seznamu povolenych wdirK vyreSeni &chto probléni

jsou préa¥ rostlinné explantaty upkavany stale vice (KOVA, 1992).

Virova onemoc#ni nejsou ¥tSinou ffenasena v jibéhu generativnino mnozeni
prostednictvim semen. KdeZto pouzivanim ttadch postup vegetativnihno mnozeni,
které jsou u vyznamnych dramostlin vyuzivany hoj& maze k virovym nakazam dojit
velmi lehce. Aplikaci meristémoveého mnoZeni dojdeuskach explantatu dhem
kratké doby kultivace k eliminaci virovyatastic. V mnoha fipadech se ale v hkach
meristému virov&astice nenachazi, protoZze zde chybi cévni spojestasnimicastmi
rostlin. Jako vychozi explantaty se k ozdraveniliropouZivaji vlastni meristematické
vrcholy bez pilehlych listovych zakladl. Jejich velikost se pohybuje
v rozmezi 0,2-1,0 mm, &hoZz je rejmé, Ze explantaty jsou mnohem menSi, nez

v pripadt pouhého meristémového mnozeni (KOV/A1992).

Jak jiz bylo zmi#no, meristémové kultury se vyuzZivaji i v kombinaci
s termoterapii. Je to metoda dnes j§rd pouzivana k produkci bezviréznich rostlin
u riznych rostlinnych druly jako je nap. jahodnik, jablaé, brambor,éesnek a dalSi
(KOVAC, 1992).

3.7.2 Antibiotika

| kdyZ jsou antibiotika &n¢ pouzivana v kulturach zi¢@nych bugk k zabragni
bakterialni kontaminace, v rostlinnych pletivovyéiulturach tak Siroce pouZivana
dosud nejsou. Tytoifrodni produkty mohou #mit rist a vyvoj explantatovych kultur
in vitro. Ve skut€nosti jsou pletivové tkank antibiotikim velmi citlivé a vykazuji
odliSné reakce v zavislosti na jejich genotypu ARRAGA a kol, 1986). Pokusy
pouzit antibiotika k ovladani bakterialnich infekciostlindch maji obeénza nasledek
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pouze odstrami priznaki, nikoliv v8ak eliminaci patogena (TRIGIANO, GRAY,
2011). Mnoho specialistna explantatoveé kultury se nespoléhd na antil@igikozto na
moznost odstrami povrchovych kontaminaci. Nejen, Ze jsou dral&také neni zadné

Z nich ®&inné proti vSem moznym tyin organisnd zpisobujicich kontaminace.
Antibiotika se tedy pouZivaji pouze tehdy, kdyZomstragni mikroorganism jinym
zpisobem obtizné (LIZARRAGA kol, 1986). To ovSem plati pouze v zemich, kde je
pouzivani antibiotik pro tyto dly povoleno (TRIGIANO, GRAY, 2011). Veské

Republice zatim stale povolena nejsou.

3.7.3 Chemoterapie

Rozvoj vyzkumu v oblasti chemoterapie nebyl dopotaldintenzivni, jako prace
provedeny na termoterapii. Byly ovSem poskytnuty itadhé Fispsvky
z nejrozsahlejSich vydewani protivirové chemoterapie v klinické medicity tomto
ohledu byl rozhodujicim momentem v oblasti vyzkumabjev ribavirinu
(PANATTONI a kol, 2013). Ribavirin pdt mezi virostatika. Jsou to latky, které jsou
¢asto pouzivané pro dbu virovych onemoami v humanni medicén Dnes uZ jsou
v3ak s Gsgchem pouzivany i k eliminaci viru rostlin (KRIZAN a kol, 2013). Metoda
chemoterapie zaloZzena na pouZziti antivirovych abakterialnich latek neni stale
k ozdravovani rostlin pouzivana tak Siroce. Z veléti je to hlava kvili nakladim
a také z dvodu obtizného udrZeni jejich stalé koncentracestlinach. (TRIGIANO,
GRAY, 2011). Nicméa skute&nost, Ze je k dispozici nedostaié mnozstvi zdrdj
a znalosti v oblasti molekularnich vlastnosti mnolftovira jsou stale také
nedostaténé, znamena, Ze je v této oblasti i mnohem éngrsledki, nez v samotné
medicire (PANATTONI a kol, 2013).

3.7.4 Termoterapiein vitro

Termoterapie pét mezi metody fyzikalni. Tyto metody se v ochfanstlin proti
patogeim zpisobujicim bakteriozy ifliS nevyuZivaji, vyjimkou je jejich vyuziti
pii sterilizaci, dezinfekcic¢i terapii. Infikované rostliny nebo vegetativni any je
mozné pomoci termoterapie pato@jerbavit. O3duji se vegetativni organy v déb
veget&niho klidu tim zgisobem, Ze se poditou dobu pontuji do teplé az horké vody
(KUDELA a kol, 2008).
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Protoze metoda termoterapie vitro k ozdravovani rostlin od bakterialnich
patogeri dosud nejspiS nebyla pouzita, je zde popsano waddai rostlin od patogén

virovych.

In vitro termoterapie je metoda pouzivana zejména k ozdémorostlin od
vira. Princip této metody je zaloZen nésfovaniin vitro rostlin @i vysokych teplotach
(udava se rozmezi teplot 34-40 °C), a to po dobungkalika tydni (POLAK, 2009).
PANATTONI a kol (2013) uvadi, Ze rostliny, neb&asgji jejich casti, maji byt
kultivovany v rozmezi teplot 35-54 °C p#éipéirenou dobu. To vSechno v ramci hranic
tolerance jednotlivych rostlin. V praxi pak zvoletgplota pedstavuje nejlepsi mozny
kompromis mezi eliminaci viru agzitim rostliny. Je nutné brat ohled na to, Ze pvah
hodnota tepelné citlivosti ékterych viti je nizSi, nez u rostlinnych bk
a Ze poSkozeni rostlinnych tk&niugpbena tepelnym stresem mohou byt napravena

shadgji, nez virové poskozeni.

P¥i vySSich teplotach totiz dochazi kdudotasnému pozastaveni, nebo
az k trvalému zastaveni syntézy nukleovych kysetistlinnych vif. Fxi zastaveni
syntézy nukleovych kyselin sé&gousi i tvorba specifickych virovych protéinKrome
toho, Ze tedy dojde ke zpomaleni nebo Uplnému wzastavirové replikace, vysoka
teplota také omezuje pohyb jiZifwmnych virovychc¢astic mezi bitkami hostitele
(POLAK, 2009).

P¥i postupu ozdravovani rostlin pomoci termoterdapi@itro kultur se vychazi
z toho, Ze viry ¥tSinou nejsou schopné infikovat meristematickaiydetJe zde tedy
velka pravdpodobnost, Ze izolované vrcholy, které budou pgu&io novou kultivaci,
nebudou obsahovat Zadné viry. Vyhodou metod ozdaémip které vyuZivajin vitro
kultury, je sodasreé i malé riziko, Ze oftovré namnozZené vybrané zdraveé rostliny
budou znovu infikovany (POLAK, 2009).

Pro ozdravovani rostlin je vhodn@n vitro kultura, ktera je zaloZena
z vegetdnich vrchot, jejichZ velikost by mila byt zpravidla ¥tSi, nez 0,2 mm. Kultura
by pak ngla byt vedena ve fortnaktivré rostoucich vrchdl na pevném agarovém
médiu. Je to dopotovano zejména zisodu uchovani oddové stability (POLAK,
2009).
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U praktického ozdravovani je platné obecné praviditeréiika, ze¢im je
vychozi odebrany explantat mensi, tim je vySSi gifawdobnost toho, Ze bude odvozen
viruprosty jedinec. Zaroveale také plati, Ze se zmensujici se velikostiaxrptu klesa
i pravdépodobnost toho, Ze izolovany vrchdkpije. Pro ozdravované rostliny je dalSim
stresovym faktorem vysoka teplota, ktet@gahuje 30 °C. Tento faktor bohuzel vede
k tomu, Ze rostliny &Sinou z&nou odumirat jest v pribéhu terapie. Na z@tku
ozdravovani p pouziti explantatovych kultur je vhodné, aby bglanovena teplotni
odolnostin vitro rostlin oSetovanych drufi. Sokasré je hodnocena a v dané tegilot
vzajemré porovnavana rychlost odumirdnistovych vrchal u jednotlivych odid.
Zéarovei je cilem, aby byla v ibéhu prebyvani rostlin ve vysokych teplotach nalezena
nejpoza@jSi mozna doba pro odbvrcholovych meristéiin Ta by gitom i umoznila

pieziti a regeneraci aspoasti odebraného rostlinného materialu (POLAK, 2009)

3.8 Test patogenity za pouziti explantatovych kultur

Poprvé byla technika explantatovych kultur pou#it80. letech 20. stoleti ke
zjistovani virulence kmehn Erwinia amylovora Testovanou rostlinou byla jalilo
napsstovana v laboratornich podminkach. Namnozené agget vrcholky byly
inokulovanyin vitro prostednictvim rizek pondéenych v suspenzi spalové bakterie tak,
Ze jimi byly odstizeny jeden nebo vice vrcholovych li&tkPo 14 dnech se na
rostlinkach objevily fiznaky (nekrézy, vodnai pletiv) (KOKOSKOVAa kol, 2009).

Je to inovovany biologicky testdan speciélé pro Erwinia amylovora pavodce
bakterialni spaly tzovitych. Obvykle se test pro potvrzenfitpmnosti patogena
provadi na nezralychdcich nachylné oddy hrusri (pfipadreé jablorg). Na pletivech
nezralych plod jsou totiz dobe pozorovatelné projevy napadeni v pagsbzovych
kapek. Nevyhodou v3ak je, Ze je mozné ho prév@duze v utitém obdobi roku.
Praw vtomto ohledu je vyhoda testu technikou explawgath kultur, protoZe tento
test je mozné proveést kdykoliv bez ohledu na&nfoobdobi, a navic je srovnatelny
stestem na nezralych vplcich. Je proto dopo¥avan pro kazdodenni vyuZiti
v diagnostickych laboratfch (KOKOSKOVAa kol.,, 2009).

Pro tyto testy je pteéba vybrat odrdu, kterd je nachylna kipodci spaly
razovitych. Prostedi pro praci musi byt naprosto sterilni. Rostlirexplantaty jsou

péstovany ve sterilnich sklefkiach se specialnim kultigaim médiem (na 0,5 | média
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— 3 g agaru, 15 g sachardzy, 2,2026 g Murashigegshuédia (Duchefa), 5 ml BAP
(benzylaminopurin), pH 5,5 — 5,8, sterilizace voddvu — 15 min, 120 °C).
K pasazovani jsou pouzivany jednonodalni segmentyrcholové casti rostlin.
Newtvene rostliny se shaji na mal&asti tak, aby kazda z nich nesla alasjgalen list
sjednim axialnim pupenem. Skl&ky s kulturami jsou kultivovany 4 tydny
v termostatu a po této délsou dorostlé pro inokulaci. NejmenSi explant&yfitelné
pro inokulaci byvaji dlouhé cca 4 cm. Je vhodné moétlinky alespd této velikosti,
aby Zistala dostata¢ velkacast pro hodnoceni. &8i rostlinky jsou pak zkracovany,
aby nEly vSechny jednotnou velikost. Kontaminované nebdarostlé rostlinky byvaji
z pokusi vyifazovany. Je tedy vhodné&ippasazovani ptat s utitym mnozstvim

neus@sné nagstovanych kultur.

P¥i inokulaci se odsthuje vzrostny vrchol a do mistafibiu se pipetou nanasi
inokulum. VSechny od&Zenécasti jsou pak ze skletky odstraovany, aby nedoslo ke
kontaminaci prosedi. Na vzrostny vrchol je aplikovano tolik bakéni suspenze, aby
se na 8m pxi inokulaci udrZzela a nestékala dopo rostlire. Rostlinky pak byvaji
hodnoceny od 3. do 7. dne po inokuladiizRaky napadeni jsou pak hodnoceny podle
zbarveni na listech, nekrotickych skvrn na listectaké pétu bakterialnich kapek na

stonku. Hodnoceni probiha 5 po 8gioucich dii a vZzdy ve stejnou denni dobu.
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4 MATERIAL A METODIKA

Na lokali# Skolniho zersdélského podniku Zatice bylo v roce 2014 sledovano
onemockni bakterialni spaloutzovitych. Patogenem #pobujicim tuto chorobu je
druh Erwinia amylovoraktery napada i kdoul@n Vyskyt tohoto patogena byl sledovan
piimo ve vysadbach kdouloni, ve sbirce pana gteiznitka z Mendelovy univerzity

v Brné. Bylo tak provedeno v sadu, ktery zahrnuje ccakifi tohoto keée.

Byla vyhodnocovana intenzita napadeni a hodnobgloi prova@no ve dvou

teminech.

4.1 Seznam testovanych odid

Celkem bylo odebrano a testovano 14aodr
"Buchlovice 1°, "Hemus 2%, "Jurdk’, "Bereckého’,oubravicka’, "'BO-3’,

"Prazskd’, ‘Suranska’, ‘Morava’, “Triumph’, “Sereri®tli¢nica’, “Leskovaka’,

“Juranskd”

4.2 Média pouzivana ¥ kultivaci

Zakladnimi slozkami médii jsou mikroprvky, makrokyy vitaminy, Fe, gelujici
(tuhnouci) latka (agar, Gerlite nebo Phytagel)haad (sacharéza)fistové regulatory
(BAP — benzylaminopurin, NAA — kyselina naftylocév Je také nutné upraveni pH na
hodnotu 5,5-5,8.

Jako gelujici slozka byl pouzivan agar. Navic bga meédii pidavana

antimykotick& smss (roztok snisi antibiotik—antimykotik — Sigma Aldrich).

Pro kultivaci byly pouzivany 3 druhy médii — McCowoody Plant medium
(WPM), Murashige & Skoog medium (MS) a MP médium.
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4.2.1 Slozeni médii

McCOWN WOODY PLANT MEDIUM (WPM)

Tab.¢. 1: Mikroelementy

Latka mg/| uM
CuSQ-5H,0 0,25 1,00
FeNaEDTA 36,70 100,00
H3BOs 6,20 100,27
MnSQOy- H,O 22,30 131,94
NaMoO,4- 2H,0 0,25 1,03
ZnSQy- 7TH,0 8,60 29,91

Tab.¢. 2: Makroelementy

Latka mg/l mM
CaCl 72,50 0,65
Ca(NQGy),- 4H,0 471,26 2,35
KH,PO, 170,00 1,25
K2SOy 990,00 5,68
MgSOy 180,54 1,50
NH4NO3 440 5,00

Tab.¢. 3: Vitaminy

Latka mg/| uM
glycin 2,00 26,64
myainozitol 100,00 554,94
kyselina nikotinova 0,50 4,06
pyridoxin HCI 0,50 2,43
thiamin HCI 1,00 2,96

Dale toto médium je8tobsahujel mg/IBAP, 0,1 mg/l NAA, antimykotickou si&s
a 20 g sacharozy.
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MURASHIGE & SKOOG MEDIUM (MS — médium M1)

Tab.¢. 4: Mikroelementy

Latka mg/l uM
CoChL-6H0 0,025 0,11
CuSQ-5H,0 0,025 0,10

FeNaEDTA 36,70 100,00

H3BOs 6,20 100,27

Kl 0,83 5,00
MnSQ,- H,O 16,90 100,00

NaMoOy- 2H,0 0,25 1,03
ZnSQy- 7TH,O 8,60 29,91

Tab¢. 5: Makroelementy

Latka mg/l mM

CaCb 332,02 2,99
KH,PO, 170,00 1,25

KNO3 1900,00 18,79
MgSOy 180,54 1,50
NH4NO3 1650,00 20,61

Tab.¢. 6: Vitaminy

Latka mg/I uM
glycin 2,00 26,64
myainozitol 100,00 554,94
kyselina nikotinova 0,50 4,06
pyridoxin HCI 0,50 2,43
thiamin HCI 0,10 0,30

DalSimi slozkami tohoto média je 15 g sachar6zyg, dktivniho uhli a 8 g agaru

(v zavislosti na pouziti média — jako tekuté naliwe).

35



MP médium

Toto médium ma stejné sloZzeni i mnozstvi mikroeety) makroelemerit
a vitamiri, jako médium WPM. Déle jeSbbsahuje 20 g sachardzy, 1 g aktivniho uhli,
8 g agaru aistové regulatory meta-topolin Omol a IAA 0,1 umol (kyselina

indolyloctova).

4.2.2 Priprava médii

Média obsahujici zakladni slozky, kterymi jsou roddementy, makroelementy
a vitaminy, jsou k dispozici v poddisuché latky (Duchefa, Holandsko). Ostatni slozky
jsou do nich fdavany v pibéhu pipravy. Kazdé médium bylo fipravovano
v mnozstvi 1000 ml, uvedené mnozstvi jednotlivytdvek je tedy ufeno pro tento

objem.

WPM médium

Toto médium bylo pouzivano pouze jako tekute, eattd &) nebyla gidavana

gelujici slozka agar.

Do 900 ml sterilni destilované vody v lahvi byldidano 2,46 g suché sisi
WPM média, 1 mg BAP a 0,1 mg NAA. Poté bylo&ano pH celé sisi na pH metru,
jeho hodnota musi byt 5,5-5,8. Po&eni bylo do lahveifidano je& 20 g sachardézy.
To celé bylo vloZzeno do autoklavu Tuttnauer na 90uty pricemz 15 minut z uvedené
doby probihala sterilizaceipeplo& 121 °C a tlaku 125 kPa. Po uplynuti poZzadované
doby byla smis prenesena do waténého a sterilniho flowboxu, kde bylygaem
nachystany v autoklavu sterilizované kultimé nddoby typu Magenta (Sigma Aldrich)
(dale jen magenta). Zde byla do lahv@@na antimykoticka s#s, kterd se uchovava
v mrazaku. Ta byla do médidigévana filtraci za studena pomodiilsacky, na kterou
byl nasazen jednorazovy sterilni filtr Whatman piise s pory o pmeéru 0,25 um
(touto velikosti pdk neprochézi spory hub, kvasinky ani bakterie). &@sl byla celéa
tato smés doplrgna sterilni destilovanou vodou na 1000 ml a igqwdna. Do kazde
Zz magent bylo nalito 50 mlijpraveného média, magenty byly ugawy a pipraveny

K pouZziti.
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MS médium M1 s agarem

Do 1000 ml sterilni destilované vody bylédano 2,2 g suché sisi MS média
a 1 g aktivniho uhli. Nasledrbylo znmeéteno pH, opt na hodnotu 5,5-5,8. pH musi byt
meéieno aZz po fidani aktivniho uhli, protoZe ovitwje jeho hodnotu. Dale bylo
do sntsi piidano 15 g sacharozy a cely roztok byl réled na poloviny do kadinek.
Do kazdé bylo fidano 4 g agaru (tzn. 8 g agaru/l lésih a smds byla vioZzena
do mikrovinné trouby, kde se nechala raivaNasledi byly ok& poloviny sngsi
smichany dohromady. @fpbylo do kazdé zigdem nachystanych mageiielito 50 mli
piipravené srési, byly uzaveny a vlozeny do autoklavu, kde pébla jejich sterilizace

za stejnych podminek, jako vgaichozim fipack.

MS médium M1 bez agaru

P¥iprava tohoto média prébla steji, stim rozdilem, Ze bylo pouzito jako
tekuté, takze b jeho gipraw nebyl do smssi pridan Agar, tudiz nebylo piwba vkladat

do mikrovinné trouby na rozyeni.
MP_médium

Do 900 ml sterilni destilované vody byl#igdno 2,5 g suché ssi MP média,
1 g aktivniho uhli, 20 g sacharézy, 8 g agaru,alozheta-topolinu 0,umol a roztok
IAA 0,1 umol a bylo zndfeno pH. Poté byla do roztokdigéna smis antimykotik jiz
zminovanou filtraci za studena. Nasledoyla snés dolita sterilni destilovanou vodou
na objem 1000 ml apromichana. Préipmvu tohoto média jsou nutné sterilni
podminky, protoZze se pro sterilizaci nevklada dtoldavu. Divodem je obsahuijici

IAA, u kterého dochazi v autoklavu k degradaci.
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4.3 Zpracovani materialu

4.3.1 Odbér a zpracovani letorosti

Ve dvou terminech byly odebrany letorosty s vegetahi pupeny kdouloni.
V anoru to byl odbr zimnich pupef a v srpnu pak pupeny zaloZzené na nasledujici
sezOnu. Oddr letnich pupeh byl pivodre planovan nacerven, ale z technickych
duvodi se pod#l az v srpnu, kdy bylo &Si riziko kontaminace. Letorosty kdouloni
s vegetativnimi pupeny byly odebranyimo ze sadu ve Skolnim podniku Zade.
Nasledi byly ptevezeny do laborate, kde byly zpracovany. Jednotlivétwicky byly
nastihany na segmenty dlouhé 10-15 cmigent azcétyfmi nody a do doby pokusu
uchovany v chladdte.

Bylo zaloZzeno celkem 8 pokius7 poku$ bylo provedeno z pupénzimnich
a 1 pokus byl pak z pupgtetnich.

4.3.2 Povrchova sterilizace materialu

Po zpracovani materialu byla jedtred zaloZzenim pokusu provedena sterilizace

vétvicek z divodu odstraéni povrchovych néstot.

Urcity pocet segmerit byl vlozen do reagemi lahve (NTS lahve) tak, aby
v kazdé bylo cca 10 pupgnod jedné odrdy. Hrdlo lahve bylo fekryto gazou,
aby v pfibéhu sterilizace nedoSlo k vyplaveni segnienen. Nasled& byl obsah
nadoby proplachovan po dobu 5 minut pod tekoucbuoske saponatem. DalSi postup
sterilizace uz probihal ve sterilnim pr@sti laminarniho boxu a byl provedetmmi

Zpasoby:

0,2% roztok HqCl,

Po proplachnuti 70% etanolem byl do lahve se sagmealit 0,2% roztok
chloridu rtinatého tak, aby byly vSechny pdané. Nasledovala sterilizace v tomto
roztoku po dobu 8 minut s &éisnym praepanim. Po uplynuti této doby byl roztok
vylit a nasleda byl obsah 3x proplachnut sterilni destilovanou aiadLahve byly

uzaweny sterilni zatkou a timipraveny na termoterapii.
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0,1% roztok HgCl»

Postup byl stejny, jako uigdchoziho zfisobu. LiSilo se jen to, Ze na segmenty
byl nalit 0,1% roztok stejné latky a sterilizacelpihala po dobu 10 minut. Nasledovalo

opet 3x promyti sterilni destilovanou vodou.

0,2% roztok HqCl, + Savo

Nejdiive prokthla sterilizace 0,2% roztokem chloridu tiatého po dobu
8 minut. Po uplynuti poZzadované doby byl roztokitwyldo lahve byl nalit dalsi roztok,
tentokrat to byl 20% roztok Sava. @gprokehla sterilizace, zde byla poZzadovana doba
20 minut. Po této dabnasledovalo stefnjako v gedchozich fipadech 3x promyti

sterilni destilovanou vodou.

4.3.3 Sterilizace nastroj

Veskeré nastroje (v naSemigmd to byla pinzeta a skalpel), které byly pro praci
v laminarnim boxu pouzity, musely byt také sterildéjich sterilizace se rigst;i
provadi v horkovzdusném sterilizatoréd peplotach 130-170 °C po dobu 2-4 hodin.
VSechny sterilizovanéipdméty musi byt zabalené nebo urewé, nejlepsi je pouzit
alobal. Ri praci se pak tyto nastroje vzdy opako¥asterilizuji. To bylo provagho

opalenim nad plamenem plynového kahanu nebo aelk&tgicky.

4.3.4 Sterilizace prost¥edi — laminarni box

Laminarni box, nebo také Flowbox jetizeeni pro zajigni prace ve sterilnim
prostedi. V mé praci jsem ho vyuZzivala keposun vitro materialu na nayvptipravena

média.

| pro prostedi samotného laminarniho boxu je nutna sterilizaceje nejlepsi
provést pomoci ultrafialového igni, které uz v dnesni ddbyva sodasti boxu. Doba
sterilizace se u kazdého flowboxu liSi, je dana jedlikosti. Mize byt provedena pouze
tehdy, kdyZ se uvnitnenachazi zadné kultury. Nejlépe je proveést stadi v noci ed
dnem, kdy bude box vyuzivan. Flowbox, ktery jseilanke své praci k dispozici, byl
typ boxu s horizontalnim pro&dim vzduchu. Proudici vzduch je také sterilni

a umozuje dodrzeni zasad pro aseptické pracesterilizaci se nejprve spusti praund
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vzduchu a vzdy 15 minuti@d zahajenim prace seisti veSkery povrch uvriitboxu
70% ethanolem.

4.4 Proces termoterapie

Po sterilizaci byly lahve s materidlentepeseny do labora® s vodni lazni, ve

které bylo provedeno ozdraveri pybranych teplotach.

Kazda lahev obsahoval&tvicky s pdtem @iblizné 10 pupefl jedné odiidy.
Lahve byly ozn&eny datem,cislem odédy a gisluSnou teplotou. Naslednbyly
vkladany do pedeltaté vodni lazéh na pozadovanou teplotu. Ozdravovaci proces
probihal vzdy po dobu 20 minugigednotlivych teplotach. Po uplynuti poZzadovaneé
doby byly lahve s materialem z vodni l&zvyjmuty a geneseny fimo do flowboxu

pro dalSi zpracovani.

4.4.1 Vybér teplot pro termoterapii

Protoze je pro bakteritrwinia amylovorateplotni optimum do 32 °C, byly nejprve
vybrany teplotni intervaly:

35°C; 40 °C; 45 °C; 50 °C; 55 °C

Ty pak byly v pfibéhu testovani dle piby gehodnocovany askteré vyazeny.

4.5 Preparace puperni

Po ozdravovacim procesu termoterapie ve vodni |dxyly dale Wtvicky
zpracovany ve flowboxu. Z kazdé byly postéipodpreparovany pupeny za pouZziti
pinzety a skalpelu. Nejprve byly pupenytizthuty od wtvicky a poté nasledovalo
odstragni povrchovych Supin tak, abyagtaly jen zelené pupeny. Ty pak byly
pieneseny naigné druhy médii a kultivovany v kultitai mistnosti gizenymi

péstebnimi podminkami (teplo, &lo) pro fistin vitro kultur.

4.5.1 Potieby pro vypreparované pupeny ke kultivaci
Pupeny byly po preparaciignaSeny na laboratorni misky, dé&syi nebo do

sklerenych zkumaveki magent s médiem, ve kterych pak byly kultivovany.

Ke kultivaci byly pouzivany desky typu Multiwell plate s 24 otvory. Do

kazdého byla vloZzena buitad vata, kterd byla fedtim nagihana a sterilizovana
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v horkovzdusné susarnKrome sterilizované burité vaty bylo na destky aplikovano
tekuté médium — WPM nebo MS médium M1 bez agaru.t&@ldo gipravenych
destéek byly vkladany pupeny. Dale byly ke kultivaci gdwany sklegné zkumavky

S uza¥rem ¢i magenty, které také obsahovaly sterilizovanouibitgu vatu s tekutym
médiem. Pupeny se vkladaly i na Petriho misky, &tesak obsahovaly média tuhd —
MP médium nebo MS médium M1 s agarem.

4.6 Prubéh kultivace

Pupeny byly Bhem kultivace pravideth kontrolovany. Pokud byla zji&ta
jakékoliv kontaminace, byly kontaminované pupengtoatény a zlikvidovany. Zdravé
pupeny byly pepasazovany do nové deki, zkumavkyci misky. Pasazovaniétsinou
probihalo po 2 — 3 dnech kultivace ®&vddu omezeni hiadnuti pupen vlivem oxidace

fenolickych latek.
4.7 Test patogenity

4.7.1 Meédium pro test patogenity

Jako médium pro provedeni testu patogenity byl pooiEsopeptonovy agar
(MPA). Byl piipraven v mnozstvi 1000 ml. Na tento objem byloZmul2 g Nutrient
agaru-2, 2 g glukozy a 10 g agaru. Nastebylo upraveno pH na 7,0 — 7,2 a ptbla

sterilizace v autoklavu Tuttnauer po dobu 15 mptuf20 °C.

4.7.2 DalSi postup

Pripravené médium bylo rozlito do sterilnich &éimhmotnych Petriho misek a po
vychladnuti na & byly pteneseny explantaty. Nasledovala kultivace po dabdnl. Po
této dok byly Petriho misky s kulturamifpdany na pracoviStFytopatologie rostlin
Kk urceni.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Ve vSech pokusech bylo zakladano vzdy 10 puapmoh kazdé odidy pro kazdou

teplotu.

5.1 Zimni pupeny odebrané v unoru

5.1.1 Pokusé.1

Tab.¢. 7 — 9: Podminky pokust 1

Odnida Buchlovicel| Hemus2| BO-3 | Otli¢nica | Leskov&ka | Juranskd
Teplota (°C) 35 35 35 35 35 35
Sterilizace ne ne ne ne ne ne

Odnida Buchlovicel| Hemus2| BO-3 | Otli¢nica | Leskov&ka | Juranskd
Teplota (°C) 40 40 40 40 40 40
Sterilizace ne ne ne ne ne ne

Odnida Buchlovicel| Hemus2| BO-3 | Otli¢nica | Leskova&ka | Juranska
Teplota (°C) 45 45 45 45 45 45
Sterilizace ne ne ne ne ne ne

Vyhodnoceni milo prokhnout po 3 dnech od zalozeni pokusu, ale vSechny

vétvicky zplesnigly. Stalo se tak nejspiS proto, Ze se po termoiiengghaly v lahvi

moc dlouho, nily by tedy byt zpracovany co néjde po procesu ozdraveni. Také by

méla byt jeS¢ pred vodni l&zni provedena povrchova sterilizace nidite protoze jeji

absence mohla byt téivbdem vysoké kontaminace.
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5.1.2 Pokusé. 2

Tab.¢. 10: Podminky pokusti 2

Odruda Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
Buchlovice 1 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Hemus 2 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium
BO-3 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Otli¢nica 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Leskovaka 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Juranska 35 40 45 0,2% HgC} WPM médium

Tab.¢. 11: Vyhodnoceni pokust 2

Teplota
Odrida 35°C 40 °C 45 °C
Z M K z M K z M K
Buchlovice 1| O 0 10 0 0 10 8 0 2
Hemus 2 0 0 10 0 0 10 10 0 0
BO-3 0 0 10 0 0 10 8 0 2
Otli¢nica 0 0 10 0 0 10 10 0 0
Leskova&ka 0 0 10 0 0 10 10 0 0
Juranska 0 0 10 0 0 10 6 0 4
7 — 7ivé
M — mrtvé

K — kontaminované

Material jiz byl povrcho¥ sterilizovan a preparace pupberprokéhla ihned
po ozdravovacim procesu ve vodni lazni. Vyhodnodsid provedeno po 4 dnech
kultivace. Na vSech pupenech po termoterapi3p a 40 °C se objevila kontaminace,
tzn., Ze pi téchto teplotach doSlo ke kontaminaci 100 % zalozZemugpetd. Z toho Ize
usoudit, Ze termoterapie ve vodni laziti fEchto teplotach nejspiS nebudéinina
a nema tedy smysl ji prové&id POLAK (2009) ve své praci uvadi, Ze po termaigaki
39 °C bylo ziskano az 80 % ozdravenych rostlin.jifalkylo uvedeno, ozdraveni rostlin
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od bakterialnich chorob dosud nebylo provedeno.ragip POLAKA (2009) bylo
provedeno ozdraveni od Wil navic, na rozdil od metody pouzité v mé pracyedl
termoterapii dlouhodobou, kdy proces ozdraveni ima@bpo dobu &kolika tydni.
DalSim rozdilem byl i zfisob termoterapie. V mé praci byla pouzita termgierae
vodni lazni, zatimco POLAK (2009) proved! termoferapii dlouhodold zvysené
teplo€ vzduchu.

Po termoterapii o 45 °C se kontaminace projevila na 4 pupenech®(@ odhady
“Juranskd’, na 2 pupenech (20 %) uutdgir'Buchlovice 1" a na 2 pupenech (20 %)
u odiidy "BO-3". Ty byly zlikvidovany a ostatni pupenylel&ultivovany na stejném

médiu.
5.1.3 Pokusé. 3

Tab.¢. 12: Podminky pokustt 3

Odruda Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
Buchlovice 1 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium
Hemus 2 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium
BO-3 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium
Otli¢nica 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium
Leskovaka 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium
Juranska 50 55 0,2% HgC} + Savo WPM médium

Tab.¢. 13: Vyhodnoceni pokusu 3

Teplota
Odruda 50 °C 55°C
Z M K Z M K
Buchlovice 1| 10 0 0 7 3 0
Hemus 2 10 0 0 6 4 0
BO-3 10 0 0 8 2 0
Otli¢nica 10 0 0 7 3 0
Leskovaka 10 0 0 8 2 0
Juranska 10 0 0 5 5 0
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Material byl povrchov sterilizovan typem sterilizace giggnim Sava. Po procesu
ozdraveni byl ihned zpracovan a odpreparované pupgly pieneseny na kultiviai
médium. Vyhodnoceni préhlo po 3 dnech kultivace. Zadna kontaminace nebyla
zaznamenana. Ani po dalSich 3 dnech kultivace kaoinizce zjis&na nebyla, ale doSlo
k odunteni 5 (50 %) pupenu odfidy "Juranska’, dale 4 (40 %) pupendridy
"Hemus 2", 3 (30 %) pupénodridy “Buchlovice 17, 3 (30 %) pupénodridy
“Otlicnica’, 2 (20 %) pupenodmidy ‘BO-3" a 2 (20 %) pupénodridy “Leskovaka’.
To vSe pi teplog 55 °C. Oivodem odurieni tolika puped mohla byt teplota
termoterapie, kdy samotné pupeny nebyly schopné&yakkou teplotu fezit. DalSim
moznym vys¥tlenim by mohl byt i typ sterilizace. Zvoleny typisdanim Sava mohl
byt priliS agresivni, a tudiz mohlo dojit k poSkozeni istému uZz B samotné
sterilizaci. Samazjm¢ je zde i moznost, Ze mohlo byt odiani zapicinéno az

kombinaci zvoleného typu sterilizace a vysoké tigplo

5.1.4 Pokusé. 4

Tab.¢. 14: Podminky pokusti 4

Odruda Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
Buchlovice 1 45 0,2% HgC} WPM médium
Hemus 2 45 0,2% HgC} WPM médium
BO-3 45 0,2% HgC} WPM médium
Otli¢nica 45 0,2% HgC} WPM médium
Leskovaka 45 0,2% HgC} WPM médium
Juranska 45 0,2% HgC} WPM médium
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Tab.¢. 15: Vyhodnoceni pokusu 4

Teplota
Odrida 45 °C
Z M
Buchlovice 1| 8
Hemus 2 10
BO-3 10

Otli¢nica 10
Leskov&ka 10

Juranska 6

O O 0o o o o
A O O O o N| A

VAR AR 4

Protoze byla zatim neju&ejSi metoda termoterapidgigeplog 45 °C (co se e
pieziti explantél), byl proveden jestjeden pokus ib této teplo¥ a stejném zjsobu
sterilizace. Pupeny byly odpreparovany ihned pocegsa ozdraveni a ulozeny
na destiky s tekutym WPM médiem. Vyhodnoceni p¢blm po 5 dnech kultivace.
Objevila se kontaminace u 4 (40 %) puperdridy "Juranskd” a u 2 (20 %) pugen

odnady “Buchlovice 1.

Odrida “Juranska” byla Zidodu vysokého p#iu kontaminaci a odutalych
puperi z pokus vyiazena.

5.1.5 Pokusé.5

Tab.¢. 16: Podminky pokustl 5

Odruada Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
Buchlovice 1 45 0,2% HgC} WPM médium
Jurak 45 0,2% HgC} WPM médium
BO-3 45 0,2% HgC} WPM médium
Morava 45 0,2% HgC} WPM médium
Otli¢nica 45 0,2% HgC} WPM médium
Leskovaka 45 0,2% HgC} WPM médium
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Tab.¢. 17: Vyhodnoceni pokusu 5

Teplota
Odruda 45 °C
M

z
Buchlovice 1| 8
7

Jurak
BO-3 10
Morava 10

Otli¢nica 8

Leskova&ka 10

O O o o o o
o N O O w N A

V tomto pokusu byly #tvi¢ky s pupeny ihned po ozdravovacim proceanpstny
do lahvi s tekutym WPM médiem a zde byly kultivoyéh dny. Po kultivani dok
byly vSechny zdravé, tudiz mohla byt provedena gnage pupehnna destiky s WPM
médiem. Po dalSich 4 dnech kultivace byla zaznanseké@ntaminace na 3 (30 %)
pupenech odidy “Jurak’, na 2 (20 %) pupenech il "Buchlovice 1" a na 2 (20 %)
pupenech odidy “Otli¢nica’.

U vSech doposud provedenych pokushbyly kontaminace s nejtsi
pravdpodobnosti zfisobeny patogeny, které bylyifomné uvnit uzawenych pupe,

a na iz povrchova sterilizace nejspis ngawliv.

5.1.6 Pokusé. 6

Tab.¢. 18: Podminky pokustl 6

Odrida Doubravicka
Teplota (°C) 45
Sterilizace 0,1% HgC}
WPM médium
Kultivace Ly
MS médium M1 bez agaru
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Tab.¢. 19: Vyhodnoceni pokust 6 na WPM médiu

Teplota
Odruda 45 °C
z M K
Doubravicka 3 7 0

Tab.¢. 20: Vyhodnoceni pokust 6 na MS médiu M1 bez agaru

Teplota
Odruda 45 °C
z M K
Doubravicka 3 6 1

V tomto pokusu byla zaloZena pouze jednaiddr Byla zvolena sterilizace slabSim
roztokem HgC] po delSi dobu. Pupeny byly kultivovany na@mych médiich. Po
3 dnech kultivace nebyla zaznamenana kontaminacedne pupeny. Za dalsi 4 dny

kultivace byla situace nasledujici:
WPM médium — 3 (30 %) pupeny Zivé, 7 (70 %) pupemtvych

MS médium — 3 (30 %) pupeny zive, 1 (10 %) pupent&minovan a 6 (60 %)
puperii mrtvych

Davodem tohoto vysledku mohla byt delSi doba kultevaa stejném médiu bez
pasadzovani. Takeé lIze diskutovat o tom, Ze jiny dndldia nejspiS nema v tomtéigad
na @eziti pupen vliv. Mohla zde hrat roli i niz8i odolnost tétorddy. DalSi moznosti
odunteni pupen vSak uz mohlo byt i staletorosti. Po celou dobu experimentu byly
vSechny nasgthané ¥tvicky uchovavany v chladéce, a tak je mozne, Ze uz byly

pupeny méd#vitalni, a proto ¥tSina z nich tento zasah nevydrzela.
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5.1.7 Celkové vyhodnoceni pokué ¢. 1 — 6

Tab.¢. 21: Vyhodnoceni pokisi. 1 — 6

Teplota
Odrada 45°C 50°C 55°C
Z M K z M K Z M K

Buchlovice 1 0 20 1 0 9 7 0 17 5
Hemus 2 0 13 2 2 5 0 16

Jurak 0 26 4 - - - - - -
Doubravicka 0 10 2 - - - - - -
BO-3 0 17 2 2 9 1 0 11 1
Morava 5 9 0 - - - - - -
Otlicnica 1 16 0 0 10 3 0 15 2
Leskovaka 10 | 51 6 0 12 0 0 14 1
Juranska 0 13 3 2 7 0 0 11 0

Po rekolika tydnech kultivace a celkovém vyhodnoceniysiks. 1 — 6 Ize tvrdit,
Ze termoterapie ip teplo€ 55 °C nejspiS nebude pro ozdravovéani vhodnéteveé
pupeny byly kontaminovany, ale v 90 %igadi doSlo k Uplnému odufani pupen,
takZze musely byt nasledivSechny pupeny zlikvidovany. S né&f$i pravépodobnosti

bude tato teplotaifis vysoka na to, aby byly ziskany Zivotaschopopemy.

Po ozdraveni ip 50 °C sice byly ziskany Zivé pupeny, ale bylo totak ve
3 piipadech z 6 s tim, Ze mnohonasbprevaZzoval pdet pupe mrtvych. Nelze tedy
S jistotou potvrdit usgEnost termoterapietiptéto teplok. | zde lze hoviit 0 moznosti,
Ze je tato teplota stale jesprilis vysoka, a proto dosSlo k odieni tak velkého
mnoZstvi pupein Nabizi se zde i moZnost vyékeni prezivsich pupeh a to ta, Ze tyto
odmidy mohou byt o &co odol&]Si, nez jsou ostatni. Praygbdobr to ale bude pouze

odolnost k vysSim teplotam, ne vSalkmvpatogerim.

D4 sefict, Ze nejlépe dopadly pupeny po ozdravéntgplot 45 °C, avSak také
nebylo mnoho &ch, které pezily — po pepcitu to bylo cca 8 % z celkového §in
puper ozdravenych b této teplo&. Nejvice zdravych pupé&nbylo ziskano z odidy

‘Leskova@ka’, a tak miZzeme hovE&it o mozZnosti, Ze je to oflda s nejetSim
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potencialem pro ziskani Zivotaschopnych pupé&elSi odiidou, ze které bylo ziskano
vice Zivych pupein je odida "Morava’. Stale alefgvazuje pdet mrtvych pupein nad
poctem Zivych. Zivych pupenbyly cca 4 %, coz je jeSpolovieni paset nez u odidy
"Leskova@ka’. Navic u odrdy "Morava” nebyla provedena termoterapigé \ySSi

teplot, takze nad jeji odolnosti nelze diskutovat.

Celkow bylo vyhodnoceno 381 pup&nZ toho bylo pouze 22 pupgrzivych,
coz je cca 6 %. Kontaminovanych pupdiylo celkem 46, tj. cca 12 %. Neépgi paet
byl puperit mrtvych, celko¥ 313, coz odpovida 82 % z celkovéhdtoo VSechny Zivé
pupeny byly po vyhodnocenitgpasazovany na MP médium do Petriho misek. Byly
pravidelr® kontrolovany, p zjiSténi kontaminace jednotlivic zlikvidovany a ostatni
pieneseny na nové médium. Postupsak jejich dalSi kultivace vedla k odiégni

vSech zbylych pupén

5.1.8 Pokusé. 7

Tab.¢. 22: Podminky pokust 7

Odrida Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
) MS médium M1 bez agaru
Bereckého 45 0,1% Hog&l o
MS médium M1 s agarem
o MS médium M1 bez agaru
Doubravicka 45 0,1% Hggl o
MS médium M1 s agarem
o MS médium M1 bez agaru
Prazska 45 0,1% Hog&l o
MS médium M1 s agarem
MS médium M1 bez agaru
Serena 45 0,1% Hogl o
MS médium M1 s agarem

V poslednim pokusu byly zaloZzeny 4 novétimtr. Po sterilizaci slabSim roztokem
HgCl, byla provedena termoterapi& g5 °C. lhned po procesu ozdraveni byly pupeny
odpreparovany aipneseny na dizna meédia. Po 3 dnech kultivace se na Zzadném z nich
neobjevila kontaminace. DalSi vyhodnoceni bohuzekhnickych évodi prokehlo az
po dalSich 5 dnech kultivace. U vSech pupbyla zaznamenana rozsahla kontaminace.
Zde lze témy s jistotouftici, Ze pupeny byly kultivovanyipis dlouho na stejném

meédiu. Je prawipodobné, Ze se kontaminace iijd objevila pouze na 1 pupenu,
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a kdyby byl ¥as odstraén a ostatni pupenyi@pasazovany, mohlo se kontaminaci
piedejit. V tomto pipadt vSak nejspiS doslo k jejimu ro#sii na ostatni pupeny. | zde
vSak lze samdejmé diskutovat o odolnosti odd, st&i letorosti, od kterych byly

pupeny preparovany, a takéist vitalit samotnych pupein
5.2 Letni pupeny odebrané v srpnu

5.2.1 Pokusé. 8

Tab.¢. 23: Podminky pokust 8

Odruda Teplota (°C) Sterilizace Kultivace
Buchlovice 1 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Hemus 2 40 45 0,2% HgC} WPM médium
BO-3 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Suranskéa 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Triumph 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Otli¢nica 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Leskovaka 40 45 0,2% HgC} WPM médium
Juranska 40 45 0,2% HgC} WPM médium

V tomto pokusu bylo zalozeno 8 éadr Po termoterapiiip40 a 45 °C neprainla
preparace pupénale celé segmenty se 2 — 3 nody bylgneseny do magent s tekutym
WPM médiem a uloZeny v kulti¢ai mistnosti. Po 3 dnech kultivace p¢bla kontrola
a vSe bylo bez znamek kontaminace. Nasledovalo dryteeni po dalSich 4 dnech
kultivace a u v8eho byla zaznamenana rozsahla iiméae. Zde mohla bytidodem
tak rozsahlé kontaminace doba &abletorost s pupeny. Pupeny totiz byly dost velké
a rekteré uz zaaly raSit, takze se v nich mohlo vyskytova&tsi mnoZstvi patogéin
které nejspis nebyly odstrary ani @i sterilizaci. Lze diskutovat o tom, Ze pokud by
pupeny byly odebrané jiz dervnu, jak bylo pvodrg planovano, byl by vyskyt
patogeri mnohem niZsi a k takové kontaminaci by nemusejiv. do

Z divodu omezeného mnozstvi materidlu nebylo moznogstadalsi pokusy.
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5.3 Test patogenity

V ramci pokugé byl ve spolupréaci s pracovéh Fytopatologie rostlin proveden test
patogenity. Ten sicefftomnost patogena neprokazal, neda se ovSem ®jidterdit, Ze

se ve sledovaném materidlu nevyskytoval. V sadktexeho material pochazi, vyskyt

AT

testy.

52



6 ZAVER

Kdoulorg u nas pdaf spiSe k mé&h znamym drubm ovocnych strorin Nejsou
péstované talkcasto, jako jiné druhy jadrovin, nagablan domaci Malus domesticg
protoze ve zdejSich klimatickych podminkach nestihdozrat do piné zralosti plod
Proto se sklizi je8tpired dosaZzenim této zralosti na podzim a jsou vym¥ivzEjména
v konzervarenském pmyslu. O¥ive vSak byly pouzivany mnohem vice, a to nejen
v potravindstvi, ale i v léitelstvi a farmaceutickém famyslu z divodu vysokéeho
obsahu vitamif, antioxidant a I&€ivych latek. Proto je v dneSni dbBnaha o udrzeni
tohoto ovoce progtdnictvim genofondovych vysadeb. Jednou z nichrgegpvysadba

v Zabzicich, ktera byla zdrojem pokusného materialu pto préci.

Cilem této bakatdké prace bylo sledovat vyskytiyipdce bakterialni spaly
razovitych Erwinia amylovorana vybranych odidach kdouloni a otestovafizné
zpisoby termoterapie a kultivaceirv vitro prostedi. Ri pokusech bylo zjigho, Ze
teploty 35 °C, 40 °C a 55 °C jsou pro ozdravovamita zpisobem nevhodné.
V prvnich dvou pipadech jsou teploty na eliminaci nizke, vetitn gipact je tomu

naopak. Tato teplota j&ipsS vysoka i pro peziti samotné rostliny.

Nejvice Zivych pupeh bylo v piibéhu kultivaci ziskavano z odlly
"Leskovaka’. Byla tedy vyhodnocena jako dda relativieé nejodolrgjSi s nej¢tSim
potencialem pro ziskani Zivotaschopnych rostlimp#&ném gipad® to byla odfida

“Juranska’, ktera byla jiz vigs©ehu pokus z testovani viazena.

Souasreé byl ve spolupraci s pracovéh Fytopatologie rostlin proveden test
patogenity pro o¥eni @itomnosti sledovaného patogena. Po termoterapmi\siskyt
tohoto patogena prokadzan nebyl, ale nebyly anianigkivotaschopné rostliny. Nelze
tedy s jistotou tvrdit, Ze se ve sledované lokgtiatogen nenachazi, a proto je nutné

metodu termoterapie dale optimalizovat.
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