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Ozdraveni kulturnich odrid plamenky latnaté (Phlox
paniculata) od had’atek za pouziti kultur in-vitro

Plamenka latnata (Phlox paniculata) patii do ¢eledi jirnicovitych (Poleminiacea). Je to
velmi vyznamna trvalka, Ktera se uplatiiuje jak v zahradni a parkové tvorbé, tak i k fezu.
Ackoliv se plamenky fadi mezi odolné rostliny proti Skiidctim a patogentm, tak trpi na listova
a stonkova had’atka rodu Ditylenchus spp. Neni znama metoda, ktera by 100 % zbavovala
rostliny had’atek. Cilem této prace bylo ovétit hypotézu o metodé ozdravovani rostlin pomoci
in-vitro kultur a vytvoifeni Cistych, zdravych kultur pro nasledné matecnice. Pokus byl
sledovan na vybranych deseti odridach a to 'Ana Gaganova', 'Blue Paradise’, 'Err6tense
Maidchen', 'Molodost', Igor Talkov', ‘Jubilee’, 'Laura’, 'Mies Copijn’, 'Sekret' a 'Winsdor'. Dale
byla zkoumana regenerace kalusi, nasledné prorustani a regenerace prytu v zavislosti
na odrudé.

Rostliny byly testovany na piitomnost had’atek rodu Ditylenchus spp., pomoci
modifikované Baermannovy extra¢ni techniky. Testovany byly vSechny odridy kultivované
ve skleniku. Pro pokus byly zvoleny listové segmenty o velikost 0,5 — 1 cm? nasledna
kultivace byla provadéna na zakladnim MS médiu (Murashige and Skoog, 1962) s30 g . I
sachardzy, pyridoxin 0,05 g . 1"t thiamin 0,01 g . I'1, glycin 0,20 g . I'* a kyseliny nikotinové
0,05 g . I, Zakladni kultivace probihala na MS médiu obohaceném o RRR a to 1,5 mg. I
TDZ a 0,5 mg . It 1AA pro iniciaci ristu kalusti a pror@istani regenerovanych pryti. Bylo
ovéteno, ze pii dané koncentraci RRR je regenerace kalusti témét rovna 100 % u vétSiny
zkoumanych odrud. Nejlepsi vysledky dosahovaly odrudy 'Ana Gaganova', '‘Blue Paradise’,
'Errdtense Méadchen' a 'Molodost’ i pifi opakovaném testovani. V dal§i Casti testovani se
prokazaly pozitivni podminky pro regeneraci a prorustani prytd pii kultivaci v fizeném
prostfedi, oproti neregulovaném prostfedi. Explantaty v fizeném prostiedi dosahovaly
v priméru o 0,33 vyssi tvorbou pryti na kalus. Usp&&nym ozdravenim kultur od $kidce
Ditylenchus dipsaci pomoci explantatovych kultur byla ovéfena pocate¢ni hypotéza, kdy
vysledné explantaty pievadéné do ex-vitro podminek byly 100 % bez vyskytu sktdce.
V priibéhu testovéni, kalusové kultury rostlé na MS médiu 1,5 mg . I TDZa 0,5 mg . It IAA
vykazovaly urCitou miru vyskytu had’atek, ale naslednym pasazovanim byly i1 zbylé populace

had’atek eliminovany.

Kli¢ova slova: phlox paniculata, had’atka, in vitro, regenerace kalusu, ozdravovani rostlin



Healing of cultural varieties paniculate phlox (Phlox
paniculata) from nematodes using in-vitro cultures

Phlox paniculata belongs to the family Poleminiaceae. Phlox paniculata is very
important perenial which is used in commons gardens, park landscaping and also to product
cut flowers. Although garden phlox are classified as resistant plants to pests and pathogens,
they suffer from leaf and stem nematodes of genus Ditylenchus spp. Method eliminating these
nematodes from plants for 100 % is still unknown. This thesis investigate the possibility of
eliminating nematodes by using explant cultures and creating healthy plants for future mother
plants of Phlox paniculata. For this experiment was chosen 10 varieties, 'Ana Gaganova',
‘Blue Paradise', 'Err6tense Madchen', 'Molodost', Igor Talkov', 'Jubilee', 'Laura’, 'Mies Copijn',
'Sekret' and 'Winsdor'. These plants were also researched for regeneration of calluses and
growing ratio of shoots according to their varietes.

Plants were tested for presence of nematodes Ditylenchus dipsaci by using modified
Baermann Technique. All varietes of Phlox paniculata were grown in greenhouse and all of
them were tested. For experiment were chosen leaf segments measuring 0,5 - 1 cm? and the
cultivation took place on MS medium (Murashige and Skoog 1962) + 30 g sucrose,
pyridoxine 0,5 mg. I"!, thiamine 0,5 mg. I"!, glycine 2 mg. I"! , nicotinic acid 0,05 mg. I"".
Leaf segments were placed to MS medium enriched by 1,5 mg . I"! TDZ (Thidiazuron) and
0,5 mg . I'" IAA (Indole-3-acetic acid). Callus regeneration at the level of plant growth
regulators was almost fully vertified during this experiment. Best results were obtained from
follow varieties 'Ana Gaganova', 'Blue Paradise', 'Errdtense Madchen' and 'Molodost'. These
results were also obtained from repeated experiment. Positive influence of controlled
conditions to growing shoots and callus regeneration was also proved. Explants which were
grown in controlled conditions reached higher efficiency on average 0,33 shoots per callus.

By successful recovery of the plants from pests Ditylenchus dipsaci using explantate
cultures, it was verifed the initial hypothesis, where resulting explants are transferred to ex-
vitro conditions were 100 % pest free. Although, callus cultures grown on MS medium of 1,5
mg . It TDZ and 0,5 mg . I IAA showed some degree of nematode occurrence during

testing, consequent passage eliminated the remaining population of nematodes.

Keywords: phlox paniculata, nematodes, in vitro, callus regeneration, healing of plants
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1 Uvod

Plamenka latnata (Phlox paniculata) se fadi mezi vytrvalé rostliny, ktera patii

do cCeledi jirnicovitych (Poleminiacea). Tato rostlina pochazi ze Severni Ameriky. Jeji
puvodni oblasti jsou pfedevsim vychodni a stiedni cast USA, odkud byla introdukovana
do celé Evropy a pozdéji do celého svéta. V dnesni dob¢ existuje mnoho odrud, od rannych,
polopozdnich, pozdnich ¢i s Sirokou paletou barev od bilé, pfes fizové, cervené az modré
tony. Tyto trvalky se uplatiiuji pfedev§im v zahradnich ¢i parkovych vysadbach, nékteré
odridy se hodi také pro fez kvétu. Ackoliv se fadi mezi odolné rostliny, pfesto byvaji
napadany houbovymi chrobami a to pfedevsim padlim, ¢i skvrnitosti listd. Mezi Skiidce patii
mSice a svilusky. Tyto patogeny vSak muzeme 1éCit, nejvétsim nebezpecim pro plamenky se
tak stavaji had’atka.

Had’atka skodici na Phlox paniculata byvaji nejcastéji rodu Ditylenchus spp. Mezi
majoritni zastupce patii Ditylenchus dipsaci. Tento parazit je rozSifen po Evropé, Asii,
Americe a to predev$im v mirnych pasmech téchto kontinentd. Patii mezi nejnicivéjsi
parazitické hlistice a diky své variabilit€¢ napada Siroké spektrum rostlin a zplisobuje zna¢né
hospodaiské skody jak na zemédé€lskych plodinach jako vojtéska, bob, tabdk ¢i cibule tak
I na rostlinach okrasnych jako jsou tulipany, hyacinty ¢i plamenky. Had’atka se z napadenych
rostlin velmi $patné odstranuji a tak je nejcastéjsi ochrana je prevence.

Tkanové kultury in-vitro se nevyuzivaji jen pro namnozovani rostlin, ale také se
vyuZzivaji Casto pro ozdravovani rostlin napadenych bakterialnimi ¢i virovymi patogeny. Pro
tuto praci bude vyzkouseno zda-li je tato metoda schopna eliminovat také stonkova a listova

had’atka. Ozdravovani pomoci in-vitro kultur pfedev§im probiha pomoci organogeneze.



2 Cil prace

Cilem této prace je ovéfit moznost ozdravovani rostlin plamenky latnaté (Phlox
paniculata), od skodlivych organismi a to pfedevsim listovych a stonkovych had’atek
v podminkach in-vitro kultur.

Poté navrhnout piipadnou zménu postupti, ¢i navrhnout metodiku pfi neuspéchu pro

kvalitn€jsi a zdravéjsi vystupni material.



3 Literarni resSerse

3.1 Plamenka latnata (Phlox paniculata)
3.1.1 Klasifikace

Rige: rostliny (Plantae)

Podiise: cévnaté rostliny (Trachebionta)
Oddgéleni: krytosemenné (Magnoliopha)
Ttida: dvoudélozné (Magnoliopsida)

Rad: jirnicotvaré (Polemoniales)

Celed: jirnicovité (Polemoniaceae)

Rod: plamenka (Phlox)

Druh: plamenka latnata (Phlox paniculata)
(Novék a Skalicky, 2012)

3.1.2 Plamenka (Phlox)

Cely rod Plamenek obsahuje kolem 60 druhi vyskytujicich se predev§sim v Severni
Americe a jeden druh, ktery lze nalézt na Sibifi. Phloxy jsou vytrvalé, vyjmeéné jednoleté
byliny. Listy jsou vstficné postavené a v horni ¢asti byvaji sttidavé, celokrajné. Kvéty jsou
usporadany do vrcholikti nebo lat, nékdy byvaji rozlozeny i samostatné. Mezi zakladni barvy
kvétu patti bila, rizova, ¢ervena, fialovd nebo modra. Nizké druhy kvetou vétSinou na jate
a v léte, vysoké druhy pak v poloviné lIéta nebo na na konci 1éta.

(Wehrhahn, 1952)

3.1.3 Plamenka latnata (Phlox paniculata)

Plamenka latnata — Phlox paniculata pochazi z vychodnich oblastni Severni Ameriky,
kde roste na biezich fek, hlavné podél Ohia, v zivné pidé téméf s neutralni reakci. Byla
poprvé objevena v roce 1700, vroce 1732 se tato plamenka vydala nacestu do Evropy,
nejdiive do Francie, kde se jeji kultury ujal zahradnik Lierval a zaroven i znamy $lechtitel
P. L.V. Lemoine (1823 — 1911), jenz se rovnéz vénoval zuslecht'ovani této plamenky.

(Bohm, 1991)



Cetné kulturni formy jsou mnohem vét§i nez ptvodni druhy. Dosahuji vysky
do 150 cm i vice, kvéty maji primér pfes 5 cm a jsou ruznych barev, Cistych i smisenych
tond, Casto s odliSn€ zbarvenym stfedem. VSechny nové vyslechténé odrady, stejné jako
puvodni druh ptijemné voni. Podle doby kveteni se zahradni plamenky d€li do tfi skupin: rané
kvetou v prvni poloviné ¢ervna, stiedni - zac¢inaji kvést v druhé poloviné Cervence a pozdni
vykvétaji v druhé poloving srpna

(Golovkin a kol, 1986)

3.1.4 Pozadavky stanovisSté a naroky

Tento druh pochazi z vhi¢ich, nékdy i zaplavovych oblasti ptechodu lu¢niho a lesniho
spolecenstva. Jejich stanoviStni adaptabilita je velika a souvisi zfejmé i s velkym genetickym
potencidlem. Obecné jim vyhovuje kazda bézna zahradni ptda, spise vhl¢i, bohatd na humus
a dostate¢né oslunéné stanovisté ¢i polostin. Plamenky nemaji ptilis rady vysoké letni teploty
spojené s upalem. V teplejSich polohach davaji pfednost pfistinénym stanovistim.

(Matiska, 2005)

Pro zdarnou kulturu vyzaduji plemnky peclivé zpracovanou, hadatkem
nezapomienou, pfimétené vlhkou a zivnou plidu. Za sucha jsou vdééné za dostateCnou
zalivku. Na mirné zastinénych stanovistich rozkvétaji plamenky asi o 14 dni pozdéji nez
na vysluni.

(Bohm, 1991)

3.1.5 Skiidci a choroby

Plamenky patii mezi pomérné odolné rostliny, které nejsou nachylné pfili§ na choroby
a Skudce. Pokud jsou napadeny se jedna o houbové choroby (padli, skvrnitosti listi), které
nejCasteji napadaji listové plochy rostliny.

Padli mize byt vyznamnym problémem pro Phlox paniculata a obzvlast’ jeho odrudy.
Rezistence nebo nachylnost k infekci padli je regionalni a mivaji sezonni charakter. Napiiklad
odridy, které jsou odolné v severnéjSich regionech nejsou tak Casto odolné i v teplejSich,
vlh¢ich oblastech s delSim vegetacnim obdobim. Stejnym zptsobem je proménlivé i pocasi,
kdy v jednom roce vytvaii ptiznivé podminky pro infekci padli a v pfistim jiz ne.

(Armitage, 2008)
Nejcastéjsim, kazdoro¢né se vyskytujicim listovym onemocnénim plamenky je padli

Erysiphe magnicellulata a Spaerotheca fusca. Objevuje se predevsim za vhlkého pocasi



na listech , stoncich a i kvétech v podobé moucnatych bélavych povlakii. Na tézsich,
nadmérn€ vlhkych pidach se miize objevit askochytovéd listova skvrnitost a odumirani
vyhonti, které jsou zptsobeny houbou Ascochyta phlogis. Patogen, rozsifeny ptredevsim
Vv Severni Americe, zpusobuje zloutnuti a odumirani vyhont Phlox subulata i Phlox
paniculata. Na listech se tvofi protazené ¢i nepravidelné Sedivé, od stfedu blednouci skvrny.
Postizeni listd se velmi podoba septoriové listové skvrnitosti (Septoria phlogis). Na listech
jsou viditelné okrouhlé, antokyanové skvrny s difuznim okrajem a casto teCkovité vybélenym
sttedem. Soucasn¢ s houbovymi patogeny se mohou vyskytnout na bazi stonku jednoletych
a ketickovitych plamenek (P. subulata) paraziticka stonkova had’atka (Ditylenchus dipsaci),
ktera poskozeni houbami jesté zvyraziuji. Napadené vyhony jsou ztloustlé, u starSich vyhont
S podouhlymi prasklinami, staceji se, prepadavaji. Listy od stonku baze jsou Zlutozelené,
deformované, s podvinutymi okraji a vadnou. (Safrankova, 2006)

Typickymi pfiznaky napadeni hadatkami jsou sklovit¢ oddélitelné stonky,
defromované, odlisné¢ zbarvené listy a zalostny stav rostliny. Zatim neexistuji zadné ochrané
prostfedky, a tudiZ je nutno napadené rostliny ihned vyjmout z piidy a spalit. Na zamotfenych

zahonech uz nelze plamenky péstovat. (Bohm, 1991)

3.1.6 MnozZeni

RozmnoZzuji se v naprosté vétSin€ vegetativné — fizkovanim ze stonkovych ¢i
vrcholovych Fizki. Rizkovani je mozné po celou dobu vegetace a pii zimovani rostlin ve
studenem ¢&i mirné temperovaném skleniku (5 — 8 °C) i béhem zimy. Rizky kofeni pfi teploté
15 — 20 °C béhem 2 — 4 tydnG. Velmi dobfe je lze pouzit i pro hrnkovou kulturu
s pfirychlenim. (Hanzelka, 2006)

Mnozi se hlavné na délenim siln¢jSich trst, ale téz kofenovymi fizky na jate, jakmile

dosédhnou vyhonky délky asi 20 cm. (Béhm, 1991)

3.1.7 Odrady

Plamenka latnatd pfedstavuje klasiku mezi trvalkami. Celosvétoveé sortiment ¢ita
nckolik stovek odriid a nové kultivary stale vznikaji. Historie jeji introdukce saha do roku
1730, kdy byla dovezena do Anglie. Vlastni systematické Slechténi zac¢ina zhruba o 100 let
pozdéji, v roce 1839 ve Fracii u Slechtitele Liervala. Z jeho prace vychazeli i dalsi Slechtitelé
v Belgii a Anglii. Sou€asny dostupny evropsky sortiment pochdzi pak zejména z dilny

némeckych $lechtiteli K. Foestera, A. Schollhammera, G. Arendse a dal$ich. V Nizozemsku
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vzniklo nékolik velmi atraktivnich odrid v trvalké Skolce rodiny Ruys, ze soucasnych
Slechtitelll 1ze zminit jméno Coen Jansen, Jan Verschoor. Ptikladem anglickych §lechtiteli je
Alan Bloom. Stranou pozornosti stoji velmi rozsahla skupina ruského $lechténi, jehoz tradice
saha az do 20. let 20. stoleti a v soucasné dobé¢ ¢ita nékolik stovek odrid. Dtuvody, proc se
tyto odriidy nerozsifili do stfedni a zapadni Evropy, je zdiejmé tfeba hledat v relativni
zavienosti ruského trhu, jistou roli zfejmé hraje i jazykova bariéra a rovnéz historicky dana
omezeni pro volny pohyb osob. (Hanzelka, 2009)

Zlatou dobu $lechténi plamenky latnaté — Phlox paniculata (Phlox x hortorum), kdy
bylo ziskdno nejvice nejhodnotéjsich odriid, je prvnich padesat let tohoto stoleti. Zasluhou
vynikajicich péstiteld a Slechtiteld trvalek v SRN a Holandsku, napf. K. Foerstera,
G. Arendse, Ruyse a dalSich, jejichz jména jsou pojmem v zahranickém svété, vzniklo mnoho
nadhernych odrtd. (Bohm, 1991)

Celé tfada ruskych odrid vznika s pomérné velkymi kvéty, které maji v priméru i vice
nez Ctyfi centimetry (obvykla velikost je spiSe kolem 3 cm). Pocetnou skupinu tvofi i tzv.
koufové plamenky a pravé tyto odridy lze oznacit za velmi typické pro ruské Slechténi.
Pozornost je zde vénovana i zdravotnimu stau a nckteré odriidy jsou uvadény jako odolné
viucéi padli nebo listovym skrvrnitostem. Diky svému vice ,kontinentalnimu® ptvodu lze

predpokladat i pomérné vysokou mrazuvzdornost. (Hanzelka, 2009)

3.1.7.1 'Ana Gaganova'

Tato pomdmné& stara odrida Phlox paniculata [
pojmenovana jako 'Ana Gaganova' je vySlechténa v letech 1939
z rukou ruského Slechtitele Pavla Gagonova ktery ji pojmenoval |
po své zené. Ana Gaganova dortsta do vysky 70 cm. Kvete |
vV obdobi od Cervence do srpna. Kvétenstvi je velka kulovita, |
lehce kuZelovitd lata sloZend z pétilalocnatych kvéth o velikosti
4,5 cm, které se vybarvuji do kordlové rizové barvy. Uprostied

vnitiniho razového stfedu kvétu se nachazi velka bila hvézda,

kterdA na pifimém slunci bledne. (Russian Phlox Society, : AT
Obr 1 Odruda 'Ana Gaganova'

2013) Zdroj: <http://www.daylily-
phlox.eu/>



3.1.7.2 'Blue Paradise'

Odrada 'Blue Paradise’ pochazi zrukou proslulého
holandského zahradniho architekta Pieta Oudolfa. Tato odriida
vynika nad ostatnim resistenci proti plisnovym onemocnénim.
‘Blue Paradise' dorista do vysky 100 - 150 cm, do Siiky se
rozsistd o 10 - 50 cm. Vykvéta v mésicich Cervenec az srpen.
Kvétenstvi je kulovitd, kuzelovita lata, stfedni hustoty a
velikosti. Barva kvéti je silné specifickd, béhem slunecného

dne se '‘Blue Paradise’ zbarvuje do fialového zbarveni s tmavé

fialovymi kruhy. Béhem oblacného pocasi, v dopolednich  SelREEmiE=Eaa: -
Obr 2 Odruda 'Blue Paradise'
hodinach ¢i béhem noci se vak 'Blue Paradise’ zbarvuje do Zzdroj: <http://www.helenium-
modrych odstinu s tmavé modrofialovymi kruhy. Okvétni phlox.de/>
platky jsou mirn¢ zvinéné. Patii mezi nejvice vystiedni

modrokvété plamenky. (Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.3 'Errotense Médchen'

Odriida plamenku latnatého ‘'Errdtendes Médchen'
pochdzi od Peter zur Linden ze Slechtitelské stanice
Osnabriicker Staudenkulturen v nemécku. Tato odrida dortsta
do vysky 90 — 100 cm a do Sitky 40 — 50 cm. Vykvéta v obdobi

cervna a bohaté¢ kvete aZ do srpna. Kvétenstvi je kulata,

kuZelovit¢ piramidalni lata, stfedni hustoty. Velikost kv€tu je Midchen' Zdroj:
<http://www.helenium-
phlox.de/>

42 - 44 cm a bélavé razové barvy stmavé rizovym
hvézdicovitym stfedem. Kvétni platky jsou na koncich platku

mirné zvinéné. (Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.4 'Laura’

Tato odrtida je znama také pod ndzvem 'Uspech’, fadi se

mezi odridy pochézejici z Ruska. Dorlsta do vysky 60 cm.

Kvétenstvim je konické kuzelovité kvétenstvi. Jednotlivé kvéty
Obr 4 Odruda 'Laura' Zdroj:
<http://www.helenium-
barvy svelkou bilou hvézdou ve stfedu kvétu. Vykvéta na phlox.de/>

jsou velké 5,5 cm v priiméru. Zabarveny jsou do tmavofialové



konci Cervna. Vytvaii pevné kompaktni a siln€ rostoucti trsy. Jsou pomérné odolné a netrpi

prili$ na patogeny. (Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.5 'Molodost'

Odrada vysleténa v letech 1961 v Rusku $lechtitelkou
Skrastyn, ktera vyslechtila mnoho kvalitnich odrid. Odrida ma
vysokou odolnost proti houbovitym chorobdm a také proti
nizkym teplotam. 'Molodost' vyrista do vysky 90 cm vyjimecné
pies 100 cm a do Sitky 50 cm. Kvétenstvi je konické, kuzelovité

a husté. Jednotlivé kvéty jsou pétilisté, trubkovité velké 4 cm.

Primérna velikost kvétenstvi je 16 cm. Barva kvéti je svétle
rizova s zithanim a cerveno rizovym stiedem. Kvete od zacatku

¢evence az do konce srpna. Listy jsou tmavé zelené kopinaté a

tuhé. (Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.6 'Mies Copijn'

‘Mies Copijn' patfi mezi dal$i odrudy vySlechtény
Vv holandsku. Tato odruda byla vyslechtén Henrikem Copijnem
(holandském zahradnim architektovi a Slechtiteli) po kterém
byla tato odrida také pojmenovana. Odrida ma vysokou
odolnost proti sviluskdm a je stfedné rezistentni proti
houbovym chorobam. Vyrista do vysky 70 cm a do Sirky 45
cm. Kvétenstvim je kulovitd lata, kterd je slozena z pétilistych,
trubkovitych kvéth. Velikost jednotlivych kvéth je od 3,5 - 4
cm. Kvéty jsou svétle rizové sjemnym Zihanim a tmavé
vinovym stiedem. Kvétni platky jsou mirné zvinéné na koncich
platkt. 'Mies Copijn" vykvéta v ¢ervenci a kvete az do konce
srpna. Listy jsou kopinaté, vstiicné, uzké a dlouhé az 10 cm,
jsou zbarveny do tmavé zelené barvy a mohou mit tmave

¢ervené ojinéni na krajich listd. (Russian Phlox Society, 2013)

Obr. 5 Odrada 'Molodost'
Zdroj:<http://www.helenium-
phlox.de/>

© Hartmut Rieger

Obr. 6 Odrada 'Mies Copijn’
Zdroj:<http://www.helenium
-phlox.de/>



3.1.7.7 'lgor TalkoVv'

Tato odrida Phlox paniculata ‘Igor Talkov® patii mezi
ruské odridy. Tuto odridu vyslechtila v letech 1987 jiz vyse
zminovana Elena Konstatinova. Dorista do vysky 70 cm a do
Sitky 35 — 40 cm. Kvétenstvim je polokulovitad lata slozena
z trubkovitych, pétilistych kvéti které jsou v praméru veliké
3,7 — 4 cm. Vykvéta na konci Cervna a kvete az do srpna. Tato
odriida je lehce podobna v barevnosti odridé '‘Blue Paradise'.
Vykvéta rizoveé se svétlym stiedem a svétle bilym Zihanim ze
sttedu kvétu. Pii soumraku nebo pfi oblaéném pocasi se tato
odrida vSak zbarvuje do fialovo modré barvy. Okvétni listky

jsou mirn¢ zvinéné. (Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.8 'Jubilee’

Odrida ‘Jubilee” se fadi mezi ruské odrudy Phlox
paniculata, kterd pochazi z Litvy. Je to kompaktni, vysoko
roustouci odruda, ktera dorusta do vysky kolem 75 cm a do
Sitky 60 cm. Kvétenstvi je kuzelovitd lata, pétilistych,
trubkovitych, vonnych kvéti. Tyto kvéty jsou temné rtzovo,
fuchsiové barvy s konstrastnim ridZovité Cervenym stifedem
(okem). Odrtda ‘Jubilee” vykvéta od ¢asného 1éta (Cerven) az

do brzkého podzimu (srpen). Tato odrida je vhodna pro fez.

(Russian Phlox Society, 2013)

3.1.7.9 'Sekret'

Tato odriida pochdzi zrukou ruskych Slechtiteld.
Dortsta vysky 70 cm a rozrista se do Sitky 60 cm. Kvétenstvim
jest velké kuzelovité, konické kvétenstvi. Velikost jednotlivych
kvétl je 3,7 cm v priiméru. Rizové kvéty se svétlejsim sttedem
a malym tmavym okem uprostied. Na kvétnich platcich se

nachazi také krémovée Sedé¢ povlaky. M4 solidni stonek a vytvaii
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Obr. 7 Odrada 'Igor Talkov'
Zdroj:<http://www.helenium
-phlox.de/>

Obr. 8 Odrtda 'Jubilee'
Zdroj:<http://www.heleniu
m-phlox.de/>

Obr. 9 Odrada 'Sekret'
Zdroj:<http://www.heleniu
m-phlox.de/>



kompaktni trsy. Tato odrida je velkolepé odlisna od ostatnich odrid. (Russian Phlox Society,
2013)

3.1.7.10 ‘Winsdor'

Odrtda vyslechténa v Anglii v letech 1918, oblibena pro
pro barvu kvéti a kompaktni vzrast. Phlox paniculata 'Windsor'
patfi mezi vysoce rostouci odriidy. Dortsta do vysky 90 - 100
cm a rozrusta se do Sitky 60 cm. Ma uzce kopinaté, vstificné
listy, které jsou tmavé zelené. Kvétenstvi je polokulovitd,
kuzelovita lata slozena z péti¢etnych, trubkovitych kvétt, které

jsou vonné a jsou pastelové rizové s tmaveé rizovym sttedem a

}"\ o

© Hartmut Riegery, £

slabé rizovym zihanim ze stiedu. 'Winsdor' kvete od ¢ervence

az do zafi. Upfednostiuje polostinné stanovisté¢ a uplatiuje se Obr. 10 Odrada 'Windsor'
Zdroj:<http://www.heleniu

jak v trvalkovych vysadbach tak také jako kvétina k fezu. m-phlox.de/>

Odrida 'Winsdor' je stfedné resistentni proti houbovym
chorobam.

(Russian Phlox Society, 2012)

3.2 Nematoda — hlistice

Nematoda neboli had’atka / hlistice patii do fise zvitat. Nematoda, ¢ervovité vypadajici
organismy ovSem do pravych Cervli maji taxonomicky daleko. VétSina druhii had’atek zije
volné ve sladkovodnich vodach, slanych vodach nebo v pudé kde se zivi mikroorganismy
nebo mikroskopickymi rostlinami a zvifaty. Pomérné¢ velka cast druhti hadéatek ziji
paraziticky a uto¢i na rostliny, zvifata ve kterych zptsobuji rozliéné mnozstvi nemoci.
Nékolik stovek druhtt hadatek vlastni stylet kterymi napichuji pletiva Zivych rostlin

a zpusobuji tak celosvétoveé velké mnozstvi rostlinych nemoci. (Agrios, 1936)

3.2.1 Morfologie a anatomie
Rostlinni parazité jsou velmi malé, dosahuji velikosti od 300 do 1000 um. Vyskytuji

se zde i1 vyjimky o velikostech 4 mm x 15 - 35 um. Jejich nepatrna velikost je v podstaté déla
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neviditelné okem, mohou vsak snado byt pozorovany pod mikroskopem. Hadatka jsou
obecn¢ thotovitého tvaru s kruhovitym priafezem. Jeho télo je hladké a nesegmentované, bez
koncetin nebo ostatnich ptivéskl. Samice né€kterych druht hlistic po oplodnéni vSak nariistaji
do hruskovitého az ovalovitého tvaru. T¢lo hlistic je vice mén¢ transparentni. Je pokryto
bezbarvou kutikulou, ktera je Casto ozna¢na pruhovanim nebo jinym zna¢enim. Hlistice
svlékaji svoji pokozku pii piechodu do juvilentniho stadia. T€lni dutina je vyplnéna télni
tekutinou, ktera cirkuluje celym télem. Travicim system u hlistic je dutd trubice, ktera
prochazi od ustniho otvoru pies jicen, stievo, koneénik az do fitniho otvoru. Piisavky, které se
nachazi podél ustniho otvoru jsou vétSinou po Sesti. VéEtSina parazitickych had’atek
parazitujicich

na rostlindch maji navic duty stylet nebo kopi. Stylet je pouzivan na vniknuti do rostlinych
bunck, ze kterych Cerpaji Ziviny.

Rozmnozovaci systém hlistic je dobfe vyvinut. Samice maji jeden nebo dva vajecniky, které
jsou nasledovany vejcovody do délohy, ktera je zakoncena vulvou. Saméi rozmnoZzovaci
organy jsou podobné sami¢im az na rozdil varlat, semenych vackl a terminusu ve spolecném
otvoru stfeva. RozmnoZovani rostlinych parazitickych hlistic probihd pomoci vajicek. Mohou

byt pohlavni nebo partenogeneticke, ¢asto kvili nedostatku samci. (Agrios, 1936)

3.2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus vétsiny druhti rostlinych parasitickych hlistic je obecné velmi podobny.
Mladi jedinci se lihnou z vajicek a jejich prvnotni vzhled a sktruktura je podobna jako
u dospélych jedinci. LiSi se pouze velikosti, na konci kazdého stadia rlstu se svlékaji
a zvetSuji si Zivotni schranku. VSechny mladé hlistice maji Ctyfi stadia, pficemZ prvni stadium
jsou jedinci ve formé vaji¢ek. Po pfekonani posledniho stadia se diferencuje pohlavi jedinct
na samce ¢i samice. Samice mohou produkovat oplozena vaji¢ka po spareni se samcem, nebo
V nepfitomnosti samct bez pohlavniho styku partenogeneticky. Cely zivotni cyklus
od vajicka po vajicko mliZze byt dokoncen do 2 - 4 tydnil za optimalnich podminek prostiedi.
Pt niZsi teploté se doba Zivotniho cyklu prodluzuje. U né€kterych druhii hlistic jsou prvni dvé
faze cyklu neschopna infikovat rostliny a tak musi vyuzivat energii dodanou z vaji¢ek. Pokud
v infekéni fazi nedokazi najit hostitele, tak hrozi riziko vyhladovéni. Juvilentni stadia mohou
vyschnout a zustat v klidu do pfiznivejsich podminek. Vajicka mohou ziistat v pidé az

po dobu n¢kolika let a ¢ekat na piiznivé podminky. (Agrios, 1936)
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3.2.3 Klasifikace

Rise: Animalia

Kmen: Nematoda

Rad: Tylechida

Podrad: Tylenchina
Nadceled: Tylenchoidae
Celed’: Anguinidae

Rod: Ditylenchus
(Agrios, 1936)

3.2.4 Ditylenchus spp.

Rod Ditylenchus mé v seznamu karanténnich organisméi CR dva zastupce, jsou to
Ditylenchus dipsaci a Ditylenchus destructor. Hlavnimi znaky pti morfologické determinaci
jsou: ostie konicky ocas, délka téla samicky (1,1 — 2,0 mm), apikalni ¢ast t€la mirné oddélena
od obrysu téla, délka styletu samicek (10 — 13 pm), stiedni bulbus obvykle ovalny, tvar
nasedani terminalniho bulbu na pocatek stfedniho stfeva, usporddani oocytt, délka
postvulvalniho délozniho vacku, délka bursy copulatrix. (Zouhar a kol., 2002)

Had’atko zhoubné (Ditylenchus dipsaci) je vyznamny polyfagni Skidce, vyskytujici se
v mnoha hostitelsky specializovanych rasach. Bylo popsano na vice nez 1200 rostlinnych
druzich. Z okrasnych rostlin napad4 druhy s podzemni hlizou ¢i cibuli, ale i floxy, zvonky,
hvozdiky, primule ad. Dospélé had’atko je pfes 1 mm dlouhé. Je to endoparazit, napadajici
veskera parenchymaticka pletiva rostlin s vyjimkou kofenll. Larva ¢tvrtého stadia se nazyva
invazni a ma schopnost piekonavat v klidovém stavu nepiiznivé podminky po velmi dlouhou

dobu. (Gaar a Cermak, 2012)

3.2.5 Izolace had’atek z rostliného materialu

Bez ohledu na rostliny material, ze kterého chceme izolovat had’atka, tak zacina
izolace had’atek stejné¢ a to rozdrcenim jak rucné tak i pfipadn€ i nasekdnim rostliného
materidlu na drobné ¢éstice. Nasekana tkan je poté umisténa do Baermannovi ndlevky kterou
zalejeme destilovanou vodou. Hadatka zacnou opoustét prostiedi rostliného materialu
a s neschopnosti plavat ¢i vznaSet se ve vodé pomalu padaji do spodni Casti nalevky, ze které

je muzeme pak snadno izolovat. (Agrios, 1936)
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3.2.6 Izolace had’atek z piidniho vzorku

Pro izolaci had’atek z pudniho vzorku miZeme vyuzit Baermanovy metody, kdy
odebereme vzorek pudy asi 100-300cm? . Hlistice jsou izolovany poté pomoci Baermanovi
nalevky, ktera se sklada ze sklenéného trychtyie , ktera usti v gumovou hadic¢ku, jenz je
uzaviena svorka. Celd sestava je umisténa na stojanu a je naplnéna vodou. Odebrany vzorek
pudy umistime do kéadinky a kterou pfiklopime poréznim a vodéodolnym papirem nebo
jemnou textilii. Kadinku polozime dnem nahoru do trychtyfe. Takto vzorek ponechame
ne¢kolik hodin, nejlépe pfes noc. Aktivni hlistice migruji pfes porézni papir nebo latku
do vody a nasledné klesaji na dno do gumové hadi¢ky. Vice nez 90 % ziskdnych had’atek
takto mizeme obdrzet v prvnich 5 - 8 ml roztoku. Nasledn¢ umistime hlistice do mélkych
misek ze kterych mizeme snadno mikroskopovat nebo odebrat piipadné jeden vzorek
na podrobnou analyzu. (Agrios, 1936)

3.2.7 Ovliviiovani rostlin had’atkami

Ptimé poskozovani rostlin zplisobeno héad’dtkama béhem konzumace, zplsobuji
rostlindm pouze drobné a nepatrné poSkozeni. Ukazuje se, Ze nejvétsi Skody zpiisobuji
vymesky slin, které had’atka vstikuji do rostlin béhem parazitovani. Nékteré druhy hadatek
jsou rychlymi konzumenty, nabodnou bunéfnou sténu, vstfiknou slin¢ latky do bunky
a vyjmou ¢ast bunééného obsahu, poté se vétSinou piesouvaji na bunky dal§i. Ostatni rody
had’atek se krmi mnohem pomaleji a zlstavaji piisaty K buiice nékolik hodin az dni. Tento
proces konzumace nuti rostliné bunky reagovat, coz méd za nasledek mrtvé tkdné nebo
nezdravé kotenové Spicky a pupeny, tvorby 1€z a zhrouceni tkani, otoky a hélky rtiznych
druhti. Nekteré z téchto projevil jsou zpusobeny rozpusSténim infikovanych tkani pomoci
enzyml had’atek, které s nebo bez pomoci toxicity zplsobuji tkaniové rozpady a ve finéle
zpusobuji smrt bunék. Ostatni jsou postizeny abnormalnim bunéénym rustem, které potlacuje
bunécné déleni, nebo naopak stimuluje bunééné déleni kontrlovanym zptisobem a ve vysledku
tvoti formace halek nebo vétsi mnozstvi laterarnich kofenti z mista infekce.

Rostliné nemoci zpusobeny had’atkama jsou komplexni. Hadatka Zijici v pladé
zpusobuji Casto snizeni schopnosti brat spodni vodu z ptidy a zaroven ziskavat ziviny z pud,
coz zpusobuje symtomy vodniho a vyzivového deficitu. Mezi nepfili§ devastujici poskozeni
rostlin had’atkami fadime mechanické poskozeni, které nicméné mlize byt vstupni branou pro
ostatni patogeny, které jsou poté primarné zodpovédné za onemocnéni rostlin. VétSinou se

mechanické poskozeni projevi u rostlin az pti velmi vysoké populaci had’atek.
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(Agrios, 1936)
3.2.8 PoskoZovani rostlin ¢&eledi Phlox had’atkem rodem

Ditylenchus spp.

Rod had’atek Ditylenchus se vyskytuje na celém svété, prevlada vsak a je obzvlasté
destruktivni v oblastnich mirného pasma. Je to jedna z nejdestruktivnéjSich parazitickych
hlistic které napadaji velké mnozstvi odriidové odlisnych rostlin, od vojtésky, ptes cibule,
hyacint, tulipany, oves i plamenek. Na vétSin¢ plodinych zpasobuje Ditylenchus spp.
obrovskeé ztraty tim, ze znici sazenice plodin, omezuje rostlinu zakrslym rstem, nici cibule,
nebo znohodnocuje rostliny tak, ze nejsou zpusobilé prodeje, ¢i konzumace. (Agrios, 1936)

LaMondia (1999) zminuje, Ze spoleénym znakem je abnormalni rtst. Listy mohou byt
zvInéné s normalni §itkou listim, nebo mohou byt ziiZzené aZ skoro vlaknité. Stonky byvaji
oteklé v blizkosti vrcholtl, zatimco bazélni pupeny vykazuji stimulovany rist. Rostliny mohou

byt zakrnélé, vétSinou ani nevykvetaji a umiraji predcasne.

3.2.8 Ochrana pred had’atkama

Néekteré z metod, které efektivné kontroluji a redukuji stavy hadatek jsou jiz
k dispozici, ackoliv jsou omezeny faktorami jako jsou naklady na ochranu, nebo druhem
rostlin. Toto mize ovliviiovat typ pouZité ochrany. Ochrana je nej¢astéji charakteru prevence,
jakoZto pouZivani Cisté sadby, spravné sestavené osevni postupy, kryci plodiny a pouZivani
resistantnich odrid. Mezi dalsi ochrany muzeme ftadit také biologickou ochranu jakozto
ptirodni, nebo geneticky upravené antagonistické bakterie a houby. Dale mizeme pouzivat
ochranu fyzikalni, solarizaci ¢i zaplavovani. Muzeme také pouzit chemické ochrany a to
pouzitim nematocid. V praxi se pouziva kombinace nékolika metod pro potlaceni had’atek
Skodicich na rostlinach. Od let 1950 se nematocidy pouZzivaji vyhradné jen pro efektivni
ochranu pred hadatkami u vysokocenych rostlin jakozto jsou naptiklad, cenné plodiny,
kvétiny, zelenina, jahodniky, tabdk a nebo Skolkafské materidly. S postupem ¢asu se muselo

opustit od této chemické ochrany nebot’ §kodili toxickymi residui. (Agrios, 1936)

3.3 Explantatové kultury
Jednou z nejslibnéji se rozvijejicich oblasti zemédélské biotechnologie je manipulace
S vy$§imi rostlinami na Grovni izolovanych bunék, pletiv a orgdnti. Komplex metod zaloZeny
na kultivaci explantatovych kultur (in-vitro), predstavuje v soucasné dobé novy netradi¢ni
systém $lechténi rostlin. (Novak, 1990)
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Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinych explantatll) znamenaji aseptickou
kultivaci izolovanych ¢€asti rostlin za umélych podminek. V praxi to znamena oddélit
ze sterilné napéstované nebo povrchoveé sterilizované rostliny urcitou c¢ast, umistit ji
do sterilniho prosttedi a kultivovat za vice ¢i mén¢ definovanych podminek. (Kovac, 1995)

Explanatové kultury pfedstavuji nejenom soubor metod pro veédecké studium, pfi
nichz lze produkovat haploidy, piekondvat fyziologické bariery ptfi hybridizaci
taxonometricky vzdalenych druh@i, ale jsou vyuzivany i pro praktické ucely. Jedna se
predevsim o rychlé klonové mnozeni a Slechténi rostlin ¢i pfipadné kultivace izolovanych
meristému jako metoda ozdravovani rostlin od virovych infekci o ¢emz se budu vice
podrobnéji vénovat v této praci.

Cilem explantatovych kultur je ziskat nvoou rostlinu, jednu nebo vice. Tato rostlina ¢i
rostliny maji byt bud’ totozné s rostlinou, ze které byl odebiran plivodni explantat nebo se

maji od ni naopak lisit. (Prochéazka a kol., 2002)

3.3.1 Zakladni principy explantitovych kultur

Zakladem rostliného organismu, vznikajictho pohlavnim rozmnoZovanim, je jedna
buitkka — zygota, kterd vznikne oplozenim vajecné builkky buiikou spermatickou. Zygota
obsahuje v jadie kompletni genetickou informaci a cytoplazmé mechanismy umoznujici
realizace této informace. Zygota je topipotentni a mitoticky se déli. Procesem mitotického
déleni vznikaji dcefiné bunky, které se dale vyvijeji a dochazi k jejich diferenciaci. Stavaji se
jednotkami specializovanych pletiv.

MozZnost vegetativniho mnoZzeni rostlin vSak ukazuje, Ze rostlinné bunky touto
diferenciaci nijak nedegeneruji, ale Ze jsou schopny dediferenciace a opétovného déleni.
Bunky diferenciovanych pletiv se totiz ve své genetické vybavé neliSi od bunck
meristematickych. V rostlinném organismu, je totipotentni nejen zygota a meristematicka
burika, ale 1 kterdkoliv jina rostlinna bunka. (Kovag, 1995)

Kultura ogranizovanych struktur rostlinného organismu (zarodki nebo meristémi)
predstavuje systém udrzeni vysoké genetické stability materidlu. Kultivace ogranizovanych
struktur, zejména meristémil, umoziuji hromadné mnozit geneticky identické potomstvo
(klon) nepohlavni cestou. (Novak, 1990)

Vegetacni vrcholy, postranni pupeny, Casti stonki, listl, kofene, reprodukéni Casti
jako mikrospory, vajicka, emrya, semena nebo spory, jakoz 1 jednotlivé buiiky a protoplasty
mohou byt kratkodobé kultivovany in vitro a za urcitych podminek dopéstovany v nové
rostliny. (Kovag, 1995)
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3.3.2 Vybaveni a podminky prace v laborato¥i

Laboratof, ve které se maji realizovat explantatové kultury musi zahrnovat tfadu
zakladnich zatizeni a podminek pro praci. Laboratot, by méla obsahovat protory pro myti skla
a laboratornich pomticek, prostor na ptipravu a sterilizaci medii, skladovaci prostory, prostory
pro manipulaci sse sterilini kulturou a kultiva¢ni mistnost (pfipadné box) s fizenymi
kultivacnimi podminkami.

Pro praci v laboratofi by se méli naddle dodrzovat podminky tak aby nedochazelo

k znehodnocovani sterilniho materialu ¢i biologického materialu. (Kovag, 1995)

3.3.3 Sterizace

Jednou ze zakladnich podminek uspé$né kultivace explantatovych kultur je zajisténi
sterility po cely prubéh kultivace. Z tohoto divodu je nezbytné zabyvat se sterilitou
rostlinného materidlu pouzivaného jako explanatat, sterilitou kultiva¢nich medi a sterilitou
prostiedi, kterém jsou tkanové kultury realizovany. Pri nedodrZeni sterility v nékterém stupni
kultivace dojde ke kontaminaci kultur plisnémi &i bakteriemi. Zivnd média pouzivana pro
tkanové kultury rostlin maji totiz vhodné slozeni pro rist t€chto vSudyptitomnych organismd.
(Kovac, 1995)

3.3.3.1 Sterilizace laboratore

Smith (2012) a Kova¢ (1995) doporucuji pro sterilizaci prosttedi pro praci
V laboratorni mistnosti germicidni zafivky. Kovac¢ (1995) podotykd, Ze lze pouzit i horské
slunce. Tyto zéafivky efektivné ni¢i bakterie a jejich zarodky. PouZzivani UV-zafeni pro
sterilizaci se doporuCuje pouzivat zejméné pied zapoCetim prace, piipadné v noci.
Ultrafialové zafeni je totiz nebezpecné pro o¢i. Pro sterilizaci lze pouZit bakteriocidni ¢i
fungicidni ptipravky kterymi otfeme povrchy stén. Bohuzel timto zplsobem lze sterilizovat

povrchy laboratote ale ne vzduch, narozdil od UV zativek.

3.3.3.2 Sterilizace nastroja a skla

Kovové nastroje, sklo, hlinikové folie atd. mohou byt sterilizovany v horkovzdusném
sterilizatoru (pii 140 °C 90 minut, pti 120 °C 120 minut). Veskeré nastroje, které se takto

sterilizuji je nutné zabalit, popf. uzavfit (alobal). Nastroje, které byly sterilizovany
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V horkovzdusném sterilizatoru se pii praci opakované sterilizuji opalenim nad plamenem

kahanu po jejich pfedchozim ponofeni do 70 % ethanolu. (Kova¢ 1995)

3.3.3.3 Sterilizace zivnych roztoku (Autoklavovani)

Sterilizace autokldvovanim se provadi v autoklavu a jedna se o sterilizaci horkou
parou za zvySené¢ho tlaku. Tento zplsob sterilizace se pouziva pro sterilizaci vatovych zatek,
plastikovych uzavért, filtra, skla, pipet a piredevSim pro sterilizaci medii. Sterilizace se
provadi pfi teploté¢ 121 °C a ptetlaku 100 kPa. Délka sterilizace je u medii zavisla na jejich
objemu, u ostatniho materialu se pouziva doba 15- 20 minut.

Tlak by nemel piesahovat 140 kPa, protoze vyssi tlak vede k rozkladu sacharida
a dalSich termolabilnich slozek média. Termolabilni slozky Zzivnych roztoku jako jsou
napf.proteiny, nekteré vitaminy a aminokyseliny, rostlinné extrakty, gibereliny a nckteré
cukry je nutné sterilizovat filtraci. K tomuto ucelu se pouzivaji specidlni membranové filtry,
které maji velikost porit mensi nez 0,2 pm. (Kovag, 1995)

Kovag (1995) nadale doporucuje médium spise rozlit do vice nddob o mensim objemu
a sterilizovat je kratsi dobu, nez sterilizovat vétsi objem média po delsi dobu. A to z jiz vyse

uvedenych problémt ohledné termolabilité nékterych slozek zivnych roztok.

3.3.3.4 Asepticky box (flow-box) a prace v ném

Podle Jha and Gosh (2005) asepticky box nebo-li flow-box je laboratorni zafizeni
které umoznuje praci ve sterilnim prostfedi. Prohani vzduch ptes vysoce u€inné HEPA filtry,
které jsou schopny zachytit ¢astice o velikosti 0,3 um. Filtrovany vzduch je hnan proti
laborantovi a umoziuje tak praci ve sterilnim prostiedi.

Podle Kovace (1995) by jsme méli dodrZovat nasledujici zéasady pii praci
ve flowboxu. A to neposkozovat ochranou miiZku, mohlo by tak dojit k poSkozeni filtri. Pred
a po praci ve flowboxu by jsme méli setfit vnitini strany roztokem ethanolu 0 70%. Box je
nutné spustit 15 minut pfed praci aby doslo k ustéleni proudu vzduchu. Nadale neni mozno
ve flowboxu kaslat ¢i kychat a hlava by méla byt drzena mimo pracovni prostor. Mezi
nejvetsimi zdroji kontaminace patii sam laborant. Pfedméty, které vyZzaduji nejvyssi sterilitu

se umist'uji nejblize k filtru.
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3.3.4 Kultiva¢ni média

vvvvvv

kulturach rostlin je slozeni kultivaéniho média. Média pouzivana jak pro kultivaci bunék, tak
rostlinnych pletiv ¢i orgdni obsahuji obvykle nasledujici slozky: makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo dal$i zdroj organického dusiku, sacharidy,
zpévnovaci latky a rastové regulatory.

Jha and Gosh (2005) zminuji, média pouzivana v rostlinych tkanovych kulturach
obsahuji vyzivné latky, které jsou dilezité pro rist a vyvoj tkafovych kultur. Uspéch
tkanovych kultur také velmi zéalezi na rtznych typech kultiva¢nich médii. Riizné typy rostlin
pozaduji rizné nastaveni latkového slozeni kultivacnich médii. Médium pro rostline
explantaty je kompleni. Optimalni slozeni média zalezi na urcitych rostlinych druzich a jejich
pouziti, je mozné, ze podminky pro péstovani rostlinych bunék jsou jiz dobie popsané, pii
nové praci snovymi druhy musi byt zjistény pozorovdnim a experimenty. SloZzeni
kultivaéniho média mutze byt také zdmérmné zménéno pro podporu urcitého procesu.
Navrhnout jedno slozeni pro optimalni rist vSech rostlinnych pletiv je velice obtizné
navrhnout.

Kovag (1995) Jha and Gosh (2005) doporucuji také vénovat pii zhotovovani zivného
média vénovat pozornost koncentraci vodikovych iontii. Obycejné se doporucuje pH 5,5 az
6,0. V nekterych ptipadech 6,0 az 7,0. Prislusna hodnota pH se v ptipad¢ potieby upravi
tuhnuti kultivaéniho média a pfi hodnoté vyssi se stadva médium pfili§ tuhé.

Chemické slozeni a fyzikalni vlastnosti média musi odpovidat poZzadavkiim rostliny
v riznych fazich rozmnozovaciho cyklu. V prvni etapé (zalozeni kultury) se do média
pridavaji nékdy antioxidanty ve druhé etapé se médium casto obohacuje o latky, které
stimuluji tkanovou proliferaci. Jednad se pfedevS§im o vyssi koncetrace cytokininl. Ve treti
etapé mnozeni se do média pfidavaji pfedev$im auxiny, podporujici elohacni fazi ristu
a zakladani kofent. (Kovag¢, 1995)

Pro ptipravu tuhych médii se nejcCastéji pouziva agar. Agar ma oproti jinym
gelizujicim latkam fadu vyhod. Za prvé, je-li agar smichan s vodou, dojde k vytvoreni gelu pii
teplot¢ 60 - 100 °C ktery tuhne pfiblizné pii 45 °C. Agarové gely jsou tedy stabilni pfi
teplotdch pouzivanych ke kultivaci. Agar nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni

rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost agarového gelu je mozné regulovat pouzitou
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koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. Agar se obvykle pouziva v koncentraci 0,8 - 1,0
%. (Kovac, 1995)

Momentalné¢ mame pomérnée velké mnozstvi popsanych kultivacnich médii, které jsou
oznacovany podle jejich autorti. Aktualné je asi nejznaméjsi MS médium pojmenované podle
(Murishige and Skoog, 1962) nebo LS médium pojmenované podle (Linsmaier and Skoog
1965) Médium se pouziva velmi Casto, zejména tehdy, kdy je cilem kultivace regenerace
rostlin. B5S médium a jeho riizné derivaty se pouzivaji predevsim pro kultivaci protoplastl
a bunécnych suspenzi. Je vSak také ¢asto pouzivano pro regeneraci rostlin. Hlavnim rozdilem
mezi MS a BS5 je predev§im mnohem nizsi obsah dusiku v BS mediu.

MS médium formulovali Murashige and Skoog (1962) za tcéelem in-vitro kultivace
tabaku, posléze bylo zjiSténo, te je mimofadné vhodné pro kultivaci Sirokého spektra
explantatl raznych rostlinnych druht a nyni je nejpoutivanéjs§im zivnym médiem.

(Kovac, 1995)
3.4 Fytohormony a regulaéni latky

Ristové regulatory rostliSujeme na ptirozené (nativni) a syntetické. Nativni si rostlina
sama tvofi k regulaci svého rlstu a vyvoje a oznacujeme je terminem rostlinné hormony
neboli fytohormony. Syntetické rlstové regulatory nejsou soucasti metabolismu rostlin, ale
pfi vnéjsi aplikaci na rostliny plisobi na jejich rist povzbudivé (oznacujeme je jako
stimulatory) nebo brzdivé (oznacujeme je jako retardanty)

Fytohormony jsou chemickymi sihnély, které vzikaji ve velmi nepatrném mnozstvi
Vv urcité ¢asti rostlin a jsou transportovany do jiné Casti a tam plisobi regulacné na rizné
procesy, predevsim rlstové, vyvojové a pohybové. Na rozdil od Zivocisnych hormont jsou
fytohormony jen velmi malo specifické. RozliSujeme tfi skupiny fytohormonl ptevazné
pusobicich stimula¢né (auxiny, giberliny a cytokininy) a dvé skupiny fytohormoni pievazné
pusobici inhibi¢né. (absiciny a ethylen) (Prochéazka a kol. 2002)

Neexistuje rlstovy proces, ktery by byl ovliviiovdn (regulovan) pouze jednim
fytohormonem, a na druhé strané neexistuje fytohormon, ktery by ovliviioval pouze jediny
rustovy proces. Tento pleiotropni Gc¢inek fytohormonti lze uvazovat jako nasledek interakci
dvou, resp. tii slozek. Hlavni slozkou je pocet aktivnich molekul fytohormonu spojenych
s mistem jejich G¢inku v buice. Tako hodnota zavisi na biosyntéze a metabolismu
fytohormonti i na regulaci jejich importu a exportu (tj. transportu). Druhou slozkou je

senzitivita bun€k k endogennim fytohormontm. (Prochédzka a kol.,1997)
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3.4.1 Auxiny

Hlavnim auxinem je kyseliny B-indoloctova (IAA) vzn ikajici z tryptofanu bud’ pres
kyselinu B-indolylpyrohroznovou nebo pies tryptamin. Z pfirozenych indolickych auxint je
znamd 1 kyselina B-indolymaselnd. Ze syntetickych auxini je nejdilezitéjsi kyselina
a-naftyloctovd (NAA). Pro transport auxini je typickda polarita, ve stonku se auxin
transportuje od vrcholu k bazi a v kofenu od baze k vrcholu. Nejnapadnéjsi pusobeni auxinu
je podpora prodluzovaciho ristu segmentli stonkl. Auxiny stimuluji déleni bunek a tvorbu
adventivnich kofent, brzdi vSak rlst pupeny a opad listd a plodd. V rostlinach je auxin
pfitomen i v podob¢ tzv. konjugatl, estertt [AA s glukozou, myoinozitolem nebo kyselinou
asparaginovou. (Prochazka a kol., 2002)

Morfogenetickd reakce v explantatové kultufe je znacné€ zavisla na vzajemném pomeru
auxinu a cytokininu v kultivaénim médiu. Iniciace tvorby kotenil, embryogeneze a iniciace 13
tvorby kalusu je stimulovéna, je-li pomér auxinu k cytokininu vysoky. Je-li tento pomér
nizky, je indukovana tvorba adventivnich, ¢i axilarnich pryta (Kovac, 1995).

Auxiny jsou v kultivacnim médiu poutivany piedevS§im za tUcelem stimulace ristu
kalusu a bun¢k, v nékterych ptipadech k indukci tvorby pryti a zejména kotent, k indukci

somatické embryogeneze a stimulaci rustu pryti (Kovag, 1995).

3.4.2 Giberliny

Giberliny byli objeveny jako uciné latky houby Gibberella fujikuroi ptsobici chorobu
ryze, projevujici se napadnym urychlenim prodluZovaciho ristu stébel. Jsou to diterpeny
tvofici se vrostlingé zkyseliny mevalonové. V soucasné¢ dobé je znamo 89 giberlini
oznacovanych jako GA1, GA2, GAs.

Giberliny se tvofi v mistech aktivniho rustu zvl. v nejmladsich listech, kofenovych
Spickach a v embryich semen. Vyskytuji se v rostlinych jednak volné, jednak v podobé
konjugatli, vétSinou glukozidi. Konjugaty jsou hojné zvlast’ v nezralych semenech. Nadale
stimuluji prodluzovaci rist intaktnich prytt. Rust kofend zpravidla nestimuluji.

(Prochézka a kol., 2002)
3.4.3 Cytokyniny

Cytokininy jsou latky, které v pfitomnosti auxind stimuluji déleni bun€k a podnécuji
diferenciaci pupenii a kotfend v kulturach in-vitro. S riznymi modifikacemi lze zevSeobecnit,
Ze vysoky pomér cytokininu k auxinu stimuluje diferenciaci pupend, zatimco opa¢ny pomeér

obou hormont podnécuje diferenciaci kotfenli. Cytokininy podporuji vétveni stonkl
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a potlacuji vétveni rostlin k neptiznivym podminkyam prostredi. (Prochazka a kol., 2002, Jha
and Gosh 2005)

Nekteré aromatické derivaty mocoviny a thiomocoviny jsou vysoce aktivni
v biotestech na cytokininy. Nejaktivné€j$i jsou N,N'-difenylmocovina, N-fenyl-N'-
pyridylmocovina a tidiazuron (TDZ) a jejich derivaty (Prochazka a kol., 2002).

V soucasné dobé zname pies 30 prirozenych cytokinint. Strukturdlné vsechny
vychéazeji z adeninu substituovaného na exocyklické aminoskupiné v poloze N-6. Dalsi
skupina cytokininti obsahuje aromaticky substituent. Patii sem zejména N6-benzyladenin
a jeho derivaty s hydroxylovanym benzenovym jadrem v poloze orto a meta. Vse nasvédcuje
tomu, ze se uplatnuji zejména pii regulaci morfogeneze a zpomalovani starnuti rostlin
(Prochazka a kol., 1997).

V kulturach in-vitro je Casto uzivan benzyladenin (BA). Cytokininovou aktivitu maji
i nékteré derivaty mocoviny. Podobné jako auxiny nalezly i cytokininy vyznamné vyuziti

Vv kulturach in-vitro jako slozka kultiva¢nich médii. (Prochazka a kol., 2002)

3.5 Metody mikropropagace rostlin

Kovag (1995) o ni pojednava ve smyslu, kdy se jednd v podstaté o mnozeni rostlin
indukei tvorby pryti z axilarnich (UZlabnich) pupenli nebo o tvorbu adventivnich pryti ¢i
adventivnich somatickycy embryi a to bud’: pfimou morfogenezezi, pti které vyse uvedené
struktury vznikaji pfimo na ¢astech organu, nebo pletiv a nebo neptimou morfogenezi, kdy
uvedené struktury vznikaji z kalusového pletiva, nebo v suspenzni kultufe.

3.5.1 Produkce rostlin axilarnich pupeni

Tato metoda piedstavuje nejrozsifengjsi metodu kultivace in vitro. Jeji varianty
pfedstavuje metoda kultivace vzrostnych vrcholli a metoda kultivace jenonodélnich
stonkovych segmentli. Ob¢€ jsou zalozeny na stimulaci riistu axilarnich pupenii pii potlaceni
apikalni dominance. (Kovac, 1995).

3.5.2 Produkce rostlin tvorbou adventivnich prytu nebo
embryi

U rostlin existuje schopnost ptechodu diferencovanych bunék a pletiv
do meristematického stavu charakterizovaného inzenzivnim bunécnim délenim s néaslednou
cytodiferenciaci a regeneraci orgdnd, resp. celych rostlin. Rostlinnd somaticka bunka je

totipotentni. Za urcitych podminek, které mohou byt v podminkach in vitro definovany
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a kontrolovéany, jsou mofrogenetické procesy dovrSeny regeneraci celych rostlin. (Novak,
1990)
Diferenciace rostlin in vitro probiha v téchto riznych systémech.
- ogranizované struktury — meristemy a zygotickd embrya
- diferenciované pletiva resp. komplexy pletiv
- pletiva na rizném stupni dediferenciace, zejména ve forme kalusu

- izolované bunky a protoplasty

Morfogeneze kazdého uvedeného systému ma své specifické vlastnosti, které se
odrazeji jak pfti fyziologické regulaci, tak i genetické determinaci vyvojovych procesi.
(Novak, 1990)

K regeneraci mite dochédzet ptimo na izolovaném pletivu bud’ ze zalotenych zakladd,
nebo de novo tak, te buiikka nebo buiky, které dediferenciovaly, se za¢nou podilet
bezprostiedné na vytvareni nové struktury. V obou uvedenych piipadech se jedna o regeneraci
pfimou. Jindy déleni meristematickych bunc¢k vnesenych spolu s explantitem nebo vzniklych
dediferenciaci vede nejprve k vytvafeni kalusu a teprve v takto vzniklé kalusové kultuie
dojde, vétsinou po zméné kultivac¢nich podminek, k regeneraci novych struktur. (Prochazka a

kol., 2002).
3.5.3 MnoZeni pfimou morfogenezi

3.5.3.1 Pfima tvorba adventivnich pupent

Dalsi dilezitd metoda pouzivana k mikropropagaci je metoda zalozena na indukci
tvorby adventivnich pupenti. Podstatou metody je vznik pupenu z pfedem nediferenciovanych
struktur typu axilarnich, ¢i apikalnich pupent. Adventivni pupeny vznikaji z bunék explantatu
po jejich dediferenciaci. Adventivni pupeny davaji vznik adventnim prytim, které je mozné
mnozit bud’ stejnym zpiisobem, nodalnimi segmenty nebo pomoci axiladrniho vétveni.

K indukci adventivnich pupend je mozné pouzit kouskt pletiv a organd. Po umisténi
explantatu na zivné médium dochazi za urcitych podminek k prortistani t€chto pupenti v nové
rostliny. Vytéznost tohoto zpiisobu rozmnoZovani je velmi vysokd. Na explantitu nemusi
vzdy vznikat rostliny, ale mohou se pfimo vyvijet rozmnozovaci ¢astice, napf. cibulky. Tento
jev muzeme pozorovat napft. u lilii. (Kovac, 1995)

3.5.3.2 PFima embryogeneze

Tento zplisob mnozeni je charakterizovan piimym vznikem somatickych embryi

na primarnich explantatech. Embrya vznikaji z pletiv oznacovanych jako proembryonalné
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determinovana. Jednd se napi. o pletiva zygotickych embryi, déloh kli¢nich rostlin,
hypokotylu kli¢nich rostlin atd. Tento zptisob mnozeni byl popsan napt. u vojtéskym, citrusi,
petrzele atd.

(Kovag, 1995)

3.5.4 MnoZeni neprimou morfogenezi

Tato metoda je charakteristickd vznikem kotentli, stonkd, popf. celych rostlin
Z neorganizovaného kalusového pletiva. Protoze tyto organy nevznikaji z ptivodniho pletiva
matefské rostliny oznacuje se tato organogeneze jako nepifima. MnoZeni probiha v nékolika
etapach.
3.5.4.1 Odvozeni kalusu

Novak (1990) zmitnuje, ze proces odvozeni kalusu je charakterizovdn zménami
vnitiniho metabolismu, zejména syntézy DNA, RNA a protein, které¢ kulminuji v obnoveni
bunécného déleni dediferenciovanych bunék. Ne vSechny buiiky reaguji na nove prostredi
kultury in vitro se stejnou odezvou. Mitoticka aktivita je podminéna fadou faktord jako je,
reakce na poranéni, anaerobni prostfedi, zvySena dostupnost zivin a rychlej$i uvoliovani
inhibitordl, jakoZz 1 vliv svétla na povrchové vrstvy explantatu. Pribéh prvniho mitotického
déleni je ndhodny, avSak nasledna déleni nabyvaji periklindlni charakter a v misté proliferace
se zaCne vytvafet ranové kambium. V dal$im pribéhu neorganizovaného rtstu in vitro je
kalusové pletivo sloZeno pievazné z buiick parenchymatického typu.

Kalus pfedstavuje soubor nediferenciovanych bunék. U vétSiny dvoudéloznych bylin
je mozné odvodit kalus z riiznych explantatd jako napt. ze segmentu listd, stonkd, kofend,
kouskt zasobnich organd, vzrostnych vrchold, embryi atd. (Kovac, 1995)

Proces, pfi kterém trvalé pletivo resp. dediferenciované bunky revertuji
do meristematického stavu a vytvareji neorganizovany kalus, je povaZovan za dediferenciaci.
(Novak, 1990)

Kombinace rustovych regulatorti a jejich koncentracni pomér v kultivaénim médiu
jsou rozhodujici z hlediska rastu a diferenciace bunék, pletiv a organu in vitro. Obecny model
morfogeneze in vitro je zalozen na predpokladu, ze vysoka koncentrace auxinu a nizka
koncentrace cytokininu v médiu podminuji proliferaci neorganizovaného kalusu. (Novak,
1990)
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3.5.4.2 Organogeneze v kalusové kultuie

Vytvoreny kalus resp. buiniky suspenzni kultury jsou pfeneseny na médium s nizsi
koncentraci auxinu a dochazi k vytvofeni organovych zadkladi. Vyznamna je predevSim
produkce prytl, protoze koteny, které v kalusové kultuie vznikaji nemaji vétSinou vaskularni
spojeni s pryty. Proto Casto musi nésledovat tieti faize — zakofeniovani. Je realizovana bud’
ve sterilnich podminkach, nebo jsou pryty po aplikaci auxinu na jejich bazi pieneseny
do nesterilniho substratu. (Novak, 1990)

Pii organogenezi se nova struktura muze vyvijet z jedné nebo i vice bun¢k. Z toho
vyplyva redlna moznost chimér, s ¢imz musime pocitat i v naSich pokusech.

Stafi a fyziologicky stav donorové rostliny ma vliv na dalsi regeneraci. Stafi rostliny
i explantaty hafe snaseji stres po pienosu do kultury in vitro. V praxi se pro iniciaci kultur
pouzivaji jak polni rostliny, tak i sklenikové kultury péstované za fizenych podminek.

(Rakousky, 2001)

3.5.5 Mnozeni rostlin neprimou somatickou embryogenezi

Adventivni nebo asexualni embryogeneze je vyvoj zarodku z bunky, ktera neni
produktem gametické fuze. Tento jev je znam u celé fady druhl, kdy se embrya vyvijeji
in situ, nejCastéji z nucelarnich bunék nebo z bun€k suspenzoru a integumentd, spolu se
zygotickymi zarodky. In vivo adevntivni, resp. somaticka embryogeneze je oben¢ omezena
poze na pletiva semeniku a ostatni diferencované somatické buiiky mohou tuto schopnost

projevit jen v kultufe in vitro. (Novak, 1990)
3.6 Pokusy

Jain et al. (2002) zjistili, ze kalusy ziskané z listovych explantati Phlox paniculata na
klasickém MS médiu pti koncentraci 3 % sacharozy pln€ pokryly fezné plochy a po 14 - 15
dnech kultivace pokryly celou plochu. Dale zjistili, ze na médiich, které neobsahovali auxiny
a cytokininy se nevyskystly Z4dné zminky mnozeni a tvorby kalusu na rosltinnych
explantatech. Intenzita tvorby kalust byla vétsi s médiem, které obsahuje BA v kombinaci
s IAA nez pfi ostatnich pokusech s Kn+tIAA, KntNAA, BA+NAA. Médium s 0,5 mg/l BA
a 2.0 mg/l 1AA byl prokazan jako nejvic efektivni v tvrobé kalusu. Lepsi tvorba kalusu byla
prokdzana pii pouZzivani nevyzralych listovych pletiv jak u vyzralych.

Declerck a Korban (1995) zminuje, Ze byla vyvinuta vysoce U¢innd regenerace
listovych kalusii a nasledna vysoka tvorba prytu ze sklenikové péstované kultury Phlox

paniculatu pro odridu "Franz Schubert” a ‘Prospero’. V pfedbézném experimentu, TDZ a BA
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(5 wmol/l) dohromady s 2.5 pumol/L TAA inkudovala skoro 100 % regeneraci pro oba
genotypy, obzvlast pokud byly explantaty vystaveny ristu bez temnostni faze. Navic byly
zjistény vyznamné rozdily v regeneraci explantati ziskanych z prvnich, druhych a tietich
odbéra. Byly zkouSeny ¢tyfi rizné koncentrace BA a TDZ (0,25, 1, 3 a 5 umol / ) dohromady
se ttemi rovnémi IAA (0, 0,5 a 1,0 5 umol / I). Listové segmenty odridy 'Franz Schubert’
vykazovaly vyznamné rozdily v regeneraci pryti a celkové v kvalité regenerovanych prytu.
(mysleno délka nejdelSich vyhont). Vysledeky analyzy hlavnich komponenti ukazuje, ze BA

je celkové uc¢inéjsi jak TDZ pii indukci vice vyhont a vice regeneracich mist na explantatu.

Meristemové kultury a nebo thermoterapie jsou pouzivany pro ozdraveni mate¢niho
materialu Phlox paniculata (‘Blue Boy'’Starfire”) od virovych onemocnéni. Vrcholové
a listové explantaty které byly posbirany ze zdravych rostlin byly kultivovany v in vitro
podminkach. Adventivni pryty byli pozorovany na zakladnim MS médiu, obsahujici cytokinin
BA s ptitomnosti, nebo bez ptitomnosti auxinu NAA. Piidanim 0,4 mg/l thiaminu, 0,4 mg/I
kyseliny listové a 40 mg/l adenin sulfat do MS média nema vliv a zlep$i Grovné regenerace.
Mnozeni a zakofeniovani je druhové zavislé. ‘Blue Boy” odriida regeneruje nejlépe z listovych
explantatt, zaroven tato odrida z in vitro kultur ma niz$i regeneracni uroven nez rostliny
ze skleniku. ’Starfire” odrida naproti tomu, selhal pfi regeneraci z listovych explantata.
Zakotenovani adventivnich prytd za ptitomnosti auxinu (IAA, NAA nebo IBA) s nebo
bez BA bylo méné efektivni nez ex vitro zakofenovani. (Fraga and Alonso, 2004)

LaMondia (1999) zjistil, ze pii pokusu o eliminaci had’atek Ditylenchus dipsaci
v rostlinnych kultirach Phlox subulata aplikaci dvou rozdilnich insekticidii pfi riznych
koncentracich. Pouzivan byl prostiedek Avid s u¢innou latkou Abamactin (koncentrace 0,005
mg . I, 0,011mg . I'Y, jako druha varianta byl pouZit prostiedek KnoxOut s Gi¢innou latkou
Diazinon (koncentrace 0,62 mg . I, 1,87 mg . I'*) Aplikovéany byly 4 aplikace postiikem
po 7 dnech, v nasledujicim pokusu 6 aplikaci se stejnym casovym intervalem. Ackoliv
v prvnim pokusu byla velikd populace hadatek, tak vysledky ukdzaly, Ze Abamectin ani
Diazinon nebyly schopny kompletné redukovat vyskyt Ditylenchus dipsacii. Pfi druhém
pokusu byly pouzity vzorky s niz§i populaci Ditylenchus dipsacii a byly prokazatelné 1épe
kontrolovany $esti postfiky latkou Diazinon pfi koncentracich 0,62 mg . 1ta 1,87 mg . I}, kdy
po 4. postiiku byl redukovan vyskyt Ditylenchus dipsacii na 6 — 8 % a po 6. postiikuna 1 — 2
% z1 g rostlinné tkan€. Pfi pouziti adjuvantu Triton 27 s latkou abamectin zptsoboval

fytotoxicitu a nebyl dale zkouman.
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3.7 Mikropropagace

Vyvoj rostlin v podminkach in vitro je mozné rozdélit do 4 zékladnich stadii nebo fazi.
V prvnim stddiu jde o odvozeni sterilni kultury — primokultury, kterd spociva v odebirdni
vhodného explantiatu a jeho sterilizaci a kultivaci na zivném médiu. Materidl odvozeny
VvV primokultuie je potom vyuzivan ve druhém stadiu, kterd se oznacuje jako stadium
multiplikacni ¢i proliferani. Cilem druhého stadia je dosdhnout vysokého koeficientu
mnozeni a ziskat co nejvétsi pocet novych rostlin, resp. novych explantati cestou somatické
embryogeneze, axilarniho vétveni, tvorby adventivnich pupent atd. Toto stadium miize byt
opakovano pasazovanim na téze proliferacnim médium nebo muize nésledovat tieti stadium,
které je vétSinou spojeno se zakofeflovanim. Posledni ctvrté stddium piedstavuje stadium
prevodu rostlin z kultury in vitro do podminek in vivo a je spojeno nékdy se zakofenovanim
in vivo. (Kovag, 1995)

3.7.1 Vybér matecné rostliny

Podle Kovace (1995)by jsme pii odbéru materialu pro odvozeni explantatové kultury
je nutné znat presné ptivod matecné rostliny — o jakou varietu ¢i odrida se jedna.

Pti vybéru rostliny, pro odvozeni explantatové kultury je zapottebi vénovat zvySenou
pozornost zdravotnimu stavu rostliny, zhodnotit jeji rastové schopnosti, fyziologicky stav
a vlastnosti, pro které by méla byt vybrana rostlina mnozena. (Hradilek, 2005)

Uspé&snost odvozeni explantatové kultury je ovliviiovana v zavislosti na roénim obdobi
1 na postaveni odebirané ¢asti rostliny v ramci celé rostliny. Optimalni terminy pro zaloZeni
explanatové kultury se Casto 1i§i od obdobi maximalniho rdstu rostliny. Také mikrobialni
kontaminace explantatu se 1iSi v riznych obdobich roku i na rliznych stanovistich. (Hradilek,
2005)

Nejlepsich vysledka je dosahovano, je-li explantat odebraan z rostliny v aktivni fazi
rustu. Vyjjimku v tomto ptipad€ predstavuje odbér explantatli ze zasobnich organii. (Kovag,
1995)

3.7.2 Odvozeni aseptické kultury

Po peclivém vybéru rostliny, ze které bude explantat odebran pii respektovani

vhodného ¢asového obdobi i mista, ze kterych bude explantat odebiran je mozno ptikrocit

k zalozeni kultury. (Hradilek, 2005)
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Tento proces zahrnuje oplachnuti explantitu vodou a jeho povrchovou desinfekci
pomoci jednoho nebo vice desindekénich ¢inidel. Oplachovani rostlin nebo jejich ¢asti pod
tekouci vodou po dobu 30minut az dvou hodin redukuje pocet mikroorganismu pfitomnych
na povrchu rostlin. (Kovac¢ 1995)

Z faktort, které snizuji Gcinnost sterilizace je predevSim pfitomnost trichomd, které
zabranuji pfistupu desinfekéniho roztoku az na povrch materidlu a tvorba vzduchovych
bublinek, uvoliiovanych nékdy z rostlinného materidlu, které rovnéz lokalné brani pristupu
sterilizaniho roztoku k objektu. Tyto nedostatky lze odstranit poklepem na kadinku pfipadné
jemnym tiepanim a zejména piidavkem nékolika kapek smacedla do roztoku. (Hradilek,
2005)

Po oplachnuti se explantaty ponoti do dezinfekéniho roztoku. Dezinfekéni roztok ma
usmrtit mikroorganismy pfitomné na povrchu explantidtu a nema poskodit vlastni explantat.
Nejpouzivangjsi dezinfekéni Cinidla jsou chlrové vapno, 10 — 15 % roztok SAVO super
a roztok Chloraminu B (1 — 5 %). Uginnost dezinfekce je mozné také zvysit pridanim
nékolika kapek detergentu (JAR) do dezinfekéniho roztoku. Po dezinfekci resp. sterilizaci je
nutné dezinfekéni roztok z explantatu dokonale odstranit opakovanym vypirdnim ve sterilni
destilované vodé€. Poskozené konce explantatu se odstrani skalpelem a explantat se upravi

do pozadované velikosti popf. se z ného izoluji vlastni explantaty. (Kovac, 1995)

3.7.3 Faze proliferace explantatové kultury

Pfenos explantatl z jednoho média na médium cerstvé se oznacuje jako pasazovani.
PasdZovani se provadi pravidelné¢ a jeho cilem je pfenést explantit do nového prostiedi
zbaveného rostlinnych exkretli, které¢ explantat naprodukoval a které by mohly negativné
ovlivnit jeho dalsi rist. (Hradilek, 2005)

Rostlinny material je opakované pasazovan na ¢estvé médium, pticemz se v zavislosti
na dosazeném koeficientu mnoZeni zvysuje pocet explantatl v kultufe. (Kovac, 1995)

Explantat, ktery obsahuje vzrostny vrchol muize v zéavislosti na kultivacnich
podminkach davat vznik jednomu nebo velkému poctu novych prytii. Noveé vznikly pryt opét
zahrnuje apikalni pupen a izlabni pupeny. Jeho roziezavanim na jednotlivé ¢asti je mozné
rostliny v explantatové kultufe dale mnozit. Po namnozeni pozadovaného mnozstvi pryti

pasazovany na médium stimulujici zakotfenovani. (Kovac, 1995)
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3.7.4 Zakorenovani in vitro

Pryty odvozené v podminkach in vitro mohou bud’ v podminkach in vitro, nebo
V podminkach in vivo. (Hradilek, 2005)

Zakotenovani je vyznamnou a Casto dosti obtiznou etapou mikropropagace. Nestaci
jen, aby pryty vytvofili kofeny, ale také aby tyto kofeny byli funkéni. Zakofenovani pryta
v sterilnich podminkach in vitro, je pomérné pracné a zvySuje naklady na mnozeni rostlin.
Kofeny takto vzniklé, nejen ze mohou byt nefukcni, ale mohou postradat kofenové vlasky
a jsou velmi kiehké a lamavé. (Hradilek, 2005)

V soucasné dobé¢ se vSak, pokud je to mozné, vice vyuziva zakofenovani in vivo. Je to
pfedevsim dano velmi vysokou cenou a pracnosti sterliniho zakofenovani. DalSim divodem je
Casta nefunkCnost kotfenu vytvorenych in vitro po pieneseni rostlin do pudy. Kofeny
vytvofené in Vvitro totiz postradaji velmi Casto kofenové vlaseni, jsou velmi kiehké a pfi
prenosu do pudy se lamou. U nékterych druhti je mozné vyvolat tvorbu kofeni pouze
pfenesenim prytl nebo shlukli prytd na médium prosté cytokinin. U vétSiny druhti vSak

indukce tvorby kotfenll vyzaduje navic pfitomnost auxinu. (Kovac, 1995)

3.7.5 Zakorenovani in vivo a aklimatizace

Zakotenovani prytd odvozenych in vitro v nesterilnich, nebo polosterilnich
podminkach na substratech blizkych zahradnickym substratim. (Hradilek, 2005)

Hradilek (2005) a Kovac (1995) doporucuji pti zakofenovani prytd in vivo pouzivat
umélé pudy a porézni materialy jako perlit, vermikulit, smé&si pisku a raseliny nebo cedicova
vata.

Obecnou vlastnosti téchto materiali a substrati je snizeny vyskyt ptdnich
mikroorganizmii a moZnosti C¢astecné desinfekce substratu. Substrdt pouZivany
k zakofenovani in vivo by mél mit slabé kyselou az neutralni reakci zajistovanou
dostatecnou aeraci a mél by mit vysokou vodni kapacitu. (Hradilek, 2005)

Zakofenovanim prytd V nesterilnich podminkach se provadi tak, Ze se pryty
pochézejici ze pasazovani jednotlivé izoluji, ponoii se na nékolik sekund do roztoku auxinu
a poté se zanoii svou bazi do vlhkého substratu. Pryty zakotenéné in vitro se po predchozim
dikladném oplachnuti zbytkti Zivného média ulpélého na kofenech opatrné piesadi
do vlhkého substratu. Kontaminaci rostlin po jejich ptenosu do nesterilnich podminek je
mozné zabranit aplikaci fungicidi na rostliny popt. do substratu. Ve stadiu zakofenovani
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in vivo je krom¢ dokonalého zakofenéni rostlin nezbytna jejich aklimatizace na zménéné
podminky zevniho prostfedi. Aklimatizace se predevSim tykd snizené vzdusné vlhkosti
a prechodu na autotrofni zplsob vyzivy. Pozadavek na postupnou aklimatizaci na nizsi
vzdusnou vlhkost vychazi z toho, Ze rostliny rostouci v kultufe in vitro nemaji vytvorenou
dostateéné silnou kutikulu a maji velmi cCasto nefukéni praduchy. Tento jev se oznacuje

vitrifikace a je zptisobena vysokou vlhkosti v kultivacnich naddobach. (Kovac, 1995)
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4 Metodika

4.1 Pracovni, kultiva¢ni podminky a vybaveni

Veskera prace, jenz byla provadéna s kulturami in-vitro a s pracemi jenz byly spojeny
s in-vitro kulturami, byly provadény v laboratofi vybavené pro praci s tkanovymi kulturami.
Nasledna kultivace casti explantatii byla provadéna ve stojanu se zafivkami, bez regulace
teploty a druha cast kultur byla kultivovéana v prostiedi kultivacniho inkubatoru.

Kultivovace ve stojanu probihala pii konstantnich svételnych podminkach, kdy
explantaty nebyly vystaveny temnostni fazi. Tepelné podminky ve stojanu byly proménlivé
nebot’ zde nebyla mozna stala regulace teploty. Byly zavislé na podminkach v mistnosti kde
byl stojan umistén a na dalSich vlivech, jenz tento prostor ovliviioval (pocasi, centralni topeni,
vétrani), zaroven jednotlivé kultury byly ovliviiovany samotnym zahifivanim umisténych
zativek nad kulturami. Druha ¢ast explantatt byla umisténa v kultivacnim inkubatoru, kde
byly podminky stabilni a neménné. Teplota v kultivaénim boxu byla za svétla 23 °C a béhem
temnostni faze 18 °C. Svételna faze byla po dobu 16 hodin a temnostni faze byla po dobu

8 hodin.

Vychozi kultury rostlin byly ziskany v jiz napéstované form¢ z Prazské botanické
zahrady, nadéle byly péstovavany ve sklenicich pro sniZzeni kontaminace mikroogranismy, ¢i
jinymi patogeny a pro ustaleni podminek pro rist a odbér listovych explantati.

Veskera prace na in-vitro pokusech poté probihala v aseptickém boxu (flow box),
abychom dodrzeli sterilni prostfedi. Veskeré nastroje (skalpel, pinzeta), sklo (petriho misky,
erlenmeyerovy banky) byly sterilizovany pro naslednou praci v autoklavu (standartni
sterilizace — tlak 101,5 kPa teplota 121 °C, doba 20 minut), pro naslednou praci byla pracovni
plocha flow boxu sterilizovana germicidni zafivkou umisténou ve flowboxu po dobu 15 minut
a nasledné posttikem ethanolu pro potlaeni rozvoje a vyskytu mikroorganismti a docileni
sterility prace. Pro praci byly nastroje déle sterilizovany v roztoku ethanolu a nasledném
opalenim nad plamenem kahanu. Nezbytné je také dikladné umyti rukou, jejich desinfikace
ethanolovym postitikem, nebo pouzivani ochranych pomicek a dodrzovani Cistoty a potradku

V pracovnim prostiedi.
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4.2 Kultiva¢ni médium, regulatory rostlinného ristu

Zakladni kultivaéni médium bylo vybrano Murashige a Skoog médium (zkracené
MS), které ma viceméné univerzalni vyuzitelnost a je obzvlasté pouzivano pro praci v in-vitro
podminkach s okrasnymi rostlinamy. Nadale byla jiz ovéfena jeji uspéSnost u piredchozich
pokusech ¢i vyzkumech u explantatovych kultur Phlox paniculata jak se zmifuji prace
Declercka a Korban (1995) a Matiska (2009)

Pro prvni fazi kultivace explantatl listovych segmentd, které byly odebirany z rostlin
uchovavanych ve sklenicich bylo pouzivano klasické MS (Murashige a Skoog médium),
které bylo obohaceno o regulatory rostlinného ristu TDZ o koncentraci 1,5 mg . It a 0,5
mg . I't 1AA pro podporu tvorby a riistu kalusi.

Nasledna kultivace odebiranych pryti ze vzrostlych kalusti byla zasazovana do
standartniho MS média bez dlasich pfidavki rostlinnych hormont. Takto bylo zachazeno
nadale i béhem pasazovani, kdy stonkové tizky byli zasazovany do stejného média.

4.2.1 Priprava média

Pro nejsnadné&jsi ptipravu vytvofeni MS média, se pouZivaji zdsobni roztoky, které
jsou ptedem piipravené v 1000 ml erlenmayerové baiice, které jsou skladované ve tmé
a Vv chladu, dale pouzivame destilovanou vodu a samostatné navazované slozky. Pro ptipravu
médii se pouziva rizné mnozstvi téchto latek, avSak pro pripravu MS média, které bylo
vyuzivano v této praci bylo pouzito uvedené mnozstvi v nésledujici tabulce.

Pro pfipravu 1 litru MS média se nejdiive odméii zéasobni roztoky do 1000 ml
odmérné banky, odméfovani se provadi pipetovanim a pied pouzitim pro pipetovani dalSiho
roztoku, vzdy pipetu dukladné¢ promyjeme destilovanou vodou, aby nedochazelo k fedéni
zasobnich roztokd. Nasledné¢ se odvazi na laboratornich vahéach sachar6za, agar a myo-
inositol. Pfed smichdnim navéazenych slozek bylo nejprve dilezité dané slozky v kddinkach
pfedem pievést do formy roztoku a to smichanim s destilovanou vodou. V piipad¢ agaru
pfevadime ve formé¢ suspenze. Béhem této prace se nejcastéji pouzival technicky agar ve
forme¢ prasku, ovSem pii piipravé nékolika litrh média byl pouzivan i agar ve formé
nerozdrceného prasku a to stiihany na drobné pasky, tato forma agaru se musela predem pied
prevedenim do odmérné banky zahiat na 80 °C tak, aby byl schopen vytvofit emulzi. Po
pfidani kapalnych a pevnych slozek ve formé roztoku do odmérné barky, dolejeme po rysku
odmérné banky destilovanou vodou. Pokud md médium obsahovat ristové rostlinné
regulatory, je nutné je piidat jesté¢ pfed uUpravou pH také ve formé roztokd. Nasledné
pielejeme cely roztok do vhodné kadinky nebo erlenmayerovy banky pro snaz§i zméteni
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a upravu pH roztoku na optimélni hodnotu. Optimalni hodnota pH roztku je deklarovana
na 5,7 az 5,8. Pro upravu pH pouzivame 1 M roztok hydroxidu draselného a to pro zvySovani
pH, pro sniZzovani pH byl pfipraven 1 M roztok kyseliny citrénové, béhem mého pokusu jsem
vSak nemusel tuto variantu pouZzit.

Pro dalsi pouziti roztoku upravime roztok rozvarenim v mikrovinné troubé po dobu
zhruba 10 — 15 min (tato doba je orienta¢ni pro rozvaieni 1000 ml roztoku) a pii vykonu 800
W do dokonalého rozpusténi vSech slozek. Nasledny postup pro pfipravu média zalezi
na formé& pouziti, pokud hodlame rozlévat médium do petriho misek, tak se roztok pifedem
sterilizuje v autoklavu po dobu 15 - 20 minut pfi teploté 121 °C a pfi tlaku 100 kPAa.

Nésledné po mirném ochlazeni se roztok rozléva do petriho misek ve sterilnim
prostiedi aseptického boxu (flow-box) a zabali do pritazné PE folie (potravinaiska folie),
kterd ndm sniZuje pravdépodobnost kontaminovani médii. Poté petriho misky ptepravime
do chladu a temna. Pro pfipravu MS média v erlenmayerovych bankach je tieba nejprve
rozvatené médium rozlit do pfipravenych ban€k. Erlenmayerovy banky poté piekryjeme
a uzavieme aluminiovou folii. Nésledné¢ muiZeme erlenmayerovy banky steriliozvat pfi

podminkach vySe uvedenych.

Tab. 1 Piiprava MS média

HN4NO;3 16,59

KNOs 1909

CaClz . 2H,0 449

MgSOs . 7 H,0 379

KH2PO4 1,79

HsBOs 0,62 g
MnSOs. 4 H20 ( H20) 2,239 (1,69 g)
ZnS0: . 4 H20 (7 H20) 0,86 g (1,06 g)
ZASOBNIi ROZTOK C: NAVAZKA NA 11
KJ 0,083 g
Na:MoOs . 2 H.0 0,025 ¢
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ZASOBNI ROZTOK D: NAVAZKA NA 11

CuSO4. 5 H0 0,0025 ¢
CoCl2 . 6 H.0 0,0025¢g

Na2,EDTA . 2 H,0O 3,73¢
FeSO4 . 7 H0 2,78 ¢
Kyselina nikotinova 0,05¢g
Pyridoxine 0,059
Thiamin 0,01g
glycin 0,20 g
Sacharoza 30,09
Agar 8049
Myo-inositol 0,1¢g
10mI B
10mIC
10mID
10mlE
10mlv

pH upravit na 5,7 - 5,8

4.2.2 Pouzité varianty
Pro pokus a tvorbu kalusu z listovych segmentt byla zkouSena varianta rostlinnych

rastovych regulatord a to thidiazuron. (uvadéno na 1 1 média)

TDZ 1,5mg + 0,5 mg IAA
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4.3 Odbér explantatii, nasledné oSeti‘eni

Odrady, testované rostliny Phlox paniculata byly ziskany pro pokus z botanické
zahrady hlavniho mésta Prahy. Byly obdrZzeny na jafe v mirné narostlém stadiu a byly
okamzité umistény do arealt skleniki Ceské zemédélské univerzity. Ve skleniku byly
kultivovany pro pozadovanou velikost rostliny pro odbér explantatu, zaroven umisténim do
sklenikti bylo snizeno riziko kontaminace rostlin patogeny nebo Skidci z vnéjsiho prostiedi.
Ve skleniku rostliny byly udrzovany v optimalnich podminkach a probihala zde pravidelna
kontrola zasazeni had’atky a ostatnimi Sktci (bodavé savy hmyz) a snahou potlacit jejich
vyskyt. Po dosazeni optimalni velikosti rostlin, zhruba 15 - 20 cm byly rostliny pfipraveny
pro nasledny odbér explantati. Kvuli zasazeni rostlin had’atkami bylo nutno odebirat
explantaty i z nevzrostlych rostlin, uréité odrudy rostlin trpély obzvlast zakrslym vzristem.
Z odrudy 'Laura” nebylo mozno odebrat vzorky z divodi nedostate¢né tvorby listové plochy
a brzkého thynu rostliny. Po prvnim odbéru nasledoval odbér druhy, ktery byl v rozmezi 2 - 3
tydnt. Explantaty z rostliny byly ziskavany z listovych segmenti odebranych z horni ¢asti
rostlin (piiblizn¢ vrchni tfetina rostliny). Listové segmenty byly vybirany dle listovych
deformaci, které vykazovaly poskozovani had’atkami a listy zakrslého vzristu ¢i jinak
deformované. Listové plochy byly vétSinou z explantati dospélych, nékolikrat bylo tfeba
odebrat vzorky i z mladych listi a to z nedostatku ostatni listové plochy rostlin. Rozdily mezi
vysledky dospélych a mladych listi vSak nebyl zkouméan. Pro spravnou manipulaci
s rostlinymi explantaty a pro Cistou a nekontaminovanou kulturu a praci je tieba vSak nejdiive
odebran¢ listové segmenty desinfikovat. Pro optimalni desinfikaci sco nejmensim
poskozenim pletiv bylo tfeba nejdiive experimentalné zjistit optimalni koncentraci
desinfekéniho ¢inidla. Ze zkuSenosti piedchozich pokust in-vitro kultur Phlox paniculata byl
zvolen vodny roztok desinfek¢niho ¢inidla chlornanu sodného (NaClO) — (komeréné znan
jako desinfekéni ptipravek SAVO 4,7 % NaClO). Dale bylo pouzito pro vyssi efektivitu
desinfekéniho prostfedku par kapek smacedla. Nejoptimalnéjsi koncentrace roztoku sava byla
stanovena pii 20 ml na 80 ml destilované vody. Pokusné listové segmenty byly vystaveny této
koncentraci roztoku po dobu 10 minut a po omyti destilovanou vodou nejevily vyznamné
viditelné poSkozeni pletiv. Mladsi listy ovSem jevily vétsi poskozeni pletiv nez pii pokusech
S listy pln€ vyzralymi. Nasledna pfiprava explantati probihala néasledovné, listové segmenty
byly odebirany a uzavirany do uzaviratelnych sklenic, ve kterych byli nasledovné
desinfikovany. V laboratofi byly listy postupné vyjimany ze sklenic a byli maceny ve vodni

lazni a poté pod proudem vody ociStény od hrubych necistot. Nasledn¢ do sklenic byl vlit
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vodny roztok desinfek¢éniho Cinidla spole¢né s par kapkami smacedla a vlozeny listy. V této
sklenici byly vystaveny desinfekénimu ¢inidlu po dobu 10 minut, pribézné byly sklenice jesté
protfepavany pro plné pokryti desinfekci plochy listi. Po 10 minutach byl vodny roztok slit
ve sterilnim prostfedi flowboxu, do sklenice byla vlita destilovanéd voda pro odstranéni zbytki
desinfekéniho Cinidla. Se sklenici jsme vzdy po chvili zatiepaly, aby se dokonale odstranily
zbytky desinfekce. Toto promyvani destilovanou vodou jsme opakovali 3 x po dobu 15 minut.
Po tfetim promyti destilovanou vodou jsou listy pfipraveny pro dal$i zpracovani. Listim je
Vv prostfedi flowboxu pomoci sterilniho skalpelu zbavend stiedova zilka, okraje listi ¢i
ptipadné poskozené casti pletiv zpisobené desinfekci. Nasledné jsou listové segmenty
roziezany na stejn¢ veélké ¢asti, velikost segmentt kolisala z diivodl rozdilnych velikosti listt,

velikost byla zhruba 0,5-1x 0,5-1 cm.

4.4 Testovani rostlinych kultur na vyskyt had’atek

Pied samotnym zalozenim in-vitro kultur je tfeba nejdiive otestovat vyskyt had’atek
v rostlinach ze kterych budeme odebirat vzorky pro tuto préci. Testovani na vyskyt had’atek
budeme provadét i behém pokusti a to testovanim kalust vytvotrenych z odebranych listovych
segmentt a také ve finalni fazi prace, kdy budeme zkoumat samotné rostliny, které nam
vzesly z pokusu. Prvotni vybér rostlin, které byly vybirany pro nasi praci a také pro testovani
na hadatka byla dle periodicity vyskytu hadatek v dané lokalit¢ a jejich Skodam
zpusobovanych pravidelné na danych odriiddach Phlox paniculata. Po vytipovani rostlin, byly
vybirany pomoci vizuélniho dojmu a vzhledu rostlin. Zamétovali jsme se na rostliny, které
byly obzvlasté zakrslého vzrustu, jejich listové plochy byly mensi a kolikrat zakrouceny,
nadale na rostlinach se vyskytovali rizné folidlni deformace. Nadale mlZeme pozorovat
nazloutlé zmény barev listli a velmi malou ¢i Zadnou nasadku kvéta (v naSem ptipad€ jsme
tento jev pozorovat nemohli nebot’ jsme odebirali vzorky z rostlin, které nebyly v obdobi
kvétu). Po prozkoumani rostlin béznymi pfiznaky, jsme vytipovali dané rostliny a odebrali
z nich vzorky na testovani. Pro otestovani vzorkll jsme pouzili Baermanovu metodu. Vzorky
byly odebirany jak folialni tak i stonkové, dale jsme k testovani vychozich rostlin pouzivali
také jiz odumfelé casti rostlin. V laboratornim prostfedi jsme si nasledné pfipravili
Baermanovu nalevku na stojanu, kterd ma ve vyusténi nalevky gumovou hadicku uzavienou
svorkou. Odebrané vzorky upravime nakrajenim ¢i nadrcenim na drobné ¢astice a ulozime do
vrstvy papirového kapesnik papiru a ulozime je do nalevky. Nasledné cely obsah zalejeme

destilovanou vodou. Aktivni hlistice migruji pfes porézni papir nebo latku do vody a nasledné
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klesaji na dno do gumové hadicky. Takto vzorek ponechame n¢kolik hodin, nejlépe pies noc.
Drtivou vétSinu had’atek ziskame z prvnich odebranych 5 ml roztoku. Poté umistime hlistice
do mélkych misek, ze kterych mizeme snadno mikroskopovat, pro snizeni aktivity had’atek
prejedeme parkrat pod mikroskopovacim sklickem plamenem zapalovace, ¢imzZ snizime jejich
aktivitu ale pfitom je nezabijeme. Nasledné je miizeme mikroskopovat a piipadné preparacni
jehlou si vybrat par jedinci pro fotografii. Timto procesem otestujeme jak pocatecni
mateCnou rostlinu, tak nasledné kalusy vytvofené z listovych segmentli matecné rostliny

a ve finale kone¢nou rostlinu.

4.5 ZaloZzeni pokusu a jeho pribéh

Po odbérii listovych segmentii a jejich nasledné desinfekce, se listové segmenty
prendsely na petriho misky (primér 90 mm, odhadovany objem 5 ml), ve kterém bylo MS
médium obohacené o TDZ a IAA. Veskeré postupy byly provadény v aseptickém boxu (flow
box), veSkeré nastroje a skla byla sterilizovdna v autokldvu a nésledné¢ desinfikovana
Vv ethanolu a nad plamenem lihového kahanu. Odebirané listové vzorky byly desifnikovany

ve 20% roztoku SAVA (4,7 % NaOCl).
4.5.1 Kultivace kalusi

Naésledné byly listové vzorky ve sterilinim prostfedi upraveny skalpelem a umistény
na petritho misky (primér 90 mm, odhadovany objem 5 ml) ve kterych bylo MS médium
obohacené 0 1,5 mg . I TDZ a 0,5 mg . It IAA, které urychluje tvorbu kalusu. Listové
segmenty byly pokladany na petriho misky po 5 kusech. Dilezité je, pii umistnovani
segmentil dodrzovat polaritu pivodniho listu. Po polozeni segmentu na médium je lehce
pritlaéime, aby plocha segmentu byla vco nejvétsim kontaktu s médiem. Po ulozeni
posledniho, pateho segmentu petriho misku uzavieme a pomoci pasky z PE folie petriho
misku 3x obto¢ime z diivodl zabranéni kontaminace. Nakonec petriho misku popiseme
lihovym fixem (datum, odriida, médium) a uskladnime. Listové segmenty V petriho miskach
se usklanovaly Vv kontrolovanych kultivaénich podminkach a to v inkubatoru s teplotou 23 °C
béhem denni faze a s teplotou 18 °C béhem nocni faze. V inkubatoru byla nastevena
fotoperioda o 16 hodinach svétla a 8 hodin tmy. Do petriho misek byly odebrany vzorky
o dvou opakovani a pro kazdou odridu byli odebrany vzorky podle mnozZstvi listovych ploch
na matecné kultufe. V prvnim odbéru byly odebrany listové segmenty téchto odridu 'Ana
Gaganova', 'Blue Paradise', 'Errdtense Médchen', 'Molodost', 'Mies Copijn’, 'Igor Talkov',
'‘Winsdor', 'Jubilee’, 'Sekret’. Odrudu ‘Laura’' nebylo mozné odebrat z divodu zahynuti rostliny
pied odbérem. Po prvnim odbéru se cely process opakoval v Casovém rozmezi piiblizné 3 - 4
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tydny. V tomto odbéru nebylo mozno jiz ziskat nekteré odridy 'Laura’ a 'Sekret' nebot
do doby druhého odbéru jiz rostliny nebyly v odbéru schopném stavu diky pokroc¢ilému stavu
infekce had’atkami.

Zhruba po 5 tydnech kultivace listovych segmentli v petriho miskach, jsme zacaly
prenaset narostlé kalusy s mirn¢ narostlymi pryty do erlenmayerovych banék (o objemu 100
ml) a pro nedostate¢né mnozstvi bylo nutno pouzit také zavarovaci sklenice (o objemu 200
ml). V erlenmayerové baiice a zavafovaci sklenici bylo shodné¢ 25 ml MS média. Pokud
v petrino misce byly dostatetné regenerované kalusy, byly pienaSeny po tiech
do erlenmayerovy baiiky. Obecné¢ byly vybirany kalusy které vizualné vykazovaly nejvice
vitalni vzrust a regeneraci. Pokud nastal stav, kdy se pienaSely vSechny kalusy z petriho
misky tak byly pfeneseny v poméru 3 kalusy a 2 kalusy zvlast. Ke zbylym dvéma kalusiim se
nepienasely dalsi, nebot’ by se tim zvySovalo riziko pfenosu hdd’atek z infikovanych kalusii na
kalusy zdravé. Béhem této faze probihalo také druhé testovani na pfitomnost had’atek. Nadale
prenesené kalusy ve sklenicich byly rozdéleny v poméru 50:50. Jedna cast se nadéle
kultivovala ve stejnych kontrolovanych podminkéch kultivacniho boxu a druha ¢ast byla
pfest¢thovana do stojanu se zatfivkami. Kultivovace ve stojanu probihala pfi konstantnich

svételnych podminkach a bez moznosti regulace teploty.

4.5.2 Pasazovani pryta

Po 3 tydnech kultivace pryti na kalusech se zacaly narostlé pryty mnozit pasazovanim
a prenaset do erlenmayerovych ban€k o obsahu 25 ml MS média. Vzniklé sklenice se pryty
byly pfeneseny do stojanu se zafivkami a byly jiz vSechny kultivovany pii konstantnich

svételnych podminkach a bez regulace teploty.

4.5.3 Zakorenovani a prenos do substratu

Béhem této faze, jsme zacali pfendSet zakofenéné pryty do nesterilniho prostiedi.
Nadéle zde bylo provéfeno posledni testovani na vyskyt had’atek. Rostliny se pienaSely
do minipafenist’ o rozméru 47 x 20 x 20,5 cm, jednotlivé pafeniSté maji regulovatelnou
ventilaci. Jednotlivé zakotenéné rostliny po odebrani vzorku na testovani vyskytu had’atek, se
potadné propraly pod tekouci vodou, byly odstranény zbytky kultivacniho média a ptipadné
zbytky kalust. Zakofenéné pryty se prenasely do mnozarenského substratu, vylehéeného
perlitem (substrdt pro vysev a mnozeni : perlit = 3 : 1) . Substrdt byl mirné¢ navhlcen
a Castecné sterilizovan v mikroviné troubé (800 W po dobu 5 min). Po ochlazeni byl substrat
pfevadén do minisadbovact o rozmérech bunky 2,5 x 2,5 cm. Minipafeni§t¢ muselo byt
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pfedem upraveno, aby se zamezila kontaminace zdravych vzorkt, byly v ném vytvoreny
prepazky, které¢ oddélovaly 3 bunky. Do téchto bunck byly vlozeny pryty s kofeny, nebo
naznaky rostoucich kotent, které byli ve stejné erlenmayerovy bance. Z davodi netplné
sterilizace substratu, je tieba po prevodu aplikovat fungicidni prostfedek. V nasem piipadé byl
pouzit Previcur 0,15 %.
4.6 Vyhodnocovani vysledku
Veskeré vysledky byly vyhodnocovany na zakladé aritmetického priiméru a naslednych

ptevodii do procent.
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5 Vysledky
5.1 Vysledky jednotlivych postupii

5.1.1 Desinfekce listovych vzorki

Béhem testovani optimalniho desinfekéniho prostiedku pro sterlizaci listl, které maji
byt pouzity pro nasledné pokusy s had’atkami, byl testovan produkt SAVO (chlornan sodny).
Nejoptimalnéjsi varianta vysla na pouziti 20 % roztoku SAVA s destilovanou vodou se tfema
kapkama smacedla. Nasledna desinfekce listi probihala po dobu 10 minut. Listy
po desinfekci nejevily piilisné znamky poskozeni pletiv. Pfi pokusu s del$i dobou desinfekce
a to po dobu 15 minut listova pletiva jevila viditelné znamky poskozeni. Tento pokus nebyl

vice detailn¢ vyhodnocovan.

5.1.2 Odbér a regenerace kalust

V této Casti pokusu jsem zkoumal schopnost regenerace listovych explantatl, které
byli desinfikovany ve 20 % vodnym roztoku SAVA a kultivovany na TDZ 1,5 mg . I* a 0,5
mg . I IAA. U této &asti pokusu byla tsp&snost okolo 100%. Uspésnost byla snizena
kontaminaci vzorkd plisnémi, které pravdépodobné kontaminovaly vzorky pii neodborné
Piipadné vzorky, které se neregenovali byli patrné piili§ poskozené béhem sterilizace
v roztoku SAVA. U odbéru ¢.2 byla acinnost nizsi a to piedevsi z divoda vyssi kontaminace

vzorka bakterialnimi kontaminacemi.

Tab. 2 Regenerace kalusu 1. odbér

Odrida Odebranych ~ Kontaminace Regenerované  Uspénost
explantatit kalusy regenerace
%
'Ana Gaganova' 35 5 30 100,0
'Blue Paradise’ 35 5 30 100,0
'Errétense
Midchen' 25 5 20 100,0
'‘Molodost' 30 0 30 100,0
‘Mies Copijn’ 30 0 26 86,7
Igor Talkov' 35 5 29 96,7
‘Winsdor' 30 0 30 100,0
‘Jubilee' 25 5 17 85,0
‘Sekret' 30 30 0 -
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Tab. 3 Regenerace kalusti 2. odbér

Odriida Odebranych Kontaminace Regenerované Uspésnost
explantdti kalusy regenerace
%
'Ana Gaganova' 30 5 25 100,0
'‘Blue paradise' 35 10 25 100,0
'Errétense
Midchen' 30 5 18 72,0
'‘Molodost' 25 5 20 100,0
‘Mies Copijn’ 25 0 18 72,0
Igor Talkov' 20 0 8 40,0
‘Winsdor' 20 5 12 80,0
‘Jubilee’ 20 0 13 65,0

5.1.3 Regenerace pryti

Béhem pokusu ozdravovani, bylo také nahlizeno na regeneraci prytt z jednotlivych
kalusu, které byly kultivovany dale na MS médiu. Odrida 'Errdtense Médchen' predvedla
nejvyssi regeneraci pryti, kdy primérné na jeden kalus se vytvarela 2,53 pryti schopnych
pifevedeni na MS médium. Odrida 'Blue Paradise’ vytvaiela také vysoké mnozstvi
zivotaschopnych pryti, primérné mnozstvi prytt bylo 2,29 na kalus, vytvarel také vysoké
mnoZzstvi prytl, které vSak nebyly mozny pievést na MS médium. Tvorba Zivotaschopnych
pryti v priméru na kalus vySSich jak 2 méla uzZ jen odrida 'Ana Gaganova'. NejniZsi tvorbu
pryti z kalusti projevila odriida 'lgor Talkov', zde regenerace kalusu byla vysoka, ovSem
pryty, které se tvofily byly velmi drobné a pii prevodu na MS médium vétSinou uhynuly.
Velmi podobné se na tom byly odrady ‘Jubilee’ a 'Molodost. Kalusy, které byly
v regulovanych podminkach regenerovaly pryty v priméru o 0,33 (pryti na kalus) vice jak

V podminkéch neregulovanych.
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Tab. 4 Regenerace pryti v regulovanych podminkach

Odrida Regenerace prytu z kalusii
Regulované podminky
pocet kalusi pocet prytd  prytl na kalus
'Ana Gaganova' 21 43 2,05+0,52
'‘Blue Paradise' 21 48 2,29+0,77
'ErrGtense

Miidchen' 15 38 2,53 +0,78
'Molodost' 18 17 0,94 + 0,61
‘Mies Copijn’ 21 46 2,19 £ 0,54
'Igor Talkov' 15 13 0,87+ 0,38
‘Winsdor' 15 26 1,73 £ 0,46
‘Jubilee’ 18 20 1,11 +£0,54

Tab. 5 Tvorba pryti v neregulovanych podminkach

Odrida Regenerace prytu z kalusii
Neregulované podminky
pocet kalusu pocet prytd  pryti na kalus
'Ana Gaganova' 21 38 1,81 £ 0,66
'‘Blue Paradise' 24 40 1,67 +£0,93
ﬁjgg‘;e 15 33 220060
'Molodost' 21 12 0,57 £0,56
'‘Mies Copijn’ 21 40 1,90 + 0,59
‘Igor Talkov' 15 5 0,33 +0,38
‘Winsdor' 12 20 1,67 £ 0,42
‘Jubilee’ 15 13 0,87 + 0,69

Obr. 11 Regenerace pryti z kalust Obr. 13 Regenerace prytd z kalusi
odrida 'Blue Paradise' odrida 'Errdtense Madchen'
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Obr. 15 Regenerace prytu z kalust

Obr. 16 Regenerace prytu z kalust
odrtda 'Winsdor'

odruda 'Jubilee’

Obr. 12 Regenerace prytu z kalust Obr. 17 Regenerace prytil z kalusi
odruda 'Molodost odrtida 'Afa Gaganova'

Obr. 14 Regenerace pryt z kalust Obr. 18 Regenerace pryti z kalust
odrida 'lgor Talkov odriida "Mies Copijn

5.1.4 Prevod do substratu

Pasazované pryty, které byly jiz zregenerovany se pievadéli do substratu, pievadély se
S jiz vytvotenymi kofenami, ¢i jejich ndznaky. Prevadély se také pryty, které jesté zalozené

koteny nemély. Kazdy prevadény vzorek byl testovan na pritomnost had’atek. Vyhodnocovani
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ujmuti a preziti jednotlivych prevedenych vzorkd nebylo mozno vyhodnocovat z nedostatku

uplynulé doby po pievedeni do substratu. Nebyly by ziskany relevantni vysledky.

Obr. 19 Upravené minipafeni$té pro eliminaci had’atek

Obr. 20 Ptevedené rostliny do substratu

5.2 Testovani na pritomnost had’atek

Béhem tohoto pokusu byly testovany rostliny ze kterych byly odebirany vzorky
na pfitomnost had’atek v rostlinach. Béhem testovani byla nalezena had’atka ve vSech
vzorcich kromé odridy 'Jubilee’ ve kterém nebyl nalezen $kidce. Pti testovani kalusu, které
vznikly z odbéru listovych segmentl infikovanych rostlin byla pravdépodobnost nalezeni
had’atek od 18 % do 46%, pravdépodobnost vyskytu had’atek bude tedy také zavisla
na odridé. K testovani byly vybirany vzorky, jenz tvofily regenerované kalusy s vysokou
proudukei pryta tak i1 kalusy, které netvofily pryty, nebo regenerovaly malé mnoZstvi pryti.
Béhem testovani finalnich rostlin ziskanych z listovych explantatl infikovanych rostlin, nebyl
nalezen zadny vyskyt had’atek. Testovani probihalo Baermanovou metodou a naslednym
mikroskopovanim pii zvétSeni 40x. Testovan byl veSkery material, ktery se prevadeél

do ex-vitro kultur.
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Tab. 6 Testovani rostlin pfed odebranim segmentii na vyskyt had’atek

Odruda Pocet %
testovanych vzorku negativni pozitivni
‘Ana Gaganova' 1 0 1 100
'Blue Paradise' 1 0 1 100
'"Errdtense Madchen' 1 0 1 100
‘Molodost' 1 0 1 100
‘Mies Copijn’ 1 0 1 100
Igor TalkoVv' 1 0 1 100
'Winsdor' 1 0 1 100
"Jubilee' 1 1 0 0
Tab. 6 Testovani regenerovanych kalusti na vyskyt had’atek
Odruda Pocet %
testovanych vzorku negativni pozitivni

'‘Ana Gaganova' 11 8 3 27,27
'Blue Paradise' 17 12 5 2941
'Errotense Méadchen' 11 9 2 18,18
‘Molodost' 11 6 5 4545
‘Mies Copijn’ 13 6 6 46,15
Igor Talkov' 15 11 4 26,67
'‘Winsdor' 8 6 2 25,00

Tab. 7 Testovani prevadénych rostlin z invitro na vyskyt had’atek

Odruda Pocet %
testovanych vzorku negativni pozitivni
‘Ana Gaganova' 12 12 0 0,00
'Blue Paradise’ 13 13 0 0,00
'Errotense Méadchen' 8 8 0 0,00
'Mies Copijn' 16 16 0 0,00
'Winsdor' 11 11 0 0,00
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Obr. 21 Vyskyt hadatek v odradé Obr. 22 Vyskyt had’atek v odradé
'Ana Gaganova' (zvétseno 40x) 'Molodost' (zvétSeno 40x)

Obr. 23 Vyskyt had’atek v odride Obr. 24 Vyskyt had’atek v odrudé
'Errdtense Madchen' (zvétseno 40x) ‘Mies Copijn' (zvétseno 40x)

Obr. 25 Vyskyt had’atek v odride Obr. 26 Vyskyt hadatek v odradé
'Blue Paradise' (zvétSeno 40x) "Jubilee' (zvétseno 40x)
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Obr. 27 Vyskyt had’atek v odrudé Obr. 28 Vyskyt had’atek v odrudé
‘Igor Talkov' (zvétseno 40x) ‘Winsdor' (zvétseno 40x)

Obr. 29 Detail had’atka, predni ¢asti. Obr. 30 Detail had’atka, zadni ¢ast.
Viditelny stilet (zvétseno 100x) (zvétseno 100x)

46



6 Diskuze

Desinfekce explantata

Explantaty se desinfikovaly ve vodném roztoku piipravku SAVO s né€kolika kapkama
smacedla. Piipravek SAVO obsahuje 4,7 % NaClO. Ve vysledku jsme tedy desinfikovali
explanaty ve vodném roztoku o koncentraci 0,94 % NaClO. Tato koncentrace se shoduje
s vysledky a horni hranici NaClO pouzivané pii experimentech Matiskou (2009) s kulturami
Phlox paniculata. Nadale se shoduje také doba 20 minut po kterou se explantaty maceji
Shorni hranici doporuceného ptisobeni, kterou publikuje Matiska (2009). Doporucena
hodnota je 0,5 — 1 % NaCIlO po dobu 10 — 20 minut. Pfi del$i dobé dochazelo k poSkozovani
pletiv 1 za pouziti nizSich koncentraci NaClO. Dale zminuje fakt, Ze listy odebirané
z venkovnich podminek nebylo mozné sterilizovat ani pii 1 % NaClO po dobu 30 min. Proto
doporucuje kultivaci rostlin v prostiedi skleniku alespon po dobu 3 mésicu.

Fraga et al. (2004) uvadi pro povrchovou desinfikaci listd Phlox paniculata maceni
v roztoku 3,5 % NaClO spole¢né s 0,5 % detergentem Tween 20 (Sigma) po dobu 15 — 20
minut s naslednymi 3 — 5 vyplachnutim v destilované a sterilizované vod¢. Nicméné pfi takto
vysoké koncentraci NaClO a pii dobé 15 - 20 min se jevi tato koncentrace pfili§ vysoka
a pravdépodobné by dochédzelo k vyS$$Simu poskozenim pletiv a neschopnost regenerace
explantati.

Declerck a Korban (1995) pouzili pro desinfekci listovych explantatd Phlox paniculata
0,43 % NaClO s1 % detergentem Tween 20 po dobu 10 minut. Tato varianta se zda
nedostate¢né U¢inna z dlivodl nizké koncentrace, kterd odpovida 10 % roztoku SAVO.

Jain et al. (2002) pii pokusech sPhlox paniculata pouzivala detergent Teepol
0 koncentraci 1 % s naslednym macenim v chloridu rtutnatém (0,1 %, 15 min).

SloZeni médii

Podle nalezenych praci studujici in-vitro kultury explantatd Phlox paniculata
(Declerck a Korban, 1995; Fraga et al., 2004; Jain et al., 2002; Matiska, 2009) bylo shledano
MS médium vhodné jakoZzto zakladni zivnd plida pro explantity. Ve vySe zminovanych
pracich se lisi pouziti sacharidu a jeho koncentrace. Declerk and Korban (1995), Jain et al.
(2004) a Matiska (2009) doporucuji pouzit sacharid sachardza, jednotlivé prace se vSak 1isi
v koncentracich, kdy Declerk a Korban (1995) pouzili 2% koncentraci sachardzy, zatimco
Jain et al. (2004) a Matiska (2009) doporucuji 3% koncentraci. Tato varianta se v pokusu
jevila jako dostatecnd. Fraga et al. (2004) pouzili pii sestavovani média sacharid glukézu

0 koncentraci 2%. Z divodu pouziti jiného sacharidu, neni zde piitomné srovnani.
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RRR, které byly pouzity pro regeneraci listovych explantat a iniciaci tvorby kalust
a prytt vychazely primarn¢ z poznatkd prace Matisky (2009) a Declerck a Korban (1995). Pro
pokusy provadéné Matiskou (2009) byly pouzity rozdilné odrady Phlox paniculata
"Fujiyama’, "Starfire” a 'Rijnstroom’. Zatimco Declerck and Korban (1995) pouzivali odrtdy
"Franz Schubert” a "Prospero’. Problematika reakce odrud Phlox paniculata na jednotlivé
RRR v médiu je vodborné praxi znama, coz také potvrzaji ziskané informace z vySe
uvedenych praci Matisky (2009) a Declerck a Korban (1995).

Declerck a Korban (1995) pouzili pro iniciaci tvorby kalusu a prytia BA s auxinem
IAA a mimo jiné i rizné koncentrace TDZ s IAA (koncentracr TDZ 0,25 mg, 1 mg, 3 mg
a 5 mg dohromady s koncentracemi IAA 0 mg, 0,5 mg a 1 mg na litr média). Kdy pfi nizsich
koncentracich TDZ vykazuji lepsi regeneraci kalusu oproti BAP a také tvorbu pryth. Jain et
al. (2004) pouzili pii iniciaci ristu kalusu NAA, Matiska (2009) vSak srovnava, ze lepsi
uplatnéni ma IAA, které vhodné doplnuje cytokinin TDZ a vyrazné¢ zvySoval pocet
prorustajich vyhont, kdy pfi koncentraci 1,5 mg TDZ a 0,5 mg IAA byla 100 % regenerace
kalusti a explantat s vyhony kdy dosahl regeneraci poc¢tu vyhonit 4,4 + 2,3 u odridy
"Fujiyama’. Coz potvrzuji vysledky v pokusu kdy odrudy ‘Ana Gaganova’, '‘Blue Paradise’,
'Errdtense Madchen' a '‘Molodost' pti prvnim odbéru dosahovali 100 % regenerace kalusu.
U ostatnich odrid byla regenerace témét 100%. Pti druhém odbéru byla Gspésnost jiz nizsi
avSak vySe zminéné odriidy prokazovali nadale 100% regeneraci a také nejvyssi tvorbu prytu.
V pokusu vSak byly pocitany vzrostlé pryty, které se prevadély nadale do MS médii. Proto
jsou vysledky regenerace prytt niz§i nez u praci Matisky (2009) a Declerck and Korban
Paradise' 2,29 + 0,77 a 'Mies Copijn' 2,19 £ 0,54. Za zminku stoji odruda 'lgor Talkov', ktera
tvofila nejméné pryta 0,87 £ 0,38. Dané odridy nelze porovnat s vysledkama Matisky (2009)
a Declerck and Korban (1995) z divodi pouziti odlisnych odrud. Je zde také patrny rozdil pti
kultivaci v regulovanych podminkach kdy tvofili kalusy v priméru o 0,33 vyhond na kalus
oproti neregulovanym podminkym. Patrné také je zde mozna souvislost s regeneraci pryti
Vyskyt had’atek

Nejbliz§i mozny nalezeny pokus ozdravovani provadény na rostlinaich Phlox
infikovanych had’atkama Ditylenchus dipsaticus byla prace LaMondia (1999). Kdy
pro redukci stavu Ditylenchus dipsaticus pouzival insekticidy Abamectin pii koncentracich
0,005 mg a.i./1 a 0,011 a.i./l a také insekticid Diazinon pii koncentracich 0,62 nebo 1,87 mg
a.i./l. Prokazatelnou redukci stavu populace Ditylenchus dipsaticus snizil prostiedek Diazinon

ovSem ani po 6t¢ aplikaci prostiedku nebyl stav had’atek pln€ eliminovan.
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Teorie o eliminaci had’atek v Phlox paniculata pochazi ze zkusenosti a praxe Ing. Matisky,
Ph.D. Testovani na vyskyt Ditylenchus dipsaci zminujé ve své praci LaMondia (1999) kdy
extrahuje had’atka z listovych ploch v tfepaéce po dobu 24 hod a poté jsou filtrovany. Zouhar
a Douda (2007) doporucuje pouziti modifikované Baermannovy extra¢ni techniky, kdy
nadrcend listova plocha se vlozi do baermanovy nalevky ve vrstvé papirového kapesnicku,
zaleje se vodou a neché extrahovat minimalné 10 hodin. Poté se odebere vodny roztok (5 — 10
ml) ze spodni Casti nalevky a pod mikroskopem pozorujeme stav had’atek. Tato metoda byla
pouzita i v této praci na testovani vSech vzorkii od matecné rostliny, kalusii po finalni rostliny
prevadéné do ex-vitro podminek.

Pii provadéni pokust vyslo najevo, ze vyskyt Ditylenchus dipsaci ve testovanych
vzorcich kalusi klesl, pocitany byly infikované kalusy, nebyla zkoumana velikost populace
Vv infikovanych kalusech. Z mate¢nic, které byly infikované byly odebrany listové segmenty
a umistény na MS médium s RRR (1,5 mg TDZ a 0,5 mg IAA). Infikovani kalusi bylo
odlisné podle kultivard, nejvyssi redukci had’atek se projevila u odridy 'Errdtense Méadchen'
kdy bylo infikovano 18,18 % kalusti. Primérna hodnota infikovanych kalust poté byla 31,16
%. Zouhar a Douda (2007) pouzivaji pro kultivaci had’atek na kalusech MS médium pti 2 %
sacharozy a fytohormony 0,5 mg 2,4-D a 0,25 mg BAP. Je zde mozné tedy, Ze RRR TDZ
a IAA znemoznuji nebo redukuji pohyb Ditylenchus dipsaci mezi listovym explantatem
a kalusovou strukturou. Zouhar a Douda (2007) také zminuji, ze inokulace Ditylenchus
dipsaci nebyla provadéna z listovych segmentl vlozenych na kultivaéni médium, ale pouzitim
modifikované Baermannovy extracni techniky a néslednou inokulaci na jiz vytvofené
kalusové struktury. Za zminku také stoji, Ze na inokulovanych kalusech lze pozorovat
odumirani napadenych pletiv, ktera poté tmavnou. Pfipadnou selekci je mozné eliminovat
napadené kalusy a péstovat ozdravené kultury Phlox paniculata.

Naslednym testovanim vzorkd jenz byly pfevadény do ex-vitro podminek bylo

prokazana 100 % eliminace had’atek.
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[ Zavér
Bylo potvrzeno, ze reakce listovych segmentld jednotlivych odrad Phlox paniculata je

na kultivaéni médiu TDZ o koncentraci 1,5 ug. | *a IAA 0,5 pug. | je rozlisna.

Ukézalo se, ze rozdilné podminky pro regeneraci pryti z kultivovanych kalust hraji
podstatnou roli. Regulované podminky, kdy je dodrzovana fotoperioda a stala teplota maji

pozitivni vliv na prorastani pryti z kalusovych strukur.

Bylo prokazano, ze lze uspé$né ecliminovat had’atka Ditylenchus dipsaci z kultur Phlox

paniculata pomoci kultur in-vitro.
Jelikoz se tato metoda projevuje jako 100 % je mozné tuto metodu pouZivat na ozdravovani

napadenych kultur Phlox spp.. Tato metoda je vSak pomérné nakladna z dtivodd, vstupnich

nakladl na pofizeni a vybaveni laboratote pro explantatové kultury.
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10 Seznam pouzitych zkratek

MS - Murashige and Skoog medium (1962)
BAP - 6-benzylaminopurin
IAA - kyselina indolyl-3-octova

RRR - regulator rostlinného rastu
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