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1 UVOD

Cesnek je jedna z nejdéle péstovanych kulturnich rostlin na svété. Je znamo,
ze byl pouzivan k IéCitelskym ucelim jiz ve starovéku (FRITSCH and FRIESEN,
2002). Obsahuje zdravi prospésné sirnaté slouceniny, cysteinsulfoxidy a predevSim
velmi silné aroma (RANDLE and LANCASTER in RABINOWITCH and CURRAH,
2002). Také soubor dalSich obsazenych slozek, jako fruktantl, steroidnich saponini
pouzivané jako koteni, ke konzumaci za syrova nebo k dal§imu zpracovani. Pro lidské
zdravi je tato cibulova zelenina prospésna predevsim diky svym antibiotickym u¢inkam,
pfiznivym kardiovaskularnim G¢inkem, snizenim metabolickych onemocnéni, jakoZzto
1 protirakovinnymi ucinky (KEUSGEN in RABINOWITCH and CURRAH, 2002).
Cesnek je celosvétové pouZivanou zeleninou, zejména pak v asijské kuchyni,

v evropskych zemich ¢i v Latinské Americe (KELLER and SENULA, 2013).

Témét vSechny genotypy cesneku kuchynského ztratily schopnost tvofit semena.
Skupina tzv. nepalicdkti dokonce nevytvari kvétni stvol s kvétenstvim (ETOH
and SIMON in RABINOWITCH and CURRAH, 2002). Naopak skupina tzv. pali¢aka
vytvaii kvétni stvol, ktery nese strboul obsahujici sterilni kvétni poupata a pacibulky
chranéné toulcem (HAVRANEK, 2008). Odedavna byl tedy ¢esnek mnozen vegetativnd
(FRITSCH and FRIESEN, 2002), ptfedevSim pomoci strouzki nebo pacibulek
(HAVRANEK, 2008), které jsou zasobnimi organy této rostliny (KAHANE et al.,
1997). Vegetativni mnoZeni vSak nese zejména dvé hlavni nevyhody. Prvnim zasadnim
problémem je pienos virovych onemocnéni a jejich pienos po celych péstitelskych
oblastech ¢esneku. Druhou nevyhodou je nizky mnozitelsky koeficient (HAQUE et al.,
2000). Ten je zavisly na poctu strouzkt v cibuli konkrétniho genotypu, tudiz
je pii polnim péstovani ziskan v zavislosti na odrudé 4 — 20 nasobek vysadbového
materidlu  (KOZAK, 2014). Ztdchto davodi se piistoupilo k vyhledavani
nejvhodnéjsich  metod mnozeni cesneku v podminkach in vitro (KELLER
and SENULA, 2013).

MnozZenim a ozdravovanim ¢esneku v podminkach in vitro se zabyvala jiz fada
autort (HAVRANEK, 1972; HAVRANEK et al., 1982; HAVEL, 1982; LEPITAN
and PATENA, 1992, ROKSANA et al., 2002; KRIZAN et al., 2010). Prvnim &eskym



autorem v tehdejsi CSSR zabyvajicim se ozdravovanim &esneku pomoci izolace
meristému a jeho kultivaci v podminkach in vitro, byl Ing. Pavel Havranek, CSc.,
ktery tuto problematiku studoval uz od roku 1971 (KRIZAN et al., 2010). Jeho metoda
ozdravovani Cesneku méla vSak pomémné nizkou uspéSnost, ktera se pohybovala
Vv rozmezi 25 % - 42 % ozdravenych rostlin (HAVRANEK, 1972). I proto KRIZAN
et al. vroce 2010 zvefejnil originalni certifikovanou metodiku ozdravovani ¢esneku
pomoci kultivace meristému a in vitro kultur, ktera vznikala v prubéhu let 2007 — 2010
ve spolupraci dvou vyzkumnych pracovist’ (Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity
v Brn¢, Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. a Vyzkumného ustavu

bramboraiského Havli¢kav Brod, s.r.0.) (KRIZAN et al., 2010).

Podle aktudlné platné evropské legislativy musi byt nove registrované odridy
¢esneku kuchyniského ozdraveny minimalné od viru OYDV. Od vydani tohoto natfizeni
je hlavnim problémem Slechtitelii a producentli sadby ozdraveni odrid a pfedevSim
nasledna produkce bezvirézniho materialu a to z toho diivodu, Ze po ozdraveni rostliny
dochazi velmi rychle k jeji reinfekci (KOZAK, 2015). Virovou infekci na ozdravené
rostliny pfenasi nejen msice, ale také rozto€i, jako napf. vinovnik ¢esnekovy (Aceria
tulipae Keifer) (HAVRANEK, 2008), tak?e k uchovani bezvirdzniho rostlinného
materidlu nestaci pouze mnozeni rostlin urenych k produkci sadby Vv technickych
izolatech (BERTACCINI et al., 2004), ale musi dochazet stale k prubéznému
ozdravovani konkrétni odridy (KOZAK, 2015).

Tato prace se zabyva optimalizaci kultiva¢nich podminek pfi in vitro multplikaci
dvou odrid cEesneku, konkrétné podzimniho genotypu s oznacenim Emilia a jarniho
genotypu oznaceného jako ‘Japo’. V obou pfipadech se jednd o Slechtitelské materidly
Slechtitelské instituce Ing. Jan Kozak, ktera se jiz pies 20 let zabyva Slechténim ¢esneku

a produkei sadbového materialu (KOZAK, 2015).



2 CiL PRACE

Cilem této bakalaiské prace je zalozeni primarnich kultur 2 genotypti nepalicaka
¢esneku a nasledné experimentélni zjisténi optimalni kombinace rustovych regulatori
v mediu pro kultivaci a tvorbu cibulek ¢esneku téchto genotypl v podminkach in vitro.
Také bude vyzkousen vliv nizkych teplot, exogenniho etylenu a CO, na multiplikaci
cesneku. Déle bude ovéfena geneticka stabilita genotypt kultivovanych v podminkéach
in vitro promoci PCR markeri a v neposledni fadé¢ budou rostliny testovany pomoci
ELISA na bezvir6znost. Cilem experimentu je ziskani co nejvéts§iho poctu cibulek

vhodnych pro pfevod do nesterilnich podminek, které budou geneticky identické.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika druhu Allium sativum L.

Cesnek kuchyiiska (Allium sativum L.) je cibulova zelenina, jejiz konzumni &asti
je délena cibule (KEUSGEN in RABINOWITCH and CURRAH, 2002). Byl péstovan
jiz od starovéku a po mnoho staleti byl pouzivan jako kofeni (SRIVASTAVA et al.,
1995).

3.1.1 Botanické zarazeni

Rige: Plantae - rostliny
PodiiSe: Tracheobionta — cévnaté rostliny

Oddéleni:  Magnoliophyta - krytosemenné

Trida: Liliopsida - jednodélozné

Nadrad: Liliiflorae - liliokvété

Rad: Asparagales - chiestotvaré

Celed: Alliaceae - ¢esnekovité

Rod: Allium - ¢esnek

Druh: Allium sativum L. — ¢esnek kuchynsky

(KONVICKA, 1998; HAVRANEK, 2008; PETRIKOVA et al., 2012)

3.1.2 Puvod a rozsireni

Cesnek kuchyiisky je pouzivan v lidovém lé¢itelstvi uz déle nez 4 000 let
(SRIVASTAVA et al., 1995). Britsky archeolog Howard Carter objevil v Egypté
5. listopadu 1922 v hrobce faraona Tutanchamona ¢esnek, ktery se tam pravdépodobné
nachézel jiz od roku 1324 pt. n. 1. (HAVRANEK, 2008).

I z divodu, Ze je Cesnek péstovan jiz od starovéku, je dnes velmi obtizné

s jistotou urcit jejich plan¢ rostouci predky. S velmi vysokou pravdépodobnosti
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je primarni genetick¢ centrum cesneku v oblasti Stiedni Asie, konkrétné zacina
na vychodnich stepich Dzungarské panve a pokraCuje na zapad pies Himalgje,
Afghénistan a Turecko, kolem 37. rovnob&zky severni §itky (HAVRANEK, 2001).
Za progenitora dnes znamého cesneku byl dlouho povazovan Allium sativum
ssp. longicuspis, ktery dodnes plané roste v zdpadnim Tan-$anu (VVEDENSKY, 1946).
Shodné typy byly vSak pii sbérnych expedicich nalezeny i na bfezich nad pfitoky feky
Pskem i v o8ské kotlin¢ v Uzbekistanu a Kazachstanu (KOTLINSKA et al., 1991)
a nelze zcela vyloucit, ze Allium sativum ssp. longicuspis muze byt jen znovu zplanélou
formou jiz domestifikovaného ¢esneku (HAVRANEK, 2001). Byla dokonce zveiejnéna
domnénka, ze by progenitorem kulturni formy ¢esneku mohl byt Allium tuncelianum,
coz je zcela jiny druh Cesneku, ktery roste plan¢ ve stfednim a vychodnim Turecku,

kde pravidelné tvoii semena (MATHEW, 1996).

VAVILOV (1935) také povazuje za primarni genetické centrum Stiedni Asii.

Jako sekundarni genetické centrum ¢esneku oznacuje Stfedomoii.

KONVICKA (1998) uvadi, 7ze vCiné byly nalezeny ziznamy o &esneku
jiz z roku 1552 — 1578 pt. n. 1. Usuzuje také, ze v Egypté byl ¢esnek znam jiz kolem
roku 3000 pi. n. I, ve Starovékém Recku mél pak byt ¢esnek zndm nejpozd&ji
od 10. stol. pt. n. 1. Marcus Porcius Cato (234 — 149 pi. n. 1) uvadi Cesnek
jako jiz bézné pestovanou plodinu. Predpoklada se, ze evropské kultury Cesnek prevzaly

pravé od Rimant (KONVICKA, 1998).

3.1.3 Rozdéleni ¢esneku

Zakladni déleni cesneku je na palicdky a nepalicaky. U palicakt vyrista
z podpuci kvétni stvol, ktery nese kvétenstvi s pacibulkami a sterilnimi poupaty,
které je chranéno toulcem (HAVRANEK, 2008). Mnozstvi a velikost pacibulek zaleZi
na konkrétnim genotypu. Tato skupina cesnekll ma obvykle méné vétSich strouzki.
Naopak vice strouzkd v cibuli maji tzv. nepali¢aky. Nevytvareji kvétni stvol a v cibuli
byva vice vnitinich strouzki. Tato skupina se dale d€li na uzkolisté nepalicaky, které
jsou v nasich podminkach vhodné pro vysadbu na jafe i na podzim, a dale na Sirokolisté
nepalicaky, které se u nas vysazuji na podzim a strouzky byvaji vétsi nez u nepalicakt

tizkolistych (KOZAK, 2015).
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3.1.4 Morfologicky popis

Cesnek kuchyiisky se v klimatickych podminkdch mirného pasma péstuje
jako jednoletd, ptipadné dvouletd rostlina, pficemz se jedna o rostlinu vytrvalou,
ktera kazdy rok vytvofi délenou cibuli slozenou ze strouzkl. Z kazdého vzniklého
strouzku muize nasledujici rok vyrist nova rostlina. Zakladnim rozmnoZovacim
organem &esneku jsou tedy strouzky (PETRIKOVA et al., 2012). Za nepiiznivych
klimatickych podminek, mirné zimy nebo pii jarni vysadbé genotypi urcenych
K podzimni vysadb&é, muze rostlina vytvofit nedélenou jednostrouzkovou cibuli

(KOZAK, 2014).

Strouzky (stejn¢ jako pacibulky) vznikly metamorfézou kolaterdlnich pupent
(PETRIKOVA et al., 2012). Svéd¢i o tom jejich anatomicka stavba. Strouzek
je chranén pupenovou Supinou, pod kterou se nachazi zasobni list (hlavni konzumni ¢ast
strouzku). Uprostied zadsobniho strouzku je umistén pupenovy kanalek, kterym po vyjiti
strouzku z dormance proristaji listy. V bazélni ¢asti se nachazi podpuci. Uprostied
vrchni ¢asti podpuci lezi apikalni meristém, ktery je chranén nejprve primordii listi,

pozdgji listy proristajicimi pupenovym kanilkem (HAVRANEK, 2008).

P | i p
kanalek

Zasobni list
2.,3.a4. list

Ochranny list

Pupenov

SR e Apikalni meristém
4 Supina

Podpucdi

Obr. 1: Popis stavby strouzku podle Havranka (foto: V. Kozak, 19. 1. 2015)
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Vv

metamorfovany zkraceny stonek. Podpuc¢i je vlastné¢ hlavnim fidicim organem,
ktery 260 — 270 dni v roce reaguje na teplotu, vlhkost, délku dne i na choroby a Sktidce
(HAVRANEK, 2008).

Z podpuci vyristaji smérem dolt zatahovaci kofeny. Nékteré kofeny mohou
chvili rlst 1 horizontalng, nez se nasméruji dolt. Kofeny jsou pomérné silné, velmi malo
se vE&tvi a postradaji kofenové vlaseni. Kofeny jsou obvykle bilé, n€kdy se starsi kotfeny
zbarvi mirné¢ dohnéda (MEREDITH, 2008). Jedna rostlina ¢esneku miva pramérné
40 az 60 kotfeni (HAQUE et al.,, 2000) a mohou pronikat do hloubky az 75 cm
(MEREDITH, 2008). V ptipad¢, ze rostlina o vétsi ¢ast kofend piijde, zastavi rust
a zaéne tvofit cibuli (HAVRANEK, 2008).

Z meristému umisténého
uprostted vrchni plochy podpuci
vznikaji primordia listd a pozdéji
u palicdktt vyrdsta kvétni  stvol.
Z pochev listli vznikd nepravy stonek
(HAVRANEK, 2008). Cepel listu
svira k ose vétsinou tupy uhel. Délka

listh mize byt od 15 cm do 60 cm

(MEREDITH, 2008). U pali¢akil jsou opr, 2: pohled do stereomikroskopu na zatahovaci

pozd&ji listy podpirany kvétnim koteny ¢esneku (foto: V. Kozék, 18. 5. 2008)

stvolem. Nepali¢aky kvétni stvol nevytvareji, proto ptfed sklizni dochdzi k poléhani

lista.

Poté, co jsou vyvinuty vSechny listy (duben — kvéten), zacne u palicaki
Z podpuci vyrastat kvétni stvol vyplnény duzninou (MEREDITH, 2008). Nejprve
se vyviji mezi listy, nasledné¢ proristd, zpoCatku je zakrouceny, béhem dozravani
rostliny se napfimuje. PIné vyvinuty kvétni stvol miZze mit vysku 25 cm — 200 cm,
v zavislosti na puadnich a klimatickych podminkiach 1 na genotypu cesneku
(EDWARDS, 2012; DOSTAL, 1989). Kvétni lodyha je ukonéena kvétenstvim, v jehoz
pojmenovani je mezi autory zna¢na nejednotnost. Objevuje se pojmenovani okolik
(MEREDITH, 2008; PETRIKOVA et al., 2012), lichookolik (DOSTAL, 1989; STARY,
1994), strboul (HAVRANEK, 2008) ¢i nepravy okolik a podobné (KONVICKA, 1998).
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Kvéty jsou sterilni, obvykle nedojde ani k vykveteni a odumiou uz kvétni poupata
(HAVRANEK, 2008). Casto se mylné udava, Ze sterilita je dana pouze sterilnim pylem.
Rostliny ¢esneku maji sterilni jak samé&i pohlavni organy, tak i sami¢i (HAVRANEK,
2009 — ustni sdéleni). Kvétenstvi je béhem zrani chranéno kvétnim toulcem,

ktery se po dozrani otevira a nasledn¢ odumira.

Mezi kvéty se nachdzi pacibulky, které jsou
(stejné€ jako strouzky) pifeménénymi pupeny
(HAVRANEK, 2008). Mnozstvi pacibulek na jedno
kvétenstvi je dano geneticky. Pohybuje se od 6 ks
az do vice nez 1000 ks na jedno kvétenstvi
(MEREDITH, 2008). Pacibulky jsou schopné dozrat
1 pfi predCasné dekapitaci kvétniho stvolu od rostliny

(HAVRANEK, 2008).

V piipadé, ze neni rostlina vc€as sklizena,

pacibulky z kvétenstvi vypadavaji. V padé se také

rozkladaji odumfele suknice obalujici cibuli, cibule opr 3. pacibulky cesneku Blanin

II"a sterilni kvétni poupata (foto: V.
Kozdk, 17.7.2012)

vpudé ponechdna, nasledujici rok zkazdého strouzku vyroste nova cibule

(MEREDITH, 2008; ENGELAND, 1991).

se postupné rozpada na jednotlivé strouzky a je-li

3.2 Slechténi a péstovani Cesneku v CR

Ceska republika je velmi zajimavou a vyznamnou zemi jak pro svétové
producenty cesneku, tak i pro vyzkumné instituce. Je to dano piedevSim tim,
7e je Ceské republika, jakozto pomémé maly stat, na druhém misté v Evropské Unii
Vv poctu vyslechténych a registrovanych odrid (COLIN BOSWELL, 2014 — ustni
sdéleni). Dale pak ma Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.,, v Olomouci nejvétsi
unikatni kolekci ¢esnekt, ktera k 30. 11. 2011 c¢itala 657 genotypt této cibulové
zeleniny (STAVELIKOVA, 2012).
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3.2.1 Péstovani ¢esneku

V Ceské republice je v poslednich letech desnek ¢im dal Zadangjsim zboZim.
Plocha osazena touto plodinou se od roku 2008 velmi rychle zvySuje. Zatimco v roce
2008 bylo osazeno ¢esnekem jen 45 ha, vroce 2010 to bylo uz 67 ha, vroce 2012
pak 164 ha a v roce 2014 232 ha.

Cena cesneku az do roku 2012 rychle stoupala. Nasledujici roky zaznamenala
pokles. V roce 2007 byla primérna cena ¢esneku ¢eskych zemédélskych vyrobed 53,6
K¢/kg. V nasledujicim roce se uz pohybovala kolem 66,2 Ké/kg. V roce 2009 poklesla
na 58,4 Kc/kg, vroce 2010 mirné stoupla na 59,3 Kc/kg. Velky cenovy skok
byl néasledujici rok 2011, kdy se primérna cena ceského cCesneku vySplhala
na 113,9 Ké/kg a v roce 2012 dokonce na 151,8 K¢/kg. V roce 2013 pak cena poklesla
na 109,6 K¢/kg a vroce 2014 se pohybovala kolem 100 K¢&/kg (Situacni a vyhledova
zprava zelenina, MZe, 2014).

3.2.2 Slechténi &esneku

V Evropské Unii je registrovano v soucasné¢ dobé 111 odrad cesneku
kuchyfiského. Nejvice odriid ma registrovanych Francie, hned po ni nasleduje Ceska
republika s22 registrovanymi odridami (ROEU). Slechtitelska instituce Ing. Jana
Kozédka ma zaregistrovanych 15 odrid, tim se v Evropské Unii zatfadila na 1. misto
V poctu zaregistrovanych odriid. V sortimentu mad dokonce svétové unikatni odrtidu
"Bjetin’, kterd i ptes své silné aroma nedéld metabolické problémy lidem s nemocnym

Zluénikem (KOZAK, 2015).

Ceska republika je velice vyznamna i v oblasti ozdravovani esneku. V roce
1969 byla v Japonsku ziskana prvni rostlina bez ptiznakt virového napadeni. Nasledné
se Vroce 1972 to samé povedlo v tehdejsi CSSR a ve Francii (HAVRANEK, 2008)
izolovanim a kultivaci meristémd v podminkach in vitro. V CSSR to bylo diky préci
Ing. Pavla Havranka, CSc (HAVRANEK, 1972), ktery se jako prvni u nas touto
problematikou zabyval. V roce 1982 ozdravil ¢eskou odriidu 'Prim” (HAVRANEK,
2008).
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3.3 Vyznam a pouZiti ¢esneku

Cesnek kuchyfisky je vyznamnou rostlinou, pouzivanou od pradavna v lidovém
lécitelstvi. Uz ve starovékém Egypté byly znamy jeho pozitivni ucinky v boji
proti stfevnim onemocnénim, antiparazitarni a diuretické ucinky. Taktéz v Indii byly
uz vdob¢ starovéku vyzdvihovany ucinky c¢esneku pii 1éCeni onemocnéni srdce

a artritickych potizich (BREZINOVA, 2012).

Jeho antibakteridlni a antispetické ucinky jsou uznavany dodnes. Jsou predevsim
spojené s produkty hydrolyzy sirnatych silic alliimu a alicinu (DIRSCH
and VOLLMAR, 2001). Byl jiz potvrzen i pfiznivy U¢inek ¢esneku na metabolismus
lipid, coz pomaha pii snizovani vysoké hladiny cholesterolu v krvi (KEUSGEN
in RABINOWITCH and CURRAH, 2002). Cesnek méa navic i hypoglykemicky
a protinadorovy efekt a velmi pozitivné pilisobi na imunitni systém c¢loveéka

(MEREDITH, 2008; EDWARDS, 2012).

3.3.1 Obsahové latky

Primérné je Cesnek tvoten 65 % vody. SuSina je pak tvotfena sirnatymi silicemi,
bilkovinami, vlakninou, fruktézou, volnymi aminokyselinami, dale pak i pomérné¢
velkym mnozstvim saponinl, fosforu, siry, drasliku, selenu, zinku a vitamini

(BREZINOVA, 2012), pfedev$im vitaminy skupiny B (MEREDITH, 2008).

3.4 Nejvyznamnéjsi choroby a Skidci

3.4.1 Choroby

wvewr

cepivorum Berk.). Prostiednictvim svych sklerocii dokaze zamofit pozemek i na 8 — 15
let. V porostech se §ifi velmi rychle, na cibulich se vytvafi bily povlak s drobnymi

¢ernymi sklerocii a rostlina postupné odumira (ROD et al., 2005).

Dalsimi chorobami je napf. rzivost cibule, u které¢ je pivodcem houba Puccinia
alli (DC.), sazovitost ¢esneku s ptivodcem choroby Helminthosporium allii (Campan.),

nebo pomérné hodné vyznamna fuzariova hniloba Fusarium oxysporum f. sp. cepae
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(ROD et al, 2005), u kter¢ je jedinou prevenci pozdni vysadba cCesneku,
kdy fuzarium uz neni v pidé aktivni (KOZAK, 2014).

3.4.2 Skidci

Nejvyznamnéj$im Skiidcem cesneku je had’atko zhoubné
(Ditylenchus dipsacii  Kuhn.), jehoz napadeni se projevuje
houbovaténim pletiv, praskdnim podpuci, deformacemi rostlin,
ptipadné jejich thynem (ROD et al., 2005; TANCIK, 2015).
Prendsi se sadbou cesneku a pieziva v pud¢ az 20 let. Efektivni
piima ochrana proti tomuto $kadci prakticky neni v CR mozné

(KOZAK, 2014).

Velmi vyznamny je také vlnovnik cesnekovy (Aceria
Tulipae Keifer). Jedna se o roztoce velikosti 0,1 - 0,2 mm (ROD

et al., 2005). Nebezpeény je nejen piimym znehodnocovanim
predevsim uskladnéného &esneku (PETRIKOVA et al., 2012; Sat;den;lr Cesnek
TANCIK, 2015), ale také se nezanedbatelné podili na pienosu vinovnikem  (foto:
viréz (BERTACCINI et 000" '™
al., 2004; ROD et al.,

2005). To je velmi vyznamné zjiSténi, které
dokazuje, ze diky jeho snadnému pienosu
vzduchem béhem vegetace i skladovani
cesneku, nestaci pro udrzeni bezvir6zniho
Slechtitelského materidlu pouze technické
izolaty zabranujici pfenosu virdi msSicemi a

vétsim hmyzem (BERTACCINI et al., 2004).
3.4.3 Viry

Cesnek  kuchyiisky napadd cely
komplex virG. Nejsledovanéj$im  virem

je zluta zakrslost cibule — Onion yellow harf

virus (OYDV), ktery spole¢né s Leek yellow
Obr. 5: List s ptiznaky napadeni vir6zami (foto: ) ) )
V. Kozak, 10. 6. 2014) stripe virus (LYSV) patii do rodu Potyvirus.
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Dalsim vyznamnym rodem je Carlavirus, do kterého patii Garlic common latent virus
(GCLV) ¢i Shallot latent virus (SLV) (BERTACCINI et al., 2004; ROD et al., 2005;
KOZAK, 2014). Identifikovany byly také viry rodu Alexvirus (PRINGLE, 1998).
Na listech napadenych rostlin se objevuji zluté ohrani¢ené pruhy. U nékterych odrad
cesneku se muze vyskytovat symptomova latence (ROD, 2005). Virova onemocnéné
mohou snizovat vynosy o 20 — 60 % (MEREDITH, 2008). Ztoho duvodu
se Vv poslednich desetiletich zvySuje snaha ozdravovat ¢esnek od téchto virtt pomoci
izolace meristémi, chemoterapie, termoterapie, kryoterapie ¢i jejich kombinaci

a produkovat bezvirézni sadbu (BERTACCINI et al., 2004; KOTKOVA et al., 2012)

3.5 MnoZeni ¢esneku v polnich podminkach

Tato prace se zabyva kultivaci ¢esneku v podminkach in vitro. Proto nejsou
v této kapitole detailn€ popsdny vSechny agrotechnické zasahy nutné pii polnim
péstovani, nybrz pouze fakta, ktera mohou naslednou kultivaci v podminkach in vitro

ovliviiovat, nebo faktory, které odtvodniuji nutnost in vitro mnozeni ¢esneku.

Cesnek se v podminkdch CR sklizi v zavislosti na odridé od konce &ervna
do prvni poloviny srpna. Tésn¢ po sklizni jsou cibule dormantni. Sila dormance je dana
jak genotypem, tak i konkrétni sezonou. V letech se silnymi srazkami ke konci vegetace
byva dormance niz$i (napt. v roce 2013 tak nizka, Ze uz na pocatku zati uskladnéné
cibule nékterych odrad cesneku zacinaly pii vyssi vzdusné vlhkosti rasit). Velmi rané
odridy byly dokonce schopny vytvofit kofeny ithned po poskliziiovém usuSeni cibuli.
V jinych letech mlze byt cibule dormantni az do pfichodu dlouhodobéjsich nizkych
teplot, az do zacatku listopadu (KOZAK, 2013 — ustni sdéleni). Odbourani dormance
urychluji nizké teploty, konkrétné pod 6°C po dobu trvani i nékolika tydni
(HAVRANEK, 2009 — Gistni sd&leni).

Nepalicaky se v polnich podminkdch mnozi pouze pomoci strouzki.
Téch vSak maji obvykle vcibuli vice nez palicaky, takze maji vyS§i mnoZitelsky
koeficient. Palicaky se mohou mnozit jak pomoci strouzkl, tak i pacibulkami.
Pti péstovani z pacibulek vSak trva 2 — 4 roky, nez narostou cibule standardni velikosti

(MEREDITH, 2008; KOZAK, 2015).

Hlavnim problémem vegetativniho mnozeni Cesneku je pifedev§im pienos

chorob, skudct a virovych onemocnéni sadbou. Pfi mnoZeni Cesneku pacibulkami byva
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porost zdravéjsi, 1 kdyz nékteré choroby, skidci a predevsim virové infekce se i timto
zpusobem mnozeni prenaseji (viz kapitola 3.4 Nejvyznamnéj$i choroby a skidci)

(KELLER and SENULA, 2013; KOZAK, 2015).

Vsechny ¢eské odrudy palicaku se vysazuji co nejpozdé€ji na podzim, s vyjimkou
odridy "Mirka’, kterou lze tispéSné péstovat 1 z jarni vysadby. I Sirokolisté nepalicaky
se vysazuji na podzim pfed zamrznutim pudy, zatimco uzkolisté nepalicaky
lze vysazovat jak na podzim, tak i na jafe. Pii podzimni vysadbé se obvykle dosahuje
vyssich vynost. Uzkolisté nepali¢aky obecné mivaji déle trvajici dormanci a delsi
skladovatelnost. Pfi jarni vysadbé odrid vyhradné ur¢enych k vysadbé podzimni Casto
dochazi ktomu, ze narostly Cesnek nevytvaii délené cibule, ale pouze cibule

jednostrouzkové, které navic nedosahuji uspokojivych velikosti (KOZAK, 2014).

3.6 Mnozeni ¢esneku v podminkach in vitro

K hledani zpisobl péstovani cesneku v podminkach in vitro se pfistoupilo

hlavné ze dvou divodia (HAQUE et al., 2000; KELLER and SENULA, 2013).

Prvnim divodem je fakt, Ze pfi neustdlém vegetativnim mnoZeni cesneku
dochazelo k zavirovani sadbového materidlu a v nékterych ptipadech i k naslednému
vyraznému snizeni vynosi pii polnim péstovani. Kvili virovym infekcim byly
napf. v Japonsku zaznamenany poklesy vynosi az o 70 % (NAGAKUBO et al., 1993).
V Italii byla produkce bezvirozniho cesneku ‘Bianco Piacentino meristémovymi
kulturami rozvinuta uz pted vice nez 20 lety (MARANI et al., 1980; MARANI et al.,
1986; BERTACCINI et al., 1986).

Druhym divodem je velmi nizky mnozitelsky koeficient (HAQUE et al., 2000),

zvlasté u velkostrouzkovych genotypu.

Pfi in vitro péstovani je tedy potieba predevsim produkovat bezvirdzni sadbovy
material pro nasledné dopéstovani v podminkach in vivo. Bylo nalezeno nékolik
zpusobu ziskani primarni kultury pro in vitro kultivaci. Nékteré metody piimo Cesnek
ozdravuji, jiné pocitaji pouze s namnozenim bezpatogenniho materialu ziskanim kultury

Z ovéiené bezvirdzni matecni rostliny.

Velkou komplikaci pfi produkci bezvirézniho sadbového materidlu je velmi

rychld reinfekce zdravych rostlin jak pfi polnim péstovani, tak 1 v sitovych
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¢i sklenikovych technickych izoladtech urcenych pro péstovani matecnich rostlin.
Je to zplsobeno tim, Ze viry nejsou prendseny pouze msSicemi, pied kterymi mohou
byt v technickém izolatu rostliny ochranény, ale ptenos virovych infekci mlize probihat
i prostfednictvim roztot (viz kapitola Skidci Eesneku), jejichz vajitka mohou byt
bez problému pienaSena vzduchem. Viruprosté rostliny maji vy$si vynosy 30 % — 200
% (HAVRANEK, 1972; BHOJWANI and COHEN, 1983; CONCI and NOME, 1991;
FRITSCH and FRIESEN, 2002).

3.6.1 Zakladani kultur izolaci apikalniho meristému

Dosud nejpropracovanéjsi metodika zakladani primarnich in vitro kultur
za ucelem ozdraveni Cesneku je pomoci izolace apikdlnitho meristému.
Touto problematikou se zabyvalo jiz mnoho autori. KRIZAN et al. (2010) dokonce
vypracovali detailni metodiku ozdravovani ¢esneku touto metodou. Nicméné prvnim
autorem u nds a jednim z prvnich autorti na svété, kteifi se ozdravovanim ¢esneku izolaci
meristému a jeho naslednou kultivaci v podminkéch in vitro zabyvali, byl Ing. Pavel
Havranek, CSc. (HAVRANEK, 1972). Jeho postupem pii prosté izolaci a kultivaci
apikalniho meristétmu bylo mozné ziskat 25 % — 42 % bezvirdznich rostlin
(HAVRANEK, 1972). Upravenou metodikou a kombinaci izolace apikalniho
meristému s chemoterapii bylo mozné ziskat 47 % — 89 % bezvir6zniho materialu
(KRIZAN et al., 2010). Dobré vysledky byly zaznamenany také pii kombinaci
meristémovych kultur s termoterapii (NOVAK, 1990; RAVNIKAR et al.,, 1993;
VERBEEK et al., 1995; UCMAN et al., 1998).

Pii vyuziti této metody je nejprve nutné nechat rostliny cesneku nartst,
coz mize probihat bud’ v in vivo podminkich (HAVRANEK, 2009 — Gstni sdéleni;
KOZAK, 2013 — ustni sdé&leni), nebo po piedchozi povrchové sterilizaci strouzkt
v podminkéach in vitro (KRIZAN et al., 2010). Poté je provedena samotna izolace
meristému chranéného 1 — 2 zéklady listd s ¢asti podpuci a jeho nasledna kultivace
na MS mediu (MURASHIGE and SKOOG, 1962) s rustovymi regulatory, sachar6zou
a agarem (KRIZAN et al., 2010; KRAJICKOVA, 2012), piipadné miZe byt vyuZito
1 tekuté medium o stejném sloZeni, av§ak bez agaru, kdy izolovany meristém je umistén
na sterilni ohnuty pasek filtracniho papiru, jehoz oba konce jsou ponofeny do media

(HAVRANEK, 2009 — Gstni sdélent).
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Metoda izolace apikdlniho meristému byla vyuzita i v druhé fazi experimentu

této prace.

3.6.2 Zakladani kultur z nezralych kvétenstvi

Zakladdanim primarnich kultur znezralych kvétenstvi pali¢dkovych genotypl

se zabyval Joachim Keller a Angelika Senula (KELLER and SENULA, 2013).

Primérni  explantaty se odebiraji znezralych kvétenstvi  genotypt,
které neztratily schopnost kvétenstvi vytvaret. Idedlni termin odbéru materidlu
je vprubéhu jara, kdy se zacind mezi listy rostlin ¢esneku objevovat kvétni stvol.
V té dobé jsou jiz pod ochrannym toulcem zakladdna primordia pacibulek, pozdé&ji
pak kvétnich pupenti a listii. Tento rostlinny material je mozné pouzit k zalozeni in vitro
kultury bezprostfedné po sklizeni, nebo je mozné celd nezrald kvétenstvi 4 — 6 tydni
skladovat v chladni¢ce pii 4 °C. Provadi se povrchova sterilizace celého kvétenstvi
i se stale uzavienym kvétnim toulcem. Nasledné se ve sterilnich podminkach toulec
odstrani a nafezou se malé segmenty s Casti lGzka kvétenstvi a primordii pacibulek.
Segmenty by mély byt velikosti asi 5 mm (BHOJWANI, 1980). Lizko kvétenstvi
pak piebira funkci podpuéi (HAVRANEK, 2008). Segmenty se pak prevadgji
na klasické MS medium sobsahem rlstovych reguldtori vhodnych pro kultivaci
¢esneku v podminkach in vitro (viz kapitola 3.8 Ristové regulatory). Vytvorené cibulky

je pak mozné odebirat uz po 6 — 8 tydnech kultivace.

Pii vyuziti této metody nejsou znadmy vysledky ozdraveni multiplikovaného
materialu. Nicméné 1 tak je vhodna k namnoZeni jiZ ozdravenych bezvirdznich rostlin,
pfipadné k zalozeni priméarni kultury pro néslednou kryoprezervaci (KELLER
and SENULA, 2013).

3.6.3 Zakladani kultur pomoci vnitinich segmentii strouzki

Tato metoda byla vyuzita také v prvni fazi naseho experimentu a piesny postup
zakladani kultur touto metodou je popsan v metodice této bakalaiské prace (viz kapitola

4.2.4 Zalozeni primarni kultury ¢esneku z apikalniho meristému v podminkach in vitro).

Pti zaklddani kultur ze segmentd vnitini Casti strouzkii lze ziskat 2 — 8

primarnich explantatd. Pti kultivaci dochazi k rychlému ristu listl a nasledné tvorbé
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cibulek. Ziskané cibulky vSak nejsou v prib¢hu kultivace ozdraveny, proto je tato
metoda vhodna spiSe k mnozeni jiz ozdraveného materialu, pfipadné pro experimenty

vlivu rastovych regulatoru a dalsich faktori na tvorbu cibulek v podminkach in vitro.

3.6.4 Zakladani kultur z kofenovych Spicek

Teprve nedavno byla vypracovana studie na zakladani in vitro kultur pomoci
kotenovych Spicek. Je to zatim nejefektivnéjsi zptisob ziskani velkého poctu cibulek.
Z jednoho strouzku lze ziskat primémé 40 explantatd. Z kazdého explantatu
je pak primérné formovano 5,6 cibulek. Navic kofenové Spicky Cesneku se povazuji
za bezvirozni (PIERIK, 1987), tudiZ bezviréznimi by mély byt i nasledné vytvoiené
cibulky. Tuto metodu vSak nelze vyuzit u vSech genotypt Cesneku. Kultury pomoci
kotenovych Spicek se dosud nepovedlo zalozit u nepali¢dkovych odrad. Odrady

palicakt pii zaloZeni kultury i1 formaci cibulek reaguji proménlive.

Kofteny jsou povrchové sterilizovany klasickym ovéfenym zpiisobem. Nésledné
jsou omyty v destilované vodé a v aseptickych podminkach jsou odiiznuty jejich $pi¢ky
o délce 2 — 3 mm. Ty jsou pifeneseny na rastové medium a nasledné kultivovany
pfi teplot¢ 28 °C a nepfetrzitétm osvétleni. Listy byvaji formovany piimo

bez kalusovych mezikultur.

Timto zplsobem je mozné ziskat u dobfe regenerujicich genotypi az 295

cibulek z jednoho strouzku (HAQUE et al., 2000).

3.7 Kryoprezervace a kryoterapie ¢cesneku

Kryoprezervace je metoda uchovani genetického materidlu za velmi nizkych
teplot (-196°C) v tekutém dusiku. V takovych podminkach mohou byt rostliny
uchovany mnoho let (ZAMECNIK et al., 2012). To je u &esneku velmi piinosné,
protoze jinak je pro zachovani genotypu nutné stdlé polni péstovani (na rozdil
od semennych druhi rostlin, kde je obvykle mozné semena skladovat i nékolik let)
(STAVELIKOVA, 2012; KELLER and SENULA, 2013). Navic uchovavani rostlin
timto zpisobem neni pfili§ nakladné (KOTKOVA et al., 2012). V &eské kryobance
je takto bezpecné uchovana c¢ast kolekce Cesnekd z Vyzkumného ustavu rostlinné

vyroby v.v.i., Olomouc (STAVELIKOVA and ZAMECNIK, 2005).
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Pii kryoprezervaci se omezi fyzikdlni procesy na minimum a zastavi
biochemické procesy rostliny. Pii kryoprezervaci se v podstaté navodi vitrifikacni stav,
kdy se pii velmi rychlém ochlazovani netvofi krystalky ledu, které by rostlinné buniky
poskodily (ZAMECNIK et al., 2012). Pii tomto zpiisobu uchovavani genetickych
zdroji nehrozi riziko naruSeni genetické stability (KELLER and SENULA, 2013).

Kryoterapie je terapie ultranizkymi teplotami. Vyuziva se i k ozdraveni ¢esneku,
pficemZ meristémy s n€kolika zaklady listh jsou kratkodob& ponotfeny do tekutého
dusiku. Starsi bunky obsahujici viry jsou timto postupem zniceny, zatimco viruprosté
meristémy zpravidla pteziji (KOTKOVA et al., 2012). Nasledné jsou kultivovany
na rastovém mediu v podminkach in vitro az do vytvofeni cibulek vhodnych
pro prevedeni do nesterilnich podminek (ZAMECNIK et al., 2012; KELLER

and SENULA, 2013).

3.8 Riistové regulatory

Mezi rastové regulatory se fadi rostlinné hormony (fytohormony),
které¢ se syntetizuji v rostliné i uméle vyrobené reguldtory rtstu, coz jsou strukturni
analoga fytohormond. Kazdy regulator ristu muize v rostliné ovlivilovat razné
fyziologické pochody. Reakce rostliny na exogenni reguldtory riistu zdvisi na jejim
vyvojovém stadiu i na koncentraci dodaného regulatoru. Jeden a tentyZ regulator mize
na rostlinu puasobit jak stimulac¢né, tak 1 retardacné. V podprahovych koncentracich
rostlinu neovlivni vibec. Fytohormony se dokazou prostiednictvim konjugace

&i oxidace rychle metabolicky inaktivovat (LUSTINEC and ZARSKY, 2003).

3.8.1 Auxiny

Auxiny se syntetizuji predevSim ve vegetacnim vrcholu rostlin a v mladych
vyvijecich se listech (WHITE et al., 1975). Odtud byvaji bazipetaln¢ transportovany
do ostatnich casti rostlin. V rostlinach stimuluji bunécné dé€leni, diferenciaci bunék
a dlouzivy rust rostliny (MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998; LUSTINEC
and ZARSKY, 2003). Auxiny navic podporuji riist apikalnich meristémd a indukci
somatické embryogeneze (HRADILIK, 2005).

Vin vitro kulturach se pifi pouziti vyssiho poméru auxini ku cytokininim

podpofi zakofeniovani kultur. Exogenni plisobeni auxinii a cytokinind je nutné
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také pti kultivaci kalusovych kultur. V urcité fazi vyvoje in vitro rostlinky ptestanou
exogenni auxiny vyzadovat a zacnou vyuzivat vlastni syntetizované endogenni auxiny

(LUSTINEC and ZARSKY, 2003).

Pro in vitro kultury se jako jediny nativni fytohormon pouziva indolyl-3-octova
(IAA) (KOVAC, 1992). Ze synteticky vyrobenych se nejéastéji pouziva kyselina
indolyl-3-maselna ~ (IBA),  kyselina  naftyloctova  (NAA) a  kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctovd (2,4-D), dale pak napt. kyselina trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T), kyselina chlorfenoxyoctova (4-CPA), kyselina 3,6-dichlor-2-metoxybenzoova
(dicamba) a kyselina 4-amino-3,5,6-trichlorpikolinova (picloram) (HRADILIK, 2005).

Kazdy z fytohormont a rastovych regulatorti ze skupiny auxini mé jinou
ucinnost. Napft. 2,4-D je az 12x ucinnéjsi nez IAA a NAA je 2x — 4x ucinngjsi nez [AA.
Nejcastéji se do kultiva¢nich medii pro in vitro kultury pouzivaji davky 0,1 — 20 mg/I
(HRADILIK, 2005). Nicméné IAA se vzhledem ke své nestalosti v rostlinné vyrobé
pouziva méné (MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998).

3.8.2 Cytokininy

Cytokininy patfi mezi regulatory ristu, které nejvice podporuji déleni bunék,
aktivitu meristéma, rast axilarnich pupend (HRADILIK, 2005). Jsou to nativni
nebo syntetické latky odvozené od adeninu (aminopurinu). Cytokininy, které maji v N-6
poloze izoprenoidni fetézec s dvojnou vazbou, maji nejvyssi aktivitu (KAMINEK,
1992). Nejcastéji byvaji syntetizovdny v meristémech rostoucich kofent i v dalSich

intenzivné rostoucich &astech rostliny (LUSTINEC and ZARSKY, 2003).

Piisobi opacné oproti auxiniim, snizuji tedy apikalni dominanci a omezuji tvorbu
kofent. Stimuluji tvorbu chlorofylu, skrobu a bilkovin. Navic zabranuji starnuti rostlin,
které diky cytokininim zlstavaji del$i dobu zelené a fotosynteticky aktivni. Stimuluji
také tvorbu pupent. V in vitro kulturach se pouzivaji k podpofe ristu prytu, v mensi
koncentrace pak v kalusovych kulturach i somatické embryogenezi (MACHACKOVA
in PROCHAZKA, 1998; LUSTINEC and ZARSKY, 2003).

Z nativnich cytokinini se v explantatovych kulturach nejcastéji vyuziva zeatin.
Benzylaminopurin (BAP), neboli benzyladenin (BA) byl dlouhou dobu povazovan
za pouze syntetickou latku (MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998), ale v roce 1972
byl identifikovan v listech topolu (HORGAN et al., 1972). Jako synteticky vyrobena
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latka je pro in vitro kultury pouzivan napf. isopentenyladenin (2iP)
&i furfurylaminopurin (kinetin) (HRADILIK, 2005).

3.8.3 Gibereliny

Gibereliny jsou derivaty gibanu. Jedna se o cyklické diterpeny. V soucasné dobé
je znamo kolem 100 giberelinu, ne viechny jsou vsak fyziologicky aktivni (LUSTINEC
and ZARSKY, 2003).

Gibereliny predevsim stimuluji dlouzivy rust rostlin, dale podporuji kli¢eni
semen a raSeni dormancich organi rostlin. Piisobi jako antagonisté kyseliny abscisové,
jejich vyssi koncentrace v zasobnich hlizach a cibulich odbourava dormanci a podporuje
jejich raseni. Ovliviiuji také kveteni rostlin a pohlavi kvétd (MACHACKOVA
in PROCHAZKA, 1998; LUSTINEC and ZARSKY, 2003). Gibereliny mohou
zabranovat tvorbé cibulek (SHIBAOKA, 1990).

Do medii pro in vitro kultury se gibereliny piidavaji za uc¢elem podpory ristu
bunéénych kultur, ke stimulaci rustu zakrslych rostlin i ke stimulaci rstu kalusovych
kultur. Stimulaéni u¢inek vSak maji pouze za pfitomnosti exogennich ¢i endogennich

auxinti (HRADILIK, 2005).

Gibereliny vSak nejsou pro kultivaci né€kterych druhti rostlin nepostradatelnou
soucasti media. Pro in vitro kultury se nejcastéji vyuziva kyselina giberelova GAj

a GA; (HRADILIK, 2005).

3.8.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je sekundarni produkt metabolismu. Patii do skupiny
seskviterpenti. Byva syntetizovana predevS$im v mladych pletivech rostlin St€penim
karotenoidniho prekursoru. Jeji vysSsi koncentrace se vyskytuje v dormancich organech
a ma vliv na hloubku dormance (LUSTINEC and ZARSKY, 2003). Pusobi
antagonisticky vi¢i auxinim a giberelinim (MACHACKOVA in PROCHAZKA,
1998).

Nebyva pftilis Casto priddvana do media pro explantitové kultury. Pomérné
vyznamné zpomaluje rast rostlin. Nicméné je zndmo jeji stimulacni plsobeni

pfi tuberizaci, indukci somatické embryogeneze, indukci kveteni i retardace explantatu
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a navozeni dormance. (MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998; HRADILIK, 2005).
Kyselina abscisova urychluje starnuti pletiv a vyvolava uzavirdni praduchti rostlin
(MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998; LUSTINEC and ZARSKY, 2003).
Rostlindm pomédha pifi obrané¢ wvici stresim, piipadné na stresy se adaptovat

(MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998).

3.8.5 Etylen

Jedna se o jediny plynny fytohormon. Je to nejjednodussi uhlovodik s jednou
dvojnou vazbou. Stanovuje se pomoci plynové chromatografie. V rostlinach etylen
vznika z metioninu a jeho prekursorem je 1-aminocyklopropan-1- karboxylova kyselina
(ACC). ACC je pak oxidovana na oxid uhli¢ity, kyanovodik a etylen (KENDE, 1993)
V cytoplazmé je etylen jen velmi mélo rozpustny, proto je jeho koncentrace v buitkach
jen nizka. Difunduje zcytoplasmy do intercelular a poté do okolni atmosféry

(MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998; LUSTINEC a ZARSKY, 2003).

Etylen stimuluje radiadlni rast, naopak inhibuje rtst dlouzivy. Méni rovinu
bunééného déleni a reorientuje mikrotubuly a celulézové mikrofibrily, coz meéni
podélna rast na rist radialni. Etylen navic autokatalysy zvySuje svoji vlastni syntézu.
Také podporuje tvorbu enzymd, které ste€pi polysacharidové slozky bunéénych stén.
Etylen, stejné jako kyselina abscisova, zpiisobuje starnuti pletiv (LUSTINEC
and ZARSKY, 2003). Produkce etylenu rostlinou se zvysuje ve stresovych podminkéach
(MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998).

3.8.6 Paclobutrazol

Paclobutrazol (PP 333) zpomaluje rust rostlin, ktery se v rostlinné vyrobé
pouziva 1 jako retardant s velmi Sirokym spektrem plsobeni. Brzdi biosyntézu
giberelini (KUTINA, 1988), inhibuje rust internodii a podporuje rust kotentl.
Navic zvySuje odolnost rostlin viici strestim zpisobenym suchem 1 mrazem (CHANEY

et al., 1996).

Paclobutrazol také pozitivné ovliviiuje multiplikaci in vitro kultivovanych rostlin
a snizuje citlivost rostlin na stresy pii pfevodu z in vitro podminek do podminek in vivo

(ONDRUSIKOVA et al., 2006).
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3.8.7 Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova a jeji metylestery a glukozaestery nejsou fazeny
mezi fytohormony, protoze jejich koncentrace je vyssi (az desitky mikrogramii na gram
suché hmoty rostliny) neZ u ostatnich fytohormoni (MACHACKOVA
in PROCHAZKA, 1998).

Kyselina jasmonova je schopna narusit kortikalni mikrotubuly bunék (ABE
et al., 1991). Je syntetizovana v listech rostlin (ROSSI JAUME et al., 1997) a nasledné
bazipetaln¢ transportovana floémem (RYAN, 1992). Vliv na rostliny ma predev$im
inhibi¢ni, brzdi rist kalusu, urychluje starnuti listdi, iniciuje zakladéni kofent,

ale nasledné brzdi jejich rast (MACHACKOVA in PROCHAZKA, 1998).

Sledovan a popsan byl vliv kyseliny jasmonové na tuberizaci bramboru (KODA
et al.,, 1988; KODA and OKASAWA, 1988). U in vitro kultivace ¢esneku tvorbu
cibulek podpofi koncentrace 1 mg/l kyseliny jasmonové v kultiva¢nim mediu (ROSSI
JAUME et al., 1997).

3.8.8 Sachardéza

Sacharéza v mediu ma n¢kolik dilezitych funkci. Nejen Ze sehrava dualezitou
funkci v heterotrofni vyzivé explantatd, ma vliv i na dalsi déje ovliviujici rast
kultivovanych rostlin. Vys§i koncentrace sachar6zy v mediu mize byt zodpoveédna
za osmoticky stres kultivované rostliny (PARTHIER, 1991). Navic vyssi koncentrace
sacharozy ovliviiuje tvorbu CO,, coz mize pozitivné nebo negativn¢ v podminkach
in vitro ovliviiovat tuberizaci ¢i tvorbu cibulek (HONJO et al., 1988). U snéZenek
mnozenych in vitro byl zaznamenan piiznivy efekt koncentrace sachardzy v mediu
60 g/l v kombinaci s aktivnim uhlim (STAIKIDOU et al., 2006). Na tvorbu hliz
u brambor méla nejlepsi vliv koncentrace 80 g/l, kterd pozitivné ovlivilovala velikost
hliz, naopak inhibovala rust prytu (XU et al., 1998). Koncentrace sachardzy vSak muze
mit vliv na vyskyt hyperhydratace pletiv explantati, coz mize vést az k uhynu

kultivovanych rostlin (NOVAK, 1990; WU et al, 2009).
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3.9 Riistové faktory

Plsobeni faktord ovliviwjicich rist rostlin v podminkach in vitro je odlisné
od ptsobeni faktori na polni kultury. U rostlin ¢esneku je tvorba cibuli vyvolana
exogennimi stimuly, jako je délka dne a teplota (MANN and MINGES, 1958; RACCA
et al., 1981). Tyto stimuly mohou vyvolat syntézu hormonii, které tvorbu cibuli indukuji
(ROSSI JAUME et al., 1997).

Tvorba cibuli v polnich podminkach byla 1éta studovana agronomy a rostlinnymi
fyziology (HEATH, 1945; MANN, 1952), ale pomérné malo bylo publikovano o vlivu
rastovych faktort na in vitro kultury (KAHANE et al., 1992b; NAGAKUBO et al.,
1993, KAHANE et al., 1997).

Nejcastéji vyuzivanou teplotou pro kultivaci ¢esneku je 21 °C — 25 °C
(TAKAGI and QU, 1995; ROSSI JAUME et al., 1997; KELLER and SENULA, 2013).
Pro nékteré genotypy cesneku bylo vhodné predoSetteni nizkymi teplotami kolem 4°C
(TAKAGI and QU, 1995; KAHANE et al., 1997). Fiserova (2012) uvadi i vliv nizkych
teplot pfi kultivaci v podminkach in vitro na tvorbu etylenu rostlinami ¢esneku

(FISEROVA et al., 2012).

Studovan byl i1 vliv fotoperiody na formaci cibulek multiplikovanych rostlin
(TAKAGI and QU, 1995; KAHANE et al.,, 1997; HAQUE et al., 2000). Zatimco
pro kultivaci ¢esneku zakladané primarni kultury z kofenovych $pi¢ek jsou vhodné
vyssi teploty (28 °C) v kombinaci s nepfetrzitym osvétlenim (KAHANE et al., 2000),
pro ostatni kultury ¢esneku se nejlépe osveédcila fotoperioda 16 hod. svétla a 8 hod. tmy

(TAKAGI and QU, 1995; KAHANE et al., 1997).

Pro rist prytu a tvorbu cibulek byly publikovany dobré vysledky pod jakymkoliv
testovaném osvétleni s vyjimkou PG lamp (specidlni lampy pro péstovani rostlin),
které tyto procesy ponékud inhibovaly. Leps$i vysledky byly pii kultivaci pod lampami
obsahujicimi infracervenou slozku svétla (TAKAGI and QU, 1995).

3.9.1 Hyperhydratace

Pii kultivaci v podminkach in vitro se u nékterych odrid c¢asto objevuje
hyperhydratace pletiv kultivovanych rostlin. Hyperhydratace je degenerativni stav,

kdy dochazi k vyplnéni mezibunéénych prostor vodou a rostliny ziskavaji sklovity
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vzhled. Faktorti vedoucich k hyperhydrataci pletiv miiZze byt nékolik. Pfi¢inou miize byt
koncentrace osmotickych latek (sachardzy) v mediu, koncentrace cytokinini, vysoka
vzdus$na vlhkost v kultivacni nadob¢, koncentrace agaru i délka chladného skladovani
cesneku pred kultivaci. Hyperhydrataci mize redukovat zvySovani poméru dusi¢nanu
draselného ku chloridu amonnému. Doporucuje se i ochlazovani dna kultiva¢nich nadob
¢i polic, na kterych jsou rostliny kultivovany. Siln€¢ hyperhydratované rostliny obvykle
neni mozné zachranit a jsou urceny k likvidaci. Rostliny vykazujici pouze slabsi
znamky hydratace je dobré co nejvice zakratit a odstranit pletiva vykazujici zavodnéni.
V piipadé, Ze jsou po tomto zasahu rostliny Castéji pfendSeny na nové medium,
vykazuje poté vétSina rostlin normdlni rist a vyvoj. Nékteré odridy trpi v podminkach
in vitro hyperhydrataci vice, u jinych odrid muze dochazet k tomuto problému ziidka
(NOVAK, 1990; NAGAKUBO et al., 1993; SCHLOUPF et al., 1995; WU et al., 2009;
KRIZAN et al., 2010; KELLER and SENULA, 2013).

3.10 Pievod in vitro kultivovaného ¢esneku do nesterilnich podminek

Zakotenélé rostliny z explantatovych kultur Spatné snési prevod do nesterilnich
podminek. Proto se pro pfevod do podminek in vivo pouzivaji pouze v in Vvitro
podminkach vytvotené cibulky, které toto pieneseni snasi pomémé dobte. Uspésnost
ptevodu vsak ovliviuji pouzité regulatory ristu pii kultivaci in vitro. V nékterych
ptipadech jsou cibulky bez dormance a mohou se ihned pfenést do substratu. Dilezité
je nasledné dikladné zavlazeni roztokem s 0,15 % Previcuru. Dalsi dopéstovani

by mé&lo probihat pfi 18 — 20°C (HAQUE et al., 2000; KELLER and SENULA, 2013).

3.11 Ovéiovani stability DNA

3.11.1 PCR

Za metodu PCR (Polymerazova fetézcova reakce — Polymerase Chain Reaction),
ktera byla vyvinuta vroce 1983, ziskal jeji autor Kary Mullis o deset let pozdéji
Nobelovu cenu za chemii. Metoda PCR byla teoreticky popsana uz v roce 1971,

ovSem az Kary Mullis ji dokézal realizovat a popsat prakticky postup.

Jednd se o metodu fungujici na principu syntézy nukleovych kyselin

V podminkach in vitro, pfi které dochazi k replikaci uréitych segmentli templatové
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DNA. Metoda PCR je natolik citliva, Ze dok4ze ve vzorku odhalit i jedinou molekulu
DNA (TELLIER et al., 2003; BARANKOVA, 2012).

3.11.2 SSR

SSR je zkratka anglického ndzvu molekularni metody Simple Sequence Repeats.
Tato metoda se Casto vyuziva k ziskani DNA profilu ¢i k vytvofeni genetickych map.
Pracuje na principu analyzy mikrosatelitnich sekvenci tvotfenych repeticemi kratkych
DNA sekvenci (1 — 6 nukleotidi). Obvykle byvéa celkova délka mikrosatelitu 100pb.
Vyznacuje se velmi vysokym stupném polymorfismu markert (TAUTZ et al., 1986).
V urcitém SSR lokusu Ize pocet opakovani repetic snadno stanovit pomoci
polymerdzové tetézcové reakce (PCR) pii vyuzité specifickych primerit (POWELL
et al., 1996).

3.12 Testovani rostlin pomoci ELISA testii na pritomnost viri

ELISA testy jsou jednou zmetod pro testovani piitomnosti virovych
onemocnéni organisml. Néazev metody ELISA vychazi zanglického nazvu
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay. Tato metoda funguje na principu
imunoenzymatické reakce, kdy jsou pouzita specificka séra pro detekci daného viru.
Vysledky testii se hodnoti podle zbarveni vzorku na desti¢ce. V nekterych piipadech,
kdy dochazi k vyraznému zbarveni pozitivnich vzorki, sta¢i pouhd vizualni kontrola.
Pokud vSak dochézi pouze k mirnému zbarveni, nebo je dilezité ziskat velmi spolehlivé
vysledky, pouziva se k hodnoceni spektrofotometrie (RACANIELLO, 2010; ELISA
for Virus Test, 2004-2015).

30



4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
4.1.1 Rostlinny material

Pro experiment byly vyuzity 2 odridy ¢esneku kuchynského (Allium sativum
L.). V obou ptipadech se jednalo o Slechtitelsky material Ing. Jana Kozéka. Po sklizni

byly cibule skladovany pii venkovni teploté po dobu 2 mésici.

Prvni genotyp je oznacen pracovnim ndzvem
Emilia. Jedna se o podzimni Sirokolisty nepali¢dk s 12
strouzky v cibuli. Cibule ma fialovou kresbu.

V polnich podminkach se sklizi na za¢atku Cervence.

Druhy genotyp je oznacen nazvem ‘Japo’. Je to
jeden zkloni pavodniho ‘Japa” vyslechténého
Jaroslavem Pourem. Chybou v udrzovacim S$lechténi

tehdy doslo k vyraznému zmenSeni cibuli a odriida se

timto znehodnotila, az byla postupné zrusena. Klon opr. 6: Cibule &esneku s oznadenim

Emilia (foto: V. Kozak,
25.11. 2014)

V cibuli se nachézi 8 — 12 strouzkd. Suknice cibule jsou bile zbarveny a sklizen tohoto

Snazvem ’‘Japo” ma cibule standardni velikosti.

klonu je v polnich podminkach zacatkem srpna. Jedna se o tzkolisty jarni nepalicak

vhodny k vysadbé na podzim i na jafe.

4.1.2 Kultivaéni medium

Zakladnim kultivaénim mediem pro primarni kulturu bylo medium MS
(Murashige and Skoog medium) (MURASHIGE, SKOOG, 1962) doplnéné o 0,2 mg/l
1-naftyloctové kyseliny (NAA), 0,5 mg/l dimetylalyllaminopurinu (iP), 30 g/l sachar6zy
a 8 g/l agaru. Dalsi media pro experiment obsahovala bud’ kyselinu abscisovou (ABA),
¢i paclobutrazol (PP 333), kyselinu giberelovou (GAj3), benzylaminopurin (BAP),
kyselinu 2-chloretylfosfonovou (CEPA) a variantu s vy$$i koncentraci sachardzy
(viztab.1a2).
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4.1.3 Vybaveni laboratoie

Experiment byl v prvni fazi provadén v explantatové laboratoti na Agronomické
fakulté¢ Mendelovy univerzity v Brng, na Ustavu biologie rostlin. Laboratof se sklada
Z mistnosti pro pfipravu medii, vybavenou chladni¢kami s chemikéliemi a rdstovymi
regulatory, laboratornim sklem, michackou, tifepackou, analytickymi véhami,
pH metrem a dalSimi pfistroji potfebnymi pro piipravu medii. Media byla sterilizovana
ve zvlastni mistnosti vybavené horkovzdusnymi sterilizatory, autoklavy, myckou
a pristrojem pro destilaci a demineralizaci vody. Samotné mnoZeni bylo provadéno
V polosterilni mistnosti vybavené klimatizaci, sterilizacni UV-C zafivkou a laminarnimi
boxy (flow boxy). Kultivace probihala v klimatizované kultivaéni mistnosti vybavené
osvétlenymi regaly se sklenénymi policemi ¢i chladni¢kou s osvétlenim ke kultivaci

rostlin v chladnu.

Druha faze experimentu byla realizovana Vv in vitro vlastni laboratofi na
Slechtitelském pracovisti Ing. Jana Kozaka v PobéZovicich u Holic. I tato laboratof byla
vybavena pfistroji pro vatfeni a sterilizaci medii, flow boxem, klimatizaci, €istickou
vzduchu, germicidnimi UV-C zafivkami a osvétlenymi kultivatnimi regaly se
sklenénymi policemi a zativkami Narva BIO vital (spektralnim slozenim odpovida
pfirozenému dennimu svétlu, bar. teplota 5800 K, odstin 958) a Narva Lumoflor

(specialni trubice pro péstovani rostlin, odstin 077).

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava kultiva¢nich medii

Pro experiment byla pouzita MS media, ktera byla v nékolika variantach

doplnéna riiznymi koncentracemi riistovych regulatort ¢i sacharozy.

V 2litrové Erlen Mayerové bance byl rozvaren v 0,5 litru destilované vody agar
(8 g/1). Ve zvlastni kadince pak byla v cca 0,3 | destilované vody rozmichana sachar6za
(30 g/l), komer¢ni praskové MS medium (4,4105 g/l - Duchefa) a pro danou variantu
ptislusné mnozstvi ristovych regulatora (NAA, 2iP, GA3 , BAP, PP 333, ABA)- viz
tabulka, které byly pfedem rozpustény v kapce etanolu nebo KOH (podle konkrétniho
regulatoru). Poté bylo pH metrem zméieno pH a upraveno na hodnotu 5,8 — 5,9 pomoci

0,1M NaOH nebo 0,1M H3;PO,. Medium bylo sterilizovano v autoklavu pii 121°C jiz

32



Vv kultivacnich sklenickach uzavienych vickem se septem umozilujicim odbér plynu

z nadob pro stanoveni produkovaného CO; a etylenu rostlinami.

Pro zaloZeni primarni kultury bylo vyuZito MS medium doplnéné o 30 g/l

sacharozy, 8 g/l agaru, 0,2 mg/l NAA a 0,5 mg/1 2iP.

V druhé fazi pokusu v laboratoii v PobéZzovicich u Holic bylo pro zaloZeni
kultury pomoci izolovaného meristému vyuzito MS medium s 30 g/l sacharozy,

6 g/l agaru, 0,2 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP a 0,5 mg/l GAs.

Pro podporu formace cibulek byly vytvoreny dalsi varianty medii, kde zakladni
media pro zalozeni primarni kultury (viz vyse) byla doplnéna o néktery z rGstovych

regulatorti (viz tab. 1 a 2).

Tab. 1: Varianty slozeni MS medii pro kultury zalozené ze segmentt strouzkii

Auxiny cytokininy sachardza doplikovy r.
regulator

1. Varianta K | 0,2 mg/l NAA | 0,5mg/l 2iP 30 g/l

2. Varianty 0,2 mg/l NAA | 0,5mg/l 2iP 30 g/l 0,2 mg/l ABA

3. Varianta 0,2 mg/l NAA | 0,5mg/l 2iP 30 g/l 0,5 mg/l PP 333

4. Varianta 0,2 mg/ NAA | 0,5 mg/l 2iP 80 g/l

5. Varianta 0,2 mg/l NAA | 0,5 mg/l 2iP 30 g/l CEPA

CEPA — pro zvySeni exogenniho etylenu byla do kultivacni nddobky umisténa mala
sklenéna kadinka s 1 ml 1% flordimexu - G¢inna latka CEPA (2-chlorethylfosfonova
kyselina), do které byly  umistény  naklicené obilky  jecmene,
které 2-chlorethylfosfonovou kyselinu biologicky rozkladaly na etylen (FISEROVA
etal., 2012).
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Obr. 7: Sklenéna kadinka s 1 ml 1% flordimexu a nakli¢enymi obilkami umisténa uvniti kultivaéni
nadobky (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Tab. 2: Varianty slozeni MS medii pro kultury zalozené z meristému

oznaceni auxiny cytokininy gibereliny | sacharéza | Dopliikovy
media r.
regulator
ZM1 0,2 mg/l 0,5 mgl/l 0,5 mg/l GA; 30 g/l
NAA BAP
ZM?2 0,2 mg/l 0,5 mg/l 2iP 30 g/l
NAA
ABA 0,2 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l GA;3 30 g/l 0,2 mg/l
NAA BAP ABA
PP333 0,2 mg/l 0,5 mgl/l 0,5 mg/l GA; 30 g/l 0,5 mg/l PP
NAA BAP 333
Sach. 0,2 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l GA; 80 g/l
NAA BAP

4.2.2 Priprava a povrchova sterilizace rostlinného materialu

Cibule cesneku byly rozdruzeny na jednotlivé strouzky, které byly nasledné
zbaveny vrchni ochranné Supiny. Byly vybrany pouze vizualné zdravé strouzky
bez viditelného napadeni chorobami ¢i Skidci. Ty byly omyty ve vlazné vodé
se saponatem, a poté v kaddince ve flow boxu sterilizovany po dobu 13 minut v 0,2%

chloridu rtutnatém. Po tfindctiminutové povrchové sterilizaci byly strouzky pfeneseny
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do kadinky se sterilni destilovanou vodou, kterd byla vzdy po 10 minutich

3x vyménéna.

4.2.3 ZaloZeni primarni kultury cesneku ze segmentii strouzki v podminkach

in vitro

Po dokonceni povrchové sterilizace a omyti zbytkid sterilizaéniho roztoku
z rostlinného materidlu, byly strouzky piipraveny k zalozeni primarni kultury. Cely
strouzek byl ve flow boxu
pfenesen pinzetou z kadinky
se sterilni destilovanou vodou
na Petriho misku, kde byl
skalpelem  podélnym fezem
rozpilen. Byla odfiznuta velka
cast podpuci tak,

aby na strouzku  zistala

jen jeho maximdlné 0,5 mm Opr. 8: Odfezavani segmentu strouzku urceného pro zalozeni
silna vIstva, Které nesla nové in vitro kultury (foto: V. Kozék, 26. 11. 2013)

zakladané listy, primordia listh a apikalni meristém. Nasledn¢ byla vnitini ¢ast strouzku
vynata z pupenového zlabku tak, ze byl odstranén silny vrchni zduznatély zasobni list.
V ptipadé, ze byl ziskany segment dostate¢né velky, byl jesté nasledné podélnym fezem
rozpilen. Timto byly zkazdého strouzku ziskany 2 — 4 segmenty, které byly
ve sterilnich podminkach pfeneseny do kultiva¢nich nddob se zdkladnim mediem MS
s 30 g/l sacharozy, 8 g/l agaru, 0,2 mg/l NAA, 0,5 mg/l 2iP a nadoby byly uzavieny
vickem a popsany. Poté byly umistény v kultiva¢ni mistnosti pod zdroj svétla se 16 hod.

svételnou periodou.
4.2.4 ZaloZeni primarni kultury cesneku z apikdlniho meristému v podminkach
in vitro

V laboratofi Slechtitele Ing. Jana Kozdka byly primarni kultury zakladany
z apikélniho meristému, nebot’ jsme pii prubézném hodnoceni prvniho experimentu

dosli k nazoru, ze vliv na vysledek pokusu muze mit i velikost segmentu strouzku
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¢esneku pouzitého pro zaloZeni primarni kultury ¢i pfitomnost apikalniho meristému

V segmentu.

Cibule Cesneku byla rozdruzena na strouzky, strouzky byly zbaveny ochranné
Supiny, dale kultivovany v truhlicich s perlitem a zavlaZované roztokem (HAVRANEK,
Gstni sd&leni) s 25 g/l ribavirinu (KRIZAN et al., 2010). Po 3 — 4tydenni kultivaci byly
narostlé rostliny ¢esneku z truhliku vynaty, z kofenii byl odstranén perlit a nasledné
byly tésné€ nad strouzkem odstranény narostlé listy. Déle byly odfiznuty kofeny i s ¢asti
podpuci a byl odstranén zésobni list strouzku. Zbyla ptiblizn€¢ 2 - 3 cm dlouha cast
rostliny obsahujici velkou ¢ast podpuci nesouci zbylé ¢asti listh a pfedevSim apikalni
meristém byla oplachnuta vodou se sapondtem a sterilizovana v kadince v 20%
nebo 25% Savu. Po 20minutové sterilizaci byla tato cast rostliny ve sterilnich
podminkach ve flow boxu oplachnuta v kddince se sterilni destilovanou vodou a poté
po dobu 1 minuty dezinfikovana v dal$i kadince se 70% etanolem (KRAJICKOVA,

2012) a 3krat oplachnut ve sterilni destilované vodé.

Takto povrchové sterilizovany segment predpéstované rostliny cCesneku
byl pienesen na sterilni Petriho misku, kde byl pomoci skalpelu zakracen na délku
cca 1 cm, a poté ¢tyfmi podélnymi fezy mimo osu upraven tak, Zze vznikl nedokonaly
krychlovity tvar podpuci, coz umoznilo pohodlné uchopeni segmentu pinzetou
za podpuci. Pomoci skalpelu byly odstraiiovany casti listl, az na podpuci zistal
obnazeny meristém kryty 1 — 2 zaklady listti. Pod binokulérni lupou byl meristém s ¢asti
podpuci a ponechanymi zaklady list odfiznut od zbytku podpuci. Poté byl meristém
zahnutou jehlou pfenesen na zdkladni MS medium s 30 g/l sacharozy, 6 g/l agaru,
0,2 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP a 0,5 g/l GA3 do malych zkumavek velikosti 7,5 x 0,9 cm
s 1,5 ml media. Zkumavky byly uzavieny klasickou potravinatskou folii, popsany
a umistény do kultivacnich regéalti osvétlenych specidlnimi zatfivkami pro péstovani

rostlin (Narva BIO vital a Narva Lumiflor).

4.2.5 Pribéh kultivace a pribéZné hodnoceni experimentu

Rostliny ¢esneku byly kultivovany v Brné v kultivaéni mistnosti s teplotou
23 °C a fotoperiodou 16 hod. svétlo, 8 hod. tma. Cast experimentu byla zpo&atku
umisténa do chladnicky se stalym svétlem a teplotou 11 °C a do chladni¢ky se stejnou

teplotou bez osvétleni (FISEROVA et al., 2012).
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Rostliny byly béhem kultivace kontrolovany, kultivatni  nadoby
s kontaminacemi byly vyfazovany a byla vytvafena prubézna fotodokumentace.
Kazdé 2 — 3 meésice byly rostliny pfepasazovany do novych kultivacnich nadobek,
prficemz byla stfidana media sriznym obsahem reguldtord rdstu pfipadné media
S vy$8im obsahem sachar6zy, byla méfena koncentrace CO, a etylenu v kultivac¢nich
nadobkach. Pied kazdym pasdzovanim bylo provedeno pribézné hodnoceni formace

cibulek na daném mediu.

Vzhledem k tomu, Ze u obou testovanych genotypt ¢esneku ve vSech variantach
medii velmi Casto dochézelo k hyperhydrataci pletiv a rostliny pfedcasné odumiraly
diive, nez mohla byt otestovana zivotaschopnost vytvoienych cibulek po pfevodu
do podminek in vivo, bylo zdkladni medium pro dal§i experiment, jez probihal
Vv laboratofi Slechtitelské instituce Ing. Jana Kozaka, upraveno. K zékladnimu
MS mediu, jez obsahovalo NAA, BAP, a GA3, byly pfidavany v riznych variantach
stejné koncentrace PP 333, ABA i sachardzy, jako v predeslé fazi pokusu. Nicméné
prvni faze pokusu dobie poslouzila K posouzeni vlivu exogenniho CO, a etylenu
na iniciaci tvorby cibulek. Vysledky tohoto experimentu jsou piipraveny k publikaci —
Vliv genotypu &esneku na tvorbu cibuli v podminkach in vitro (FISEROVA et al.,
201x).

V druhé fazi pokusu,
jenz probihal v laboratofi
jiz vySe zminéného pracoviste,
byly po zaloZeni primérni kultury
rostliny  Cesneku  pieneseny
do vétsich zkumavek (16 cm x

1,6 cm) s 6,5 ml riznych variant

medii.  Kultivani ~ zkumavky opy, o Explantatova laboratof §lechtitelské instituce Ing. Jana

byly umlrstény dO regélﬁ Kozaka (fOtO V. KOZak, 23.11. 2014)

se sklenénymi policemi o rozmérech 136 cm x 48 cm. Nad kazdou polici ve vySce 6 cm
nad vy$$imi zkumavkami (a 14,5 cm nad niz§imi zkumavkami pro zaloZeni kultury)
byly umistény dvé 36 W zativkové trubice délky 120 cm ve vzdalenosti 28 cm od sebe.
Kazda ztrubic méla jiné spektralni sloZeni. Jednalo se o trubice Narva BIO vital
(spektrum je podobné dennimu svétlu, v porovnani s klasickymi trubicemi obsahuje

vice Cerveného a modrého zareni, dale pak zatfeni UVA a UVB, zafivky jsou vhodné
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pro péstovani rostlin, odstin svétla je 958, bar. teplota 5800 K) a o trubice Narva
Lumoflor (zafivky specialné navrzené pro péstovani rostlin, maji zvyraznénou cervenou
a modrou cast spektra, odstin svétla je 077) (NARVA — zatfivkové trubice, 2011).
Teplota v kultivaéni mistnosti byla nastavena na 21 °C (TAKAGI and QU, 1995)
a fotoperioda 16 hod. svétlo, 8 hod. tma (KAHANE et al., 1997).

Uz béhem pribézného hodnoceni bylo ziejmé, ze kazdy z obou genotypi
reaguje na konkrétni sloZzeni media jinak. Pfi druhé fazi pokusu byla vytvofena
fotodokumentace a pribézné hodnoceni experimentu. U vytvofenych cibulek
byla otestovana jejich zivotaschopnost pii pievodu do nesterilnich podminek.
Cast cibulek byla vzdy do podminek in vivo prevedena bezprostiedné po odebrani
ze zkumavek, druhd ¢ast byla pted vysadbou na 30 — 60 dni umisténa do chladnicky
s teplotou 6 °C. Nasledn¢ bylo hodnoceno mnozstvi cibulek, které byly schopny

Vv nesterilnich podminkach zakofenit a rust.

V laboratofi na pracovisti Ing. Jana Kozaka byla zalozena také in vitro kultura
ze segmentd strouzkll stejnym zplsobem, jako v prvni fazi experimentu (viz vyse)
za UCelem otestovani rostlin na pfitomnost viri formou ELISA testi. Cilem bylo
ovefeni, zda je pfi tomto zplisobu zalozeni kultury mozné vybérem ziskat bezvir6zni
material. Testovani 30 vzorki bylo provedeno ve Vyzkumném ustavu bramboraiskym
Havlicktiv Brod, s.r.o. ZjiStovala se pouze ptitomnost viru OYDV, od kterého musi
byt nove registrované odriidy podle evropské legislativy ozdraveny. Nicméné vSechny
testované vzorky tento vir obsahovaly. Vzhledem k finan¢ni naroc¢nosti ELISA testl
a také piedchozi publikaci vysledkd jinymi autory (HAVRANEK, 1972, KRIZAN
et al., 2010) nebyly rostliny z kultur zakladanych prostiednictvim apikalniho meristému

na pfitomnost virti testovany.

4.2.6 Stanoveni etylenu a CO,

Etylen byl stanovovan na plynovém chromatografu firmy FISSONS
INSTRUMENT s kapilarni 24 m dlouhou kolonou HP-PLOT/AI,O3. Ke stanoveni
byl tuberkulinovou stiikackou odebran vzdy 1 ml ovzdusi z kultiva¢ni nddoby uzaviené
vickem se septem uzptusobenym k t€émto odbériim. Detektor mél teplotu 200 OC, nastiik
pak 230 °C a kolona 40 °C (FISEROVA, HRADILIK, 1994, FISEROVA et al., 2001,
FISEROVA et al., 2008).
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Stanoveni obsahu CO; Vv atmosféie kultivacni nadoby bylo provadéno pomoci
plynového chromatografu CHROM 5 s katharometrem s 1,5 m dlouhou napliovou
kolonou plnénou PROPAKem Q (PROKES et al., 2006). Ziskané vysledky 7 opakovani
byly pfepocteny na standard plynd, zprimérovany a zpracovany graficky s vypoctenou

stiedni chybou.

4.2.7 Ovéreni stability DNA in vitro mnoZenych rostlin

U in vitro kultivovanych rostlin byla testovana stabilita DNA, aby bylo ovéfeno,
zda pii vyuziti tohoto zpusobu zaklddani a kultivace rostlin nedochdzi ke zménam
genotypu, coz by mélo negativni vliv pfi ozdravovani a mnozeni ¢esneku v podminkach

in vitro za uc¢elem produkce bezvirézni sadby.

4.2.7.1 1zolace rostlinné DNA

Rostlinnd DNA byla izolovana z listi donorovych rostlin péstovanych v polnich
podminkdch a porovnana s DNA izolovanou zpletiv rostlin kultivovanych

v podminkach in vitro.
Postup pii samotné izolaci DNA byl nasledujici:

1. Pro kazdy vzorek bylo na analytickych vahach odvédzeno ptiblizn¢ 100 g listil
rozdéleného na mensi segmenty, kter¢é nasledn¢ byly pfeneseny

do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.

2. Rostlinny material byl zmrazen kratkym ponoienim mikrozkumavek do tekutého

dusiku a poté byl pomoci specialni plastové ty¢inky homogenizovan.

3. Mikropipetou bylo do mikrozkumavky s dokonale homogenizovanym

materidlem ptidano 400 pl pufru AP 1 a 4 pul RNazy.

4. Mikrozkumavky byly uzavieny a pomoci vertexu byl jejich obsah dikladné
promichan. Poté byly mikrozkumavky na dobu 10 minut umistény do vodni
lazn¢ s teplotou vody 65 °C, pficemZ béhem této doby byl 2 — 3krat obsah

zkumavek protiepan.

5. Nasledné byly mikrozkumavky z vodni lazné vyjmuty a k jejimu obsahu

bylo mikropipetou pfiddno 130 pl pufru AP2. Pomoci vertexu MSI
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10.

11.

12.

13.

byl opét obsah mikrozkumavek promichin a po dobu 5 minut

byly mikrozkumavky umistény mezi kostky ledu.

Mezitim byly pfipraveny specidlni fialové mikrozkumavky o objemu 2 ml,
jenz jsou soucasti kitu. Do nich byl nasledné pomoci mikropipety nastavené
na 500 pl pfenesen z piivodnich mikrozkumavek cely obsah vzorku. Nové
mikrozkumavky byly poté odstfedovany na chlazené centrifuze pii 18000

otackach/minutu po dobu 2 minut.

Na dné zkumavky byl centrifugaci vytvofen tzv. pelet (pevna faze).
Tim byla pevna faze oddélena od tekuté faze obsahujici DNA, ktera byla
nasledné pomoci mikropipety nastavené na 400 pl nasata a prenesena do nové
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, do které bylo navic pfidano 600 pl pufru

AP3JE.

Z takto piipravené smesi bylo odebrano 650 ul a preneseno na kolonku specialni
bilé centrifuga¢ni mikrozkumavky o objemu 2 ml, ktera je soucasti kitu. Vzorek
byl ptes kolonu v této mikrozkumavce centrifugovan po dobu 1 minuty pii 6000

otackach za minutu.

Tekuty podil pod kolonou byl po centrifugaci odstranén a na kolonku
byl nanesen zbytek pfipravené¢ smesi z predchozi mikrozkumavky

a op¢t centrifugovan pii stejnych otackach po dobu 1 minuty.

Tekuty podil pod kolonou byl opét odstranén a kolonka byla pfenesena do nové

mikrozkumavky o objemu 2 ml.

Nasledné bylo do kolony nepipetovano 500 pl pufru AW a byla provedena

centrifugace pti 6000 ot./min. po dobu 1 minuty.

Tekuty podil pod kolonkou byl odstranén a na kolonku bylo opét nepipetovano
500 pl pufru AW, tentokrat vSak byla provadéna centrifugace 2 minuty
pii 18000 ot./min.

Po odstranéni tekutého podilu byla kolonka ptemisténa do nové mikrozkumavky
o objemu 1,5 ml. Nasledné bylo pomoci mikropipety na kolonku aplikovano
100 pl ptedehiatého pufru AE a mikrozkumavka byla po dobu 5 minut

ponechana stat pii laboratorni teplote.
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14.Po uplynuti této doby byly byla provedena centrifugace pii 6000 ot./min.
po dobu 1 minuty.

15. Tekuty podil byl ve zkumavce ponechan a na kolonku bylo opét nepipetovano
50 ul ptedehiatého pufru AE a mikrozkumavka byla pii laboratorni teploté

ponechana 5 minut odpocivat.

16. Byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pii 6000 ot./min. a byla kolonka
odstranéna a mikrozkumavka s tekutym podilem obsahujici rozpusténou DNA

byla uzaviena a uskladnéna v chladnicce pti 4 °C.

U ziskanych vzorkl byla ovéfena kvalita a mnoZstvi pfitomné izolované DNA.
Byl pouzit UV-spektrofotometr Picondrop. Pfi této metod¢ absorbuji nukleové kyseliny
UV zafeni. Ziskané¢ hodnoty absorpce byly pomoci empirickych vztahli pfevedeny
na potfebnou koncentraci nukleovych kyselin. U vzorkd kontaminovanych proteiny
byl vypocitany pomér absorpci niz§i nez u vzorki nekontaminovanych. Pro kontrolu
byl pouzit slepy vzorek pufru AE. Analyza pfitomnosti DNA byla provedena pfi vlnové

délce 260 nm a 280 nm, ktera potvrdila pfitomnost DNA ve vsech testovanych vzorcich.

4.2.7.2 PCR

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml byla pfipravena reakéni smés obsahujici
16,8 pul deionizované vody, 5 pl pufru, 0,1 pl ANTP (dinukleotid trifosfat), 1 pl forvard
primeru, 1 pl reverse primeru a 0,1 pul Tag (Thermus aquaticus) polymerazy.
Takto pfipravend smés byla nasledn¢ rozdélena po 24 pul do PCR mikrozkumavek
0 objemu 0,2 ml. K tomu byl do kazdé zkumavky navic ptidan 1 pl vzorku izolované
DNA ur¢eného k analyze. Mikrozkumavky se vzorky byly dikladné protfepany
a nasledn€¢ umistény do termocykleru Biometra T3, kde byl nastaven program
pii které dochéazi k denaturaci, nasledovalo pfi teplotach 52 °C, 54 °C a 55 °C nasedani
primerd, pii teploté 72 °C po dobu 1 minuty probihala elongace a prodluzovani 7 minut.
Tyto reakce se 25krat opakovaly. Po PCR reakci nasledovalo déleni fragmenti

na polyakrylamidovém gelu.
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4.2.7.3 Priprava polyakrylamidového gelu a pribéh elektroforézy

Pro kontrolu produktii izolované DNA pomoci elektroforézy byl vybran
polyakrylamidovy gel. Do sklenéné kadinky bylo odméteno 34,65 ml destilované vody,
do kter¢é bylo nasledné¢ pfidino 5 ml 10krat koncentrované TBE
(trisfaze=trishydroxymethyldiaminomethan, kys. boritd). Poté bylo pfidano 10 ml
AKRYL/BIS (akrylamid/bisakrylamid), 334 ml TEMED (tetramethylendiamin)
a nakonec 334 ml APS (amonium persulfit — persiran amonny), ktery spousti
polymeracni reakci. Takto pfipravena smés gelu byla aplikovana na pfedem pfipravené

elektroforetické desky a nasledné byla ponechédna ztuhnout.

Do jednotlivych
komurek v gelu vytvotenych
specidlnim  hiebenem  byly
aplikovany analyzované
vzorky. Vlastni elektroforéza
probihala ve dvou fazich,

pficemz prvni faze trvala N —

10 minut pfi napéti 100 V,

druha faze pak 60 — 100 minut Obr. 10: Probihajici elektroforéza (foto: V. Kozék, 5. 6. 2013)
pii napéti 300 V.

Po dokonceni elektroforézy nasledovalo barveni vyslednych produktt, k cemuz
byly namichany tfi rizné roztoky pro vizualizaci produktli. Prvnim roztokem byl fixa¢ni
roztok, ktery obsahoval 356,4 ml destilované vody, 41,6 ml etanolu a 2 ml kyseliny
octové. Druhy roztok obsahoval 1000 ml destilované vody a 2 g dusi¢nanu stfibrného.
Ttetim roztokem byl roztok — vyvojka, ktery byl slozen ze 730 ml destilované vody,
22,2 g hydroxidu sodného (NaOH) a 10 ml 37% roztoku formaldehydu. Vzhledem
K toxicité¢ pouzitého materialu vizualizace probihala v digestofi na tiepacce
a pii manipulaci byly pouzivany gumové rukavice. Gel byl opatrné vyjmut ze sklenéné
formy a pfenesen pomoci sklenéné desticky do nadoby s fixatnim roztokem.
V této nadob¢ se nechal roztok na gel plsobit po dobu jedné minuty, poté byl pfenesen
do nadoby sroztokem dusi¢nanu stfibrného, kde doSlo k navadzani stiibra.
V tomto roztoku byl gel ponechan 3 minuty. Po této dob& byl gel né€kolikrat omyt

destilovanou vodou a nasledné pienesen do nadoby s poslednim vytvofenym roztokem,
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kde po 10 minutach doslo k vizualizaci produktid. Nakonec byl gel znadoby vynat

a zataven do folie, se kterou byl poté skenovan.

Oskenovany gel byl nasledné vyhodnocovan. Pomoci statistického programu
FreeTree (verze 9.1) byla zpracovana binomickd matice metodou UPGMA (Unweight
Pair Group Method with Aritmetic Mean) a Jaccardovym koeficientem podobnosti.
Pomoci programu TreeView (verze 6.1) byly vysledky pievedeny do podoby
dendrogramu, z kterého bylo mozné zjistit totoznost ¢i pfibuznost testovanych genotypi
(JACCARD et al., 1908; HAMPL et al., 2001; MA et al., 2009).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

V prvni fazi pokusu byly rostliny cesneku 2 genotypl s oznaCenim Emilia
a 'Japo’ kultivovany na 4 variantach medii, kde byl sledovan vliv rastovych regulatora
na tvorbu etylenu a CO; a nasledna tvorba cibulek kultivovanych rostlin. Kontrolni
varianta byla kultivovana na MS mediu obsahujicim 0,5 mg/l 2iP a 0,2 mg/l NAA.
Dalsi varianty byly doplnéné o 0,5 mg/l PP 333, 0,2 mg/l ABA a 1% CEPA (sklenéna
nadobka s CEPOU a s 3 naklicenymi obilkami je¢mene, které uvolnovaly do prosttedi
kultivaéni nadobky vyssi koncentrace etylenu — viz graf. 1 a obr. 7). Explantatové

kultury byly v této fazi pokusu zakladany ze segmentt vnitini ¢asti strouzku.

Graf 1: Vliv riistovych regulatorti na tvorbu etylenu kultivovanymi rostlinami ¢esneku
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Zgrafu 1 je zfejmé, Ze v kontrolni varianté nebyly v produkci etylenu
mezi obéma genotypy statisticky vyznamné rozdily, s vyjimkou 14. dne po zalozeni
kultury, kdy u genotypu ‘Japo’ produkce etylenu vyrazné klesla, zatimco u Emilie
stale jesté rostla a klesla o tyden pozdé&ji. Z téchto vysledku by se dalo usuzovat
na pomalejSi rist Emilie, pficemz v polnich podminkidch mé naopak Sirokolisty
nepalicak Emilie rychlejsi rlst a vyvoj nez uzkolisty nepalicdk "Japo’. Podobny pribéh
produkce etylenu kultivovanych rostlin byl i u varianty s pridavkem 0,2 mg/l ABA,

piicemz rozdil mezi genotypy v 14. dni po zaloZeni kultivace se neopakoval,
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ovSem statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan 49. den po zalozeni kultury,
kdy u kontroly obsah etylenu v kultivaéni nadobce klesl na minimum, zatimco
u varianty s ABA obsah etylenu u obou genotypt stoupl na maximum této varianty.

Je tak zaznamenan inhibi¢ni vliv ABA na rust rostlin ¢esneku.

Statisticky prikazné rozdily v produkci etylenu byly zaznamenany u variant
s PP 333 a CEPA. U varianty s PP 333 u obou genotypii se vyrazné zvysil obsah etylenu
Vv kultivaéni nddobce pii méfeni 7 dni po zalozeni kultury. U odridy "Japo” byl po celou
dobu kultivace obsah etylenu v kultiva¢ni nadobce statisticky prikazné vyssi
nez U kontroly a u varianty s oSetieni kyselinou abscisovou. Naproti tomu u odrudy
Emilia po vyrazném pocatecnim zvyseni produkce etylenu rostlinami nasledné obsah
etylenu poklesl a 14. az 32. den po zalozeni kultury se drzel na turovni shodné
s kontrolou. Koncentrace etylenu u tohoto genotypu opétovné stoupla 38. den

po zalozeni kultury a na podobné trovni se drZela i pfi nasledujicim méteni.

U explantati genotypu Emilia oSetienych CEPA pocatecni vysoka koncentrace
etylenu do druhého méfeni mirn€ stoupla, nasledn¢ vSak vyrazn€ klesla a hodnoty
naméfené 14 a 21 dni po =zalozeni kultury byly srovnatelné s kontrolou.
Pti nasledujicich 3 méfeni byla zjisténa statisticky prikazné vyssi koncentrace etylenu
proti kontrole. U genotypu ‘Japo” obsah etylenu v kultiva¢nich nddobach rostl béhem
kultivace témét konstantné, Svyjimkou méfeni 32. den po =zalozeni kultury,
kdy byl zaznamenan nahly pokles. Je zfejmé, Ze po celou dobu kultivace
na tomto mediu byla koncentrace etylenu v nadobkach statisticky prikazné vyrazné

vyssi nez u kontroly.
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Graf 2: Vliv ristovych regulatort na tvorbu CO; kultivovanymi rostlinami
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Produkce CO; kultivovanymi rostlinami byla u obou genotypt v kontrolni
varianté velmi podobnd, zpocatku Emilie produkovala méné tohoto plynu nez "Japo’,
38.149. den po zalozeni kultury byla vSak zaznamenana vyssi produkce CO, u Emilie.
Rozdily mezi genotypy vSak nebyly zasadni, 1 kdyz by se dalo usuzovat na pomale;jsi
rust Emilie. Pfi oSetfeni explantati PP 333 a CEPA odrida Emilie nereagovala
prukaznymi zménami produkce CO,, zatimco pii oSetieni ABA produkce etylenu
vyrazné vzrostla a na vysoké hladin€é se tento plyn udrzel po celou dobu kultivace.
Obracené reagoval genotyp ‘Japo’, ktery se pfi kultivaci na mediu s ABA produkci
etylenu piili§ nelisil od kontroly, zatimco oSetfeni PP 333 vyrazné zvysilo koncentraci
CO;  vkultivaénich  nadobkach.  Vysokd  koncentrace  tohoto  plynu
byla také zaznamenana v prvni poloving¢ kultivace na mediu s CEPA, ke konci kultivace

se vSak sniZila na hladinu srovnatelnou s kontrolou.
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Graf 3: Vliv ristovych regulatort na tvorbu cibulek
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Zgrafu 3 je ziejmé, ze u odrady ‘Japo’ nebyly pii kultivaci explantath
zalozenych ze segmentll vnitini casti strouzku zaznamenany vyrazné rozdily
mezi pisobenim jednotlivych variant medii na multiplikaci cibulek, ale paclobutrazol
statisticky prikazné zvySoval produkci etylenu a CO,. Pii kultivaci na mediu s CEPA
doslo u odridy ‘Japo” k vysokému procentu uhynu explantat. Multiplikaci cibulek
u genotypu Emilia statisticky prukazné zvysila ptitomnost PP 333 v mediu, a produkce
obou plynll zvySena nebyla. OSetieni ostatnimi riistovymi regulatory nejevilo vyznamné
odchylky od kontroly. Ze ziskanych vysledki lze vyvodit, ze kazdy genotyp
ma své vlastni hladiny endogennich hormonil a jejich interakce s exogennimi hormony
proto neni stejna. Podobné piisobi i vyssi koncentrace etylenu a CO,, které inhibuji
tvorbu cibuli u Japa, ale v optimalni koncentraci je etylen schopen zvysit tvorbu cibuli

u Emilie.
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Obr. 11: Emilie na kontrolnim mediu 5 mésict Obr. 12: Emilie na kontrolnim mediu 5 mésict

po zaloZeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

po zalozeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Obr. 13: Emilie na MS mediu s PP 333 5 mésici Obr. 14: Emilie na MS mediu s PP 333 5 mésicl

po zalozeni kultury (foto: V. Kozdk, 5. 3. 2013)

po zalozeni kultury (foto: V. Kozék, 5. 3. 2013)

Obr. 15: Emilie na MS mediu s ABA 5 mésici Obr. 16: Emilie na MS mediu s ABA 5 mésict

po zalozeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

po zalozeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)
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Obr. 17: Emilie na MS mediu s CEPA 5 mésict Obr. 18: Emilie na MS mediu s CEPA 5 mésict
po zalozeni kultury (foto: V. Kozdk, 5. 3. 2013) po zalozeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Obr. 19: Japo’ na kontrolnim mediu 5 mésicti po zalozeni Obr. 20: “Japo” na kontrolnim mediu 5 mésici po zaloZzeni
kultury (foto: V. Kozak, 5. 3.2013) kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Obr. 21: "Japo’ na MS mediu s PP 333 5 mé&sicii po zaloZzeni  Obr. 22: "Japo” na MS mediu s PP 333 5 mésicti po zaloZeni
kultury (foto: V. Kozék, 5. 3. 2013) kultury (foto: V. Kozik, 5. 3. 2013)
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Obr. 23: "Japo’ na MS mediu s ABA 5 mésich po zalozeni Obr. 24: "Japo’ na MS mediu s ABA 5 mésict po zaloZeni
kultury (foto: V. Kozak, 5. 3.2013) kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Obr. 25: "Japo’ na MS mediu s CEPA 5 mé&sici po zalozeni Obr. 26: Japo” na MS mediu s CEPA 5 mésici po zaloZzeni
kultury (foto: V. Kozék, 5. 3. 2013) kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)

Obr. 27: ‘Japo’ na MS mediu s 80 g/l sacharézy 5 mésici  Obr. 28: ‘Japo” na MS mediu s 80 g/l sacharézy 5 mésici
po zalozeni kultury (foto: V. Kozik, 5. 3. 2013) po zalozeni kultury (foto: V. Kozak, 5. 3. 2013)
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Od obou odrid bylo kultivovano 15 explantati za ucelem testovani pfitomnosti
OYDV. Ptitomnost viru byla stanovena pomoci ELISA testi v laboratofi Vyzkumného
ustavu bramboraiském Havlickiv Brod, s.r.o. Nicméné u vSech testovanych vzorkl
byla pfitomnost viru OYDV potvrzena. Nepotvrdila se tedy teze, Ze by mohlo
byt mozné vybérem a exogenni aplikaci ribavirinu na celé strouzky ziskat v kultuie
in vitro ng&jaké procento bezvirdznich rostlin. Tuto metodu zakladani kultur
tedy neni mozné vyuzit pro ozdravovani cesneku, vyuziti miize vSak nalézt
ve Slechtitelstvi ¢i pfi udrzovani klasickych starSich neozdravenych odriid. Vzhledem
K financni naroc¢nosti ELISA testi nebyla pfitomnost viru OYDV stanovovana
u explantatl zalozenych z apikdlniho meristému. Vysledky uspéSnosti ozdraveni rostlin
kultur zalozenych z apikalniho meristému publikoval napt. Ing. Pavel HAVRANEK,
CSc. (1972), kdy se mu podatilo ozdravit 25 — 42 % rostlin. LepSich vysledki dosahl
KRIZAN et al. (2010), ktefi v metodice ozdravovani &esneku od virti uvadi 47% — 89%

uspé&snost ozdraveni pii kombinaci chemoterapie s izolaci apikalniho meristému.

Béhem kultivace ¢esneku v podminkach in vitro byla ovétena geneticka stabilita
explantatd porovnana s DNA rostlin z polniho péstovani. U genotypu "Japo’ byla DNA
porovnana také s ozdravenym klonem této odridy registrovanym pod nazvem ‘Japo

II"a dal§im malo vynosnym klonem ptivodni staré odriidy Japo'.
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Emilie D
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Japo VD
32
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Obr. 29: Dendrogram analyzovanych genotypt a klont ¢esneku Emilia a "Japo” (Japo II = registrovana
odrtda "Japo II” z polniho péstovani, Japo M = pivodni "Japo” malé z polniho péstovani, Japo VE = velké
pavodni "Japo” zin vitro, Japo VD = velké puvodni "Japo” z polniho péstovani, Emilic D = Emilie
z polniho péstovani, Emilie E = Emilie z in vitro)

Pomoci DNA markeri bylo potvrzeno, Ze pii kultivaci rostlin Eesneku
zalozenych kultur ze segmentt vniténi ¢asti strouzku v podminkach in vitro, nedochazi
u explantati k zadné zméné struktury DNA v porovnani s rostlinami péstovanymi
Vv polnich podminkach. Ke stejnému zavéru dosla také ve své praci STANKOVA
(2014), ktera stabilitu DNA u in vitro kultivovaného ¢esneku ovéfovala u odrid "Lukan’
a novoslechténi LAN (v soucasné dob¢ jiz zaregistrovana pod nazvem 'Havel’).
v in vitro podminkach za ucelem ziskani kvalitniho sadbového materialu. Zaroven
byla ovéfena genetickd shodnost mélo vynosného klonu odridy ‘Japo” (Japo M)

s nckolikanasobné vynosnéjSim klonem této odridy (Japo VD). Vzhledem k tomu,
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ze nova odrida Japo II” vznikla ozdravenim jednoho z malo vynosnych klonti ptivodni
odridy ‘Japo’, nabizi se moznost pokusit se v udrzovacim Slechténi odridy "Japo II’
ozdravit klon velkého ptivodniho "Japa” a jeho nésledné porovnani s odridou "Japo II".

V ptipadé, ze by tento klon projevil lepsi kvalitativni ¢i vynosové vlastnosti,

bylo by mozné nahradit timto klonem v soucasné dob¢€ vyuzivaného materidlu "Japo II".

Obr. 30: Polyakrylamidovy gel (Japo II = registrovana odriida Japo 11" z polniho péstovani, Japo M =
puvodni "Japo” malé z polniho péstovani, Japo VE = velké ptivodni "Japo” z in vitro, Japo VD = velké
puvodni "Japo” z polniho péstovani, Emilie D = Emilie z polniho péstovani, Emilie E = Emilie z in vitro)
V druhé fazi pokusu byl sledovan vliv rastovych regulatori na tvorbu cibulek
explantati zalozenych z apikalniho meristému. Zména zptsobu zalozeni kultury
byla provedena z toho dtvodu, ze u zakladani kultur ze segmentti vnitini ¢asti strouzku
mohla vysledky ovlivnit velikost segmentu ¢i pfitomnost apikdlniho meristému
pouze Vv jednom ze 2 — 4 segmentl ziskanych z jednoho strouzku ¢esneku. Vzhledem
K tomu, Ze u piedchoziho pokusu velmi ¢asto po delsi kultivaci dochazelo k uhynu
rostlin a bylo ziskdno jen velmi malé mnozstvi cibulek vhodnych k prevedeni
do podminek in vivo, bylo pro tento experiment zménéno i slozeni zakladniho media

(kontroly). Kontrola ¢.1 obsahovala MS medium s 30 g/l sacharézy, 7 g/l agaru,
0,2 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP a 0,5 mg/l GA3. Dalsi varianty media byly stejného
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slozeni s pfidavkem 0,2 mg/l ABA, 0,5 mg/l PP 333 nebo 50 g/l sachardzy (celkem
tedy tato varianta obsahovala 80 g/l sachardzy). Byla sledovana i kontrola ¢&. 2,

ktera byla stejného sloZeni jako kontrola v pfedchozi fazi pokusu.

Graf 4: Vliv riistovych regulatorti na multiplikaci cibulek

5
4,5
4
3,5
3
- 1 Emilie
1 WJapo
|l
ZM1 ZM2 ABA PP333 Sach. M

ZM1 - kontrola 1, ZM2 — kontrola 2 (viz tab. 2)

Zatimco u kontroly €. 1 nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
mezi obéma genotypy, u kontroly ¢. 2 bylo vytvotfeno vice cibulek u odridy Japo’.
Pomémé malo vyrazn€ na jednotlivé varianty medii reagoval genotyp Emilia,
u kterého nebyly zaznamenany statistické odchylky od kontroly €. 1. Explantaty Emilie
na kontrolnim mediu ¢. 2 produkovaly cibulek méné. Stejné tak na toto medium
reagovalo snizenym poctem vytvotrenych cibulek ‘Japo’. Odrtida ‘Japo’ na ostatni
media reagovala vy$Sim poctem multiplikovanych cibulek, nejvyznamnéjsi zvyseni

cibulek bylo zaznamenano na mediu s vyS$$i koncentraci sacharézy.
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Obr. 31: Emilia 8 mé&sicti po zalozeni kultury pti kultivaci na kontrolnim mediu ZM1 (foto: V. Kozak,
21.1.2015)

Obr. 32: Emilia 8 mésict po zalozeni kultury pii kultivaci na kontrolnim mediu ZM2 (foto: V. Kozik,
21.1.2015)
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Obr. 33: Emilia 8 mésicii po zaloZeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s 80 g/l sacharozy (foto:
V. Kozdk, 21. 1. 2015)

Obr. 34: Emilia 8 mésici po zaloZeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s PP 333 (foto: V. Kozak,
21.1.2015)
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I S
i na MS mediu ABA (foto: V. Kozak,

Obr. 15: Emilia 8 mésici po zalozeni kultury pii kultivac
21.1.2015)

Obr. 35: "Japo” 8 mésict po zaloZeni kultury pii kultivaci na kontrolnim mediu ZM1 (foto: V. Kozak,
21. 1. 2015)
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Obr. 36: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pii kultivaci na kontrolnim mediu ZM2 (foto: V. Kozak,
21. 1. 2015)

Obr. 37: "Japo” 8 mésicli po zalozeni kultury pii kultivaci na MS mediu s 80 g/l sacharozy (foto:
V. Kozdk, 21. 1. 2015)
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Obr. 38: "Japo” 8 mésicti po zalozeni kultury pii kultivaci na MS mediu s PP 333 (foto: V. Kozak,
21.1.2015)

Obr. 39: "Japo’” 8 mésicl po zalozeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s ABA (foto: V. Kozik,
21. 1. 2015)

Nepovedlo se tedy potvrdit pfedchozi experiment, kde genotyp s oznacenim

Emilie produkoval cibulky nejvice na mediu s PP 333. Rozdilnost vysledkl 1ze pficist

odlisnym podminkdm vyuzivanych laboratofi ¢i zptsobu zalozeni kultury (zkumavky
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prekryty potravinaiskou folii mohou vytvéret jiné plynné sloZeni v kultivacni nadob¢,
nez je tomu u kultivatnich nadob uzavienych kovovym uzavérem se septem).
Dale mohl vysledky ovlivnit napf. typ osvétleni. Zatimco v prvnim experimentu
byly cesneky kultivovany pod klasickymi zatfivkami, v druhém experimentu
byly pouzity specialni zafivkové trubice pro péstovani rostlin. TAKAGI and QU (1995)
hodnotili vliv riznych zdroji svétla na tvorbu cibulek u cesneku. Zjistili, ze nejvice
stimuluji tvorbu cibulek zdroje svétla obsahujici infracervenou slozku svétla.
Naopak jimi testované specidlni PG lampy pro péstovani rostlin stimulovaly tvorbu

a narust cibulek nejméne.

Kultury zalozené z apikalniho meristému obecné tvofily vyrazné méné cibulek
nez explantaty ze segmentl vnitini ¢asti strouzku. Explantaty zalozené za apikalniho
meristému tvofily u genotypu Emilia primérné v zavislosti na typu obsahu media 1,2
az 2,7 cibulek a u odrady Japo” 1,7 — 4,1 cibulek. Explantaty zalozené ze segmentt
vnittnich ¢asti strouzkid tvotily u Emilie praimérné 2,1 — 8 cibulek, u Japa” 6,6 — 7,5
cibulek. KRIZAN et al. (2010) uvadi u explantati
zalozenych zapikdlniho meristému multiplikacni
koeficient 3,75. Jednotlivé genotypy vsSak vykazuji
vyrazné  odchylky v multiplikatnim  koeficientu
(HAQUE et al., 2000, STANKOVA, 2014). Nicméné
pozitivni vliv PP 333 na tvorbu cibulek uvadi 1
STANKOVA (2014) u odrid 'Lukan’, ’Slavin’ a

"Havran’.

U odridy Emilie bylo velmi zajimavych
vysledki dosdhnuto u varianty, ktera byla po dobu
6 mésici kultivovana na kontrolnim mediu ¢. 1
v malych zkumavkich o rozmérech 7,5 x 0,9 cm
s 1,5 ml media. Do zkumavek byl umistén meristém
a béhem celé 6 mésicni kultivaci nebyly ani jednou

explantaty piepasdzovany na nové medium, zatimco

u kontroly byly explantaty prepasdzovany na nov€ oOpr. 40: Emilie v malé zkumavce
pro zalozeni kultury (vpravo — stafi
explantatu 4 mésice) a ve zkumavce
V poétu vytvorenych cibulek nebyly zaznamenany pro naslednou kultivaci (vlevo -

stafi explantatt 1 rok) (foto:
statistické rozdily mezi touto variantou a kontrolou. V.kozak, 11.4. 2015)

medium do vétSich zkumavek jednou za 2 mésice.
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Rozdil nebyl ani ve velikosti cibulek vytvofenych v malych zkumavkéach
bez pasazovani a ve velkych zkumavkach s jednou za 2 mésice pastovanymi rostlinami.
Cibulky byly navic zatazeny a v idealni formé pro pfevod do nesterilnich podminek.
Tento fakt pfindsi pomérné vyznamnou ekonomickou vyhodu kultivace
tohoto genotypu, nebot” usetii pracovni naroky i finance na pouzitd media. Explantaty

odridy "Japo” za stejnych podminek ve vétsing ptipada (81 %) uhynuly.

Zatimco Emilie na vSech variantach medii dokdzala vytvofit zivotaschopné
zatahnuté cibulky vhodné pro pievedeni do podminek in vivo, odruda "Japo’ reagovala
na rizna media pouze odlisSnym mnozstvim multiplikovanych cibulek a jejich velikosti,
ovsem cibulky obvykle nezatahovaly ani po ro¢ni kultivaci v in vitro podminkach
a zatazené cibulky se vyskytovaly pouze ojedinéle. Zatazeni cibulek u Emilie
podporovala delsi perioda mezi pasazovanim na nova media, kdezto "Japo'za stejnych

podminek obvykle zvySovalo vyskyt hyperhydratace pletiv nebo uplny thyn explantatt.

Vzhledem k tomu, Ze se malo publikaci vénuje pfevodu in vitro mnozenych
¢esnekil do nesterilnich podminek, byly provedeny 4 experimenty s pfevodem cibulek
Emilie do in vivo podminek. V prvnim piipadé¢ byly cibulky ihned pfevedeny
do autoklavovanim sterilizovaného substratu a zavlazeny roztokem vody s Previcurem
o koncentraci 5 ml/l. Nasledné byly zavlazovany vodou s 0,5 mg/l GA3 pro odbourani
piipadné dormance. Podle naSich zkuSenosti tento roztok pozitivné pusobil na raseni
a kofenéni slabé dormantnich strouzkd Cesneku (testovano na genotypech Emilie,
‘Bjetin” a ‘Japo’) pfed prevodem do podminek in vitro. Nicméné na cibulkach
ziskanych z in vitro mnozeni toto oSetifeni zpusobilo inhibici zakofenovani. Z cibulek
vyrostly pouze 3 — 4 listy ze zasobnich latek v cibulce, a poté rostliny uhynuly.
Jiné cibulky byly pouze oSetfeny Previcurem a péstovany pod umélym osvétlenim
zativek pro péstovani rostlin Narva BIO vital. I u této varianty pfevodu dochézelo
K problémim se zakofeniovanim a rostliny postupné uhynuly. V dalsich dvou variantach
byly cibulky pfevedeny do sadbovact s raselinovym substratem a piskem v poméru
2:1 a zavlazeny roztokem vody s Previcurem 5 ml/l. U obou variant bylo pouzito
50 cibulek. Cibulky pro prvni variantu byly po vyjmuti ze zkumavek umistény na 60 dni
do chladni¢ky do uzavienych skleni¢ek pii teplot€¢ 5 °C ve tmé. Poté byly vysazeny
do sadbovact a umistény do skleniku. Ve druhé variant¢ byly cibulky ihned po odebrani

ze zkumavek vysazeny do stejnych podminek.
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Obr. 41: Cibulky Emilie 14 dni po pfevodu do nesterilnich podminek a péstovani pod umélym osvétlenim
(foto: V. Kozak, 25. 11. 2014)

Obr. 42: Cibulky ptevedené z in vitro podminek do substratu - 65 dni po pievodu (foto: V. Kozak,
3.5.2015)
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Graf 5: Vliv chladového skladovani cibulek Emilie pted ptevodem do in vivo podminek
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Po ukonceni chlazeni bylo jiz 9 menSich cibulek (coz odpovida 18 %)
znehodnoceno (cibulky seschly). DalSich 20 cibulek nevyraSilo. VyraSilo pouze
21 cibulek (42 %) (graf 5), které byly po 30 dnech péstovani v sadbovacich presazeny
do raSelinového vétSich nadob s raSelinovym substraitem. LepSich vysledkl
bylo docileno pti bezprostiedni vysadbé cibulek ihned po odebrani ze zkumavek,
kdy vyrasilo 34 cibulek (68 %). I tyto cibulky byly nasledné ze sadbovacii presazeny
do vétsich nadob, ve kterych jsou uspésné pestovany az do soucasnosti. Obdobny
postup, ktery se ukazal jako nejvhodnéjsi, popisuje HAQUE et al. (2000). Popisuje
témer 100% tuspéSnost prevodu, nicméné k experimentu vyuzivali asijské genotypy

¢esneku a ve zkumavkach se jim u vétSiny genotypt datilo dopéstovat vétsi cibulky.

V ptipadé, kdy byly zkumavky se zatazenymi cibulkami na mediu pro odbourani
pfipadné dormance umistény na 30 dni do chladnicky s teplotou 5 °C a tmou,
bylo podpoieno opétovné prorustani cibulek s etiolizovanymi listy. Toto oSetieni

je tedy pred ptfevodem cibulek do nesterilnich podminek nevhodné.
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6 ZAVER

U genotypu soznacenim Emilia byla mirn€¢ zvySena produkce etylenu
pii kultivaci na mediu s piidanim PP 333 a CEPA. Statisticky pritkaznym zvySenim

etylenu na tyto varianty medii reagovala odriida jarniho nepali¢aku "Japo’.

Produkce CO; se u Emilie statisticky prikazné zvysila pii pouziti media s ABA.
Odrtda "Japo’ reagovala zvySenou produkci CO, na media s PP 333 a CEPA.

Explantaty zalozené ze segmentl vnitini Casti strouzki u genotypu Emilie
nejvice produkovaly cibulky na mediu s pfidanym rGstovym regulatorem PP 333, u
genotypu ‘Japo” nebyly zjiStény statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi
variantami medii, pouze u varianty CEPA se vyskytlo vysoké procento uhynu

explantatd.

Pti kultivaci rostlin Emilia zalozenych z meristémi nemélo piidani rtstovych
regulatorti do media statisticky prikazny vliv na tvorbu cibulek, na mediu bez GA3
byla tvorba cibulek niz§i. Odrida ‘Japo” produkuje nejvice cibulek na mediu
se zvySenou koncentraci sacharézy na 80 g/l. Produkci cibulek u této odrudy zvysSuje

také exogenni ABA ¢i PP 333.
Geneticka informace pii in vitro mnoZeni ¢esneku zistava nezménéna.

Pii zalozeni kultur ze segmentl vnitini ¢asti strouzku oSetfenych ribavirinem

nedochazi k ozdraventi rostlin od viru OYDV.

U genotypu Emilie je mozZné ziskat stejny pocet cibulek i bez prib&zného
pasdzovani explantatli na nova media. Zaroven na vSech variantach medii je schopna

vytvoftit zatazené cibulky vhodné pro pfevod do nesterilnich podminek.

Nejveétsi uspésnost pii prevodu cibulek do podminek in vivo Ize dosahnout
pii vysadbé cibulek do substratu bezprostiedné po vyjmuti ze zkumavek a nasledném

dopéstovani ve skleniku.
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7 SOUHRN, RESUME A KLiCOVA SLOVA

V bakalaiské praci bylo sledovéano, jak ovliviiuje multiplikaci cibulek piidani
rustovych regulatori PP 333, CEPA, ABA do media nebo zvySeni koncentrace
sachar6zy v mediu pii kultivaci ¢esneku v podminkach in vitro. Zakladni medium
pro kultury ze segmentd se skladalo z MS media s 0,5 mg/l 2iP, 0,2 mg/l NAA,
7 g/l agaru a 30 g/l sachar6zy a pro kultury z meristémi bylo k MS mediu pfidano
0,5 mg/l GA3 a iP bylo nahrazeno stejnou koncentraci BAP.

Experiment byl provddén na 2 neregistrovanych genotypech Ccesneku
s pracovnim nazvem Emilia a "Japo’. Sledovana byla i produkce CO, a etylenu
kultivovanymi rostlinami a jeji zpétny vliv na multiplikaci cibulek. Explantaty zalozené
ze segmentll vnitini ¢asti strouzku po oSetfeni ribavirinem byly testovany na piitomnost
viru OYDV a byla provedena DNA analyza za ucelem ovéfeni genetické stability

in vitro kultivovanych rostlin.

V praci byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v produkci cibulek u

jednotlivych genotypt na testovanych mediich.

Kli¢ova slova: paclobutrazol, kyselina abscisova, CEPA, CO,, etylen, sachardza,

ELISA test, DNA analyza
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RESUME

In this Bachelor’s thesis we studied influencing of bulbs multiplications growing
in vitro by adding grow-regulators PP 333, CEPA, ABA to the medium or increase
of sucrose concentration in the medium. The culture from segments of inner clove part
was cultivation on primary MS medium and 0.5mg/l GA3 was added and 2iP
was replaced by the similar concentration of BAP for the cultures from apical

meristems.

The experiment was made with 2 unregistered garlic genotype with working
names Emilia and ‘Japo’. We also observed CO, and ethylene production
by the growing plants and influencing bulbs multiplications by these gases. Explantats
made from segments of inner clove part after ribavirin application were tested
if they contains OYDV virus and DNA analysis was made in order that we could verify

genetic stability of in vitro growth plants.

In this work were found statistically significant differences in the production of

onions in the individual genotypes on tested media.

Keywords: paclobutrazol, abscisic acid, CEPA, CO,, ethylene, sucrose, ELISA, DNA

analysis

66



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

ABE, M., SHIBAOKA, H., YMANE, Y. and TAKAHASHI, N. Cell Cycle-
dependent disruption of microtubules by methyl jasmonate in tablo BY-2 cells.
Protoplasma 156, 1990, p. 1-8.

BERTACCINI, A., BOTTI, S.,, TABANELLI, D., DRADI, G., FOGHER, C,,
PREVIATI, A. and DA RE, F. Micropropagation and Estabilishment of Mite-
Borne Virus.Free Garlic (Allium sativum). In: SCIENCE, Organising societies:
Canadian Society for Horticultural a International Society for Horticultural
Science. Conveners C.S. Vavrina ... [Vol. ed. S...]. NICOLA ..]. Issues and
advances in transplant production and stand establishment research: a
proceedings of the XXVI International Horticultural Congress, Toronto,
Canada, 11-17 August, 2002 ; [proceedings of a Symposium on Issues and
Advances in Transplant Production and Stand Establishment]. Leuven: ISHS,
2004, p. 201-206. ISBN 9789066055575.

BERTACCINI, A.,, MARANI, F. and BORGIA, M. Shoot-tip culture of
different garlic lines for virus elimination. IN: Rivista di Ortoflorofrutticoltura
Italiana, Italia, 1986, p. 97-105.

BHOJWANI, S.S. In vitro propagation of garlic by shoot proliferation. Sci
Hortic 13, 1980, p. 47-52.

BHOJWANI, S.S., COHEN, D. and FRY, P.R. Production of virus-free garlic
and field performance of micropropagated plants. Sci Hortic 18, 1982/1983, p.
39-43.

BREZINOVA, Janka. Co nam dnes mohou nabidnout &esnekové potravinové
dopliiky. In: "Cesnek ve 21. stoleti": sbornik prispévkii ze semindie : Regiondlni
centrum Olomouc 16.5.2012. Praha: Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, 2012, p.
66-73. ISBN 978-80-7427-102-1.

CONCI, V. and NOME, S. Virus free garlic (Allium sativum L.) plants obtained
by thermotherapy and meristem tip culture. Phytopathol 137, 1991, p. 186-192

Detection of antigens or antibodies by ELISA. Vitology blog: About viruses and
viral  disease  [online]. 2010 [cit. 2015-02-29]. Dostupné z:

67



http://www.virology.ws/2010/07/16/detection-of-antigens-or-antibodies-by-
elisa/

DIRSCH, V.M. and VOLLMAR, A.M. Ajoene, a natural product with non-
steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) — like properties, Biochemical
Pharmacology, 2001, p. 587-593.

10. DOSTAL, Josef. Novd kvétena CSSR. Vyd. 1. Praha: Academia, 1989, p. 765-

11.

12.

13.

14.

1548. ISBN 802000095x.

EDWARDS, Natasha; photographer Peter. Garlic: the mighty bulb : cooking,
growing and healing with garlic. London: Kyle Books, 2012. ISBN
9780857830609.

ENGELAND, Ron and ANDERSON, Jim. Suplement to the book Growing
Great Garlic. Okanogan: Filaree Production, 1995, 32 p.

ENGELAND, Ron L. Growing great garlic: the definitive guide for organic
gardeners and small farmers. Okanogan, WA: Filaree Productions, 1991, xii,
213 p. ISBN 0963085018.

ETOH, T. and SIMON, P.W. Diversity, fertility and seeds production of garlic.
In: RABINOWITCH, H.D. and CURRAH, L. [EDITORS. Allium crop science:

recent advances. CAB International, Wallingford, 2002

15. FISEROVA, H., HRADILIK, J., 1994. Produkce etylenu a etanu pii tvorbé

adventivnich kofenii na stonkovych segmentech révy vinné. (Ethylene and
ethane production during adventitious root formation on vine stem segments)
Rostlinna vyroba, 40: p. 755 — 762.

16. FISEROVA, H., KULA, E., KLEMS, M., REINOHL, V., 2001. Phytohormones

as indicators of the degree of damage in birch. Biologia, 56/4: 405-409.

17. FISEROVA, H., MIKUSOVA, Z., KLEMS, M. (2008). Estimation of ethylene

production and 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid content in plants by
means. Plant, Soil and Environment. sv. 54, ¢. (2), p. 55--60. ISSN 1214-1178.

18. FISEROVA, H., SPALOVSKY, M., STANKOVA, Z., KOZAK, V.

KUDELKOVA, M., KRIZAN, B., HAVEL, L., 2012: Role etylenu pii kultivaci
cesneku v podminkdch in vitro, Uroda. ISBN 0139-6013

68


http://www.virology.ws/2010/07/16/detection-of-antigens-or-antibodies-by-elisa/
http://www.virology.ws/2010/07/16/detection-of-antigens-or-antibodies-by-elisa/
https://is.mendelu.cz/auth/lide/clovek.pl?id=2984
https://is.mendelu.cz/auth/lide/clovek.pl?id=2992

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

FRITSCH, R.M. and FRIESEN, N. Evolution, domestication and taxonomy.
In: RABINOWITCH, H.D. and CURRAH, L. [EDITORS. Allium crop science:
recent advances. CAB International, Wallingford, 2002.

HAVEL, L., Diferenciace rostlin v explantatovych kulturach druhti rodu Allium
L. Kandidatské dizertaéni prace, CSAV — Ustav experimentélni botaniky, Praha,
1982, p. 1-221.

HAVRANEK, P., Pro¢ je dulezité o Gesneku védét vic aneb o &esneku pro
pokrocilé, Vyzkumny tUstav rostlinné vyroby v.v.i, Olomouc, 2008. [online].
2015 [cit. 2015-02-29]. Dostupné z:

http://www.k-cesnek.cz/ke-stazeni/Proc_je_dulezite_vedet_o_cesneku_vic.pdf.

HAVRANEK, Pavel. Genofondova kolekce &esneku v Olomouci: historie a
vyhledy do budoucnosti. In: Historie a soucasny stav price s genofondy v CR:
sbornik referatii ze semindre konaného 11. listopadu 2001 ve VURV, pracovisté
Olomouc. 1. vyd. Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2001, p. 80-86.
ISBN 80-86555-14-3.

HAVRANEK, Pavel. Viruprost¢é klony &esneku kuchyiiského ziskané
z meristematickych kultur. In: “Ochrana rostlin®“: sbornik UVTI 8, 1972, 291-
298.

HEATH, O.V.S. Formative effects of environmental factors as exemplified
in the development of the onion plant. Nature 155. 1945, p. 623-626.

HRADILIK, Jan. Rostlinné explantdty. Vyd. 1. V Bmé: Mendelova zemédélska
a lesnickd univerzita, 2005, 85 p. ISBN 80-7157-915-7.

CHANEY, W.R., PREMACHANDRA, G.S., and HOLT, H.A. Physiological
basis for benefits of tree growth regulators, pp 8-18 In: Proceedings, Eighth
Annual Conference Western Plant Growth Regulator Society, Sacramento,
California, 1996, p. 24-25.

JACCARD, P. Nouvelles racherchers sur la distribution florale. Belletin Del La
Societé Vaudoise Des Scientes Naturelles, 44, 1908, p. 223-270.

KAHANE, R., RANCILLAC, M. a SCHWEISGUTH, B. Bulbing in vitro in
Allium Species. Allium Improvement. 1992b, p. 18-20.

69



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

KAHANE, R., SCHWEISGUTH, B. and RANCILLAC, M. 1997. Trophic
versus environmental factors controlling in vitro bulb formativ in onion and
garlic  micropropagated plants. Acta Hort. (ISHS) 433:435-444
http://www.actahort.org/books/433/433_45.htm.

KAZDA, Jan, Evzenie PROKINOVA a Pavel RYSANEK. Skiidci a choroby
rostlin: domdci rostlinolékar. Vyd. 1. V Praze: Knizni klub, 2007, 288 p.
Privodce ptirodou (Euromedia Group - Knizni klub). ISBN 978-80-242-1886-1.

KELLER, E.R. Joachim a Angelika SENULA. Micropropagation and
cryopreservation of garlic (Allium sativum L.). In: LAMBARDI, Maurizio, Elif
Aylin OZUDOGRU a S JAIN. Protocols for micropropagation of selected
economically-important horticultural plants. New York: Humana Press, c2013,
p. 353-368. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), v. 11013.

KEUSGEN, M. Health and alliums. In: RABINOWITCH, H.D. and CURRAH,
L. [EDITORS. Allium crop science: recent advances. CAB International,
Wallingford, 2002.

KODA, Y. and OKAZAWA, Y. Detection of potato tuber-inducing aktivity in
potato leaves and old tubers, 1988, Plant Cell Physiol 29 (6), str. 629-633.

KODA, Y., OMER, E.A., YOSHIHARA, T., SHIBATA, H., SAKAMURA, S.
and OKAZAWA, Y. Isolation of a specific potato tuber-inducing substance
from potato leaves, 1988, Plant Cell Physiol 29 (6), p. 1047-1051.

KONVICKA, Oldtich. Cesnek (Allium sativum L.): zdklady biologie a
péstovani, obsahové latky a lécivé ucinky. Olomouc: vl.nakl., 1998, 167 p. ISBN
80-238-1928-3.

KOTKOVA, R., GROSPIETSCH, M., J. ZAMECNIK. Kryokonzervace
ozdravenych genetickych zdroji cesneku. In: "Cesnek ve 21. stoleti": sbornik

prispevkii ze semindare : Regiondlni centrum Olomouc 16.5.2012. Praha:

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2012, p. 58-65. ISBN 978-80-7427-102-1.

KOTLINSKA, T., HAVRANEK, P., NAVRATIL, M., GERASIMOVA, L.,
PIMAKHQV, A. and NEIKOV, S.. Collecting onion, garlic and wild species of
Allium in central Asia. In: FAO/IBPGR Plant Genetic Resources - Newsletter.
USSR: FAO, 1991, p. 31-32.

70


http://www.actahort.org/books/433/433_45.htm

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

KOVAC, 7., Explantatové kultury rostlin, Usti nad Labem, 1992, ISBN 80-
7044-036-8.

KOZAK, Jan and KOZAK, Vaclav. Slechténi, odridova skladba, zku$enosti
s péstovanim cCesneku. In: Buducnost' pestovania cesnaku v systéme trvalo
udrzatel 'neho  pol ' nohospodarstva: Zbornik odbornych prispevkov z I

Celoslovenskej konferencie zo zahranicnou ucastou. Dolné Srnie: Obcianske

zdruzenie Slovensky cesnak, 2015, p. 4-10. ISBN 978-80-971924-0-2.

KOZAK, Jan and ROD, Jaroslav. Knihovnicka zahrddkdire: Cesnek. Praha:
T _studio, s.r.o., 2011, 16 p.

KOZAK, Jan. Cesky cesnek. Praha: T-STUDIO, s.r.o., 2014, 34 p.

KRAJICKOVA, Jana. Ozdravovani &esneku. In: "Cesnek ve 21. stoleti": sbornik
prispevkii ze semindre : Regiondlni centrum Olomouc 16.5.2012. Praha:

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2012, p. 53-57. ISBN 978-80-7427-102-1.

KRIZAN, B., ONDRUSIKOVA, E., KUDELKOVA, M.,
WASSERBAUEROVA, L., KRAJICKOVA, J., SMEKALOVA, K. and
DUSEK, K. Metodika ozdravovani &esneku od vira pomoci kultivace meristému

a in vitro kultur. Certifikovana metodika, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby,
2010b.

KUDELKOVA, M. Virové choroby &esneku kuchyiiského. In: "Cesnek ve 21.
stoleti": sbornik prispévkit ze semindre : Regionalni centrum Olomouc
16.5.2012. Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2012, p. 31-39. ISBN 978-
80-7427-102-1.

KUTINA, Josef. Reguldtory ristu a jejich vyuziti v zemédélstvi a zahradnictvi.
1. vyd. Praha: SZN, 1977, 405 p.

LEPITAN, V.P.C., PATENA, F.L. Bulblet formativ in vitro, a new approach to
garlic (Allium sativum L.) ,,basic seed” production, Philipp, J. Crop Science 17
(2), 1992, p. 89-94.

LUSTINEC, J. and ZARSKY, V. Uvod do fyziologie vyssich rostlin. 1. vyd.
Praha: Karolinum, 2003, 261 p. ISBN 8024605635.

71



48.

49.

50.

51.

92.

53.

54,

55.

56.

S7.

MA, K.H., KWAG, J.G., ZHAO, W., DIXIT, A., KIM, H.H., LEE, G.A., KIM,
N.S., LEE, J.S., JI, J.J., KIM, T.S., PARK, Y.J. and CHUNG, I.M. Isolation and
characteristic of eight novel polymorphic microsatellite loci from the geonome
of garlic (Allium sativum L.). Scientia Horticulturae, 122, 2009, p. 355-361.

MANN, L.K. a MINGES, P.A. Growth and bulbing of garlic (Allium sativum L.)
in response to storage temperature of planting stocks, day lenght, and planting
date. Hildegardia. 1958, p. 385-419.

MANN, L.K.. Anatomy of the garlic bulb and factors affecting bulb
development. Hildegardia. 1952, p. 195-251.

MARANI, F. and BERTACCINI, A. Risanamento dell’infozione virale
dall’aglio mediace coltura di apici meristematici. IN: Atti Giornate

Fitopatologiche, Supplemento, 1980, p. 23-30.

MATHEW, B. A review of Allium section Allium, Richmond, Royal Botanic
gardens, Kew, 1996

MEREDITH, Ted. The complete book of garlic: a guide for gardeners, growers,
and serious cooks. Portland: Timber Press, 2008, 330 p. ISBN 0881928836.

MORICONI, D., CONCI, V. and NOME, S. Rapid multiplication of garlic
(Allium sativum L.) in vitro. Phyton 51, 1990, p. 145-151.

MURASHIGE, T. and SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bio-
assays with tabacco tissue cultures. Physol. Plant. 15, 1962, p. 473-497.

NAGAKUBO, T., NAGASAWA, A., and OHKAWA, H. Micropropagation of
garlic through in vitro bulblet formativ. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
1993, p. 175-183.

NARVA: Zitivkové trubice. [online]. [cit. 2015-04-15]. Dostupné z:

http://narva.cz/_files/narva.cz/zarivky-narva-2011.pdf

58. NOVAK, Frantisek Jindfich. Explantdtové kultury a jejich vyuziti ve Slechténi

rostlin. 1. vyd. Praha: Academia, 1990, 208 p. ISBN 8020003444.

59. ONDRUSIKOVA, E., SASKOVA, H., CECHOVA, J., KRIZAN, B. The effect

of genotype on sanatition of garlic plants (Allium sativum L.). In: New

72


http://narva.cz/_files/narva.cz/zarivky-narva-2011.pdf

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

developments in green gene technology, Hungary, Hungarian Academy of
Sciences, 20009.

PARTHIER, B. Jasmonates, new regulators of plant growth and development:
Many facts and few hypotheses on thein action. 1991, Botanical Acta 104, p.
405-464.

PETRIKOVA, Kristina and HLUSEK, Jaroslav. Zelenina: péstovdni, vyZiva,
ochrana a ekonomika. 1. vyd. Praha: Profi Press, 2012, 191 p. ISBN 978-80-
86726-50-2.

PIERIK, R.L.M. In vitro culture of higher plants. In: Martinus Nijhoff
Publishers, 1987, Dordrecht.

POWELL, W., et al. The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR
(microsatellite) markers for germplasm analysis. Molecular Breeding. 1996, vol.
2, issue 3, p. 225-238. DOI: 10.1007/BF00564200.

PRINGLE, C.R. Virus taxonomy. IN: Virology division news, San Dlego, 1998,
Archives Virol 143, p. 7.

PROCHAZKA, Stanislav. Fyziologie rostlin. Vyd. 1. Praha: Academia, 1998,
p. 484, ISBN 8020005862.

PROKES, J., FISEROVA, H., HELANOVA, A., HARTMANN, J.: Vyznam
oxidu uhli¢itého a ethylenu v procesu sladovani, Kvas. Pram., 52, 2006, 11-12,
349

RACCA, R., LEDESMA, A., REALE, M. and COLLINO, I. Efecto de bajas
temperatura sen almacenaje de preplantacion y condiciones termo-fotoperiddicas
de cultivo en la bulbificacion de ajo (Allium sativum L.), 1981, Rosado
Paraguayo, Phyton 44, p. 77-82.

RANDLE, W.M. and LANCASTER, JE. Sulphur compounds in alliums in
relation to flavon quality. In: RABINOWITCH, H.D. and CURRAH, L.
[EDITORS. Allium crop science: recent advances. CAB International,
Wallingford, 2002.

73



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

RAVNIKAR, M., ZEL, J., PLAPER, I. And SPACAPAN, A. Jasmonic acid
stimulans shoot and bulb formatin of garlic in vitro. IN: Plant Growth
Regulators, 1993, p. 73-77

ROD, Jaroslav. Obrazovy atlas chorob a Skiidcii zeleniny stredni Evropy:
ochrana zeleniny v integrované produkci véetné prostredkii biologické ochrany

rostlin. Brno: Biocont Laboratory, c2005, 392 p. ISBN 8090187439.

ROKSANA, R., ALAM, M.F., ISLAM, R., HOSSAIN, M.M. In vitro bulblet
formativ from shoot apex in garlic (Allium sativum L.). Plant Tissue Cult. 12 (1),
2002, p. 11-17.

ROSSI JAUME, A., ABDALA, G., TIZIO, R., CORRALI, M. and GROSSO.
Possible involvement of jasmonic acid in bulb forming of garlic (Allium sativum
L.). In: CONVENER, J a J [EDITORS. First International Symposium on Edible
Alliaceae, Mendoza, Argentina, 14-18 March 1994. Leuven, Belgium: ISHS
Section Vegetables, 1997, p. 381-388. ISBN 9789066057999.

RYAN, C.A. The search for the proteinase inhibitor-inducing factor, PIIF. 1992,
Plant Molecular Biology, p. 123-133.

SHIBAOKA, H. The role of gibberellin in the formativ of onion bulbs.
In: TAKAHASHI, N., PHINNEY, B.O. and MACMILLAN, J. [EDITORS.
Gibberellins, p. 220-228, 1990, Springer-Verlag, New York.

SCHLOUPF, R., BARRINGER, S. and SPLITTSTOESSER, W. A review
of hyperhydricity (vitrification) in tissue culture. Plant Growth Regul Soc Am Q
23, 1995, p. 149-159.

SRIVASTAVA, K.C., BORDIA, A. and VREMA, S.K. Garlic (Allium sativum
L.) for disease preventiv, IN: S. Afr. J. Science 91, 1995, p. 68-77.

STANKOVA, Zuzana. Exogenni a endogenni faktory tvorby cibule u cesneku
kuchynského v podminkach in vitro. Lednice, 2014. Diplomova prace.

Mendelova univerzita v Brné, Zahradnicka fakulta v Lednici.

STAVELIKOVA, H. and ZAMECNIK, J. Current status of the long-day Allium
collection in the Czech Republic. Report of a Vegetables Network, International

Plant Genetic Resources Institute, Rome — Italy, 2005, p. 22-24.

74



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

STAVELIKOVA, Helena. Genetické zdroje ¢esneku v Ceské republice. In:
"Cesnek ve 21. stoleti": sbornik prispévkii ze semindie : Regiondlni centrum
Olomouc 16.5.2012. Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2012, p. 2-6.
ISBN 978-80-7427-102-1.

TAKAGI, H., and YU, Y. Effects of light quality, fotoperiod and cold treatment
on in vitro bulbing of garlic shoot tip. In: CONVENERS, Toyoki Kozai and
Toyoki Kozai [EDITORS. Environmental effects and their control in plant
tissue culture XXIVth International Horticultural Congress, Kyoto International
Conference Hall, 21-27 August 1994, Kyoto, Japan. Leuven, Belgium:
International Society for Horticultural Science, 1995, p. 181-188. ISBN
9789066054769.

TANCIK, Jan. Skudcovia cesnaku a zmena klimy. In: Budiicnost pestovania
cesnaku v systéme trvalo udrzatel 'neho pol nohospodarstva: Zbornik odbornych
prispevkov z I. Celoslovenskej konferencie zo zahrani¢nou ucastou. Dolné Srnie:
Obcianske zdruzenie Slovensky cesnak, 2015, p. 11-24. ISBN 978-80-971924-
0-2.

TAUTZ, D., TRICK, M. and DOVER, G. A. Cryptic simplicity in DNA is

a major source of genetic variation. Nature. Nature. 1986, ¢. 322, p. 14 — 20.

UCMAN, R., ZEL, J. and RAVNIKAR, M. Termotherapy in virus elimination
from garlic: influences on shoot multiplication from meristems and bulb

formativ in vitro. In: Scientia Horticulture, 1995, p. 68-77.

UCMAN, R., ZEL, J. and RAVNIKAR, M. Thermotherapy in virus elimination
from garlic: influences on shoot multiplication from meristems and bulb

formativ in vitro. Scientia Horticulturae, 1998, p. 193-202.

VERBEEK, M., VAN DUK, P. and VAN WELL, P.M.A. Efficiency of
eradication of four viruses from garlic (Allium sativum L.) by meristem-tip
culture, IN: EUR, J. Plant Pathology 101, 1995, p. 231-239

VVEDENSKY, Al. The genus Allium in the USSR, Herbetia, 1946, 65-218

WHITE, J.C., MEDLOW, G.C., HILLMAN, J.R., WILKINS, M.B. Correlative

inhibition of laterdl bud growth in Phaseolus vulgarit L., Isolation of

indoleacetic acid from the inhibitory region, J. Exp. Botanic, 1975, p. 419-424.
75



88. WU, M., CHEN, L. J.,, LONG, Y. J. Analysis of ultrastructure and reactive
oxygen species of hyperhydric garlic (Allium sativum L.) shoots. IN: In vitro
Cell. Dev. Bol. Plant, 2009, p. 483-490

89. XU, X., LAMMEREN, A., VERMEER, E. and VREUGDENHIL, D. The Role
of Gibberellins, Abscisis Acid, and Sucrose in the Regulation of Potato Tuber
Formation in Vitro. Plant Physiology 117(2), 1998, p. 575-584.

90. ZAMECNIK, Jifi. Konzervace genetickych zdrojii  Allium  pomoci
kryoprezervace: certifikovana metodika. 1. vyd. Praha: Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby, 2012, 14 p. ISBN 978-80-7427-086-4.

76



9 SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU

Seznam obrazku:

Obr. 1: Popis stavby strouzku podle Havranka

Obr. 2: Pohled do stereomikroskopu na zatahovaci kofeny c¢esneku
Obr. 3: Pacibulky ¢esneku "Blanin I a sterilni kvétni poupata
Obr. 4: Cesnek napadeny vinovnikem

Obr. 5: List s pfiznaky napadeni virozami

Obr. 6: Cibule ¢esneku s oznacenim Emilia

Obr. 7: Sklenéna kadinka s 1 ml 1% flordimexu a naklicenymi obilkami umisténa uvnitt

kultiva¢ni nadobky

Obr. 8: Odrezavani segmentu strouzku ur¢eného pro zaloZeni nové in vitro kultury
Obr. 9: Explantatova laboratof Slechtitelské instituce Ing. Jana Kozaka
Obr. 10: Probihajici elektroforéza

Obr. 11: Emilie na kontrolnim mediu 5 mésicti po zalozeni kultury
Obr. 12: Emilie na kontrolnim mediu 5 mésicti po zalozeni kultury
Obr. 13: Emilie na MS mediu s PP 333 5 mésict po zaloZeni kultury
Obr. 14: Emilie na MS mediu s PP 333 5 mésict po zaloZeni kultury
Obr. 15: Emilie na MS mediu s ABA 5 mésict po zaloZeni kultury
Obr. 16: Emilie na MS mediu s ABA 5 mésict po zaloZeni kultury
Obr. 17: Emilie na MS mediu s CEPA 5 mésict po zalozeni kultury
Obr. 18: Emilie na MS mediu s CEPA 5 mésict po zalozeni kultury
Obr. 19: "Japo’ na kontrolnim mediu 5 mésict po zalozeni kultury
Obr. 20: "Japo’ na kontrolnim mediu 5 mésict po zalozeni kultury
Obr. 21: "Japo” na MS mediu s PP 333 5 mésicl po zaloZeni kultury

77


../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376302
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376303
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376304
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376305
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376306
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376308
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376309
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376310

Obr. 22: "Japo’ na MS mediu s PP 333 5 mé&sicti po zalozeni kultury

Obr. 23: "Japo” na MS mediu s ABA 5 mésici po zalozeni kultury

Obr. 24: "Japo’ na MS mediu s ABA 5 mésicti po zalozeni kultury

Obr. 25: "Japo” na MS mediu s CEPA 5 mésicti po zalozeni kultury

Obr. 26: "Japo” na MS mediu s CEPA 5 mésict po zaloZeni kultury

Obr. 27: "Japo” na MS mediu s 80 g/l sachardzy 5 mésict po zalozeni kultury

Obr. 28: ‘Japo” na MS mediu s 80 g/l sachardzy 5 mésict po zalozeni kultury

Obr. 29: Dendrogram analyzovanych genotypi a klonti ¢esneku Emilia a "Japo’

Obr. 30: Polyakrylamidovy gel

Obr. 31: Emilia 8 mésicii po zaloZeni kultury pfi kultivaci na kontrolnim mediu ZM1
Obr. 32: Emilia 8 mésici po zalozeni kultury pfi kultivaci na kontrolnim mediu ZM?2

Obr. 33: Emilia 8 mésicti po zalozeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s 80 g/l

sachardzy

Obr. 34: Emilia 8 mésict po zaloZeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s PP 333
Obr. 35: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pfi kultivaci na kontrolnim mediu ZM1
Obr. 36: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pfi kultivaci na kontrolnim mediu ZM2

Obr. 37: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pti kultivaci na MS mediu s 80 g/l

sacharozy
Obr. 38: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pti kultivaci na MS mediu s PP 333
Obr. 39: "Japo” 8 mésict po zalozeni kultury pfi kultivaci na MS mediu s ABA

Obr. 40: Emilie v malé zkumavce pro zalozeni kultury (vpravo — stafi explantatu 4

mesice) a ve zkumavcee pro naslednou kultivaci (vlevo - stafi explantatt 1 rok)

Obr. 41: Cibulky Emilie 14 dni po ptevodu do nesterilnich podminek a péstovani pod

umélym osvétlenim

Obr. 43: Cibulky pievedené z in vitro podminek do substratu - 65 dni po pievodu

78


../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376340
../AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Asus/Desktop/BAKALÁŘKA%20ORIGINAL.doc#__RefHeading___Toc418376340

Seznam tabulek:

Tab. 1: Varianty slozeni medii pro kultury zaloZzené ze segmentl strouzka

Tab. 2: Varianty slozeni medii pro kultury zalozené z meristému

Seznam grafi:

Graf 1: Vliv riistovych regulatorti na tvorbu etylenu kultivovanymi rostlinami ¢esneku
Graf 2: Vliv riistovych regulatorti na tvorbu CO; kultivovanymi rostlinami

Graf 3: Vliv riistovych regulatorti na tvorbu cibulek

Graf 4: Vliv riistovych regulatori na multiplikaci cibulek

Graf 5: Vliv chladového skladovani cibulek Emilie pted ptevodem do in vivo podminek

79



10 PRILOHY

Piiloha ¢. 1: Fotograficky mnozitelsky protokol zakladani in vitro kultur ze segmentt
vnitini ¢asti strouzku
Piiloha ¢. 2: Clanek - Role etylenu pii kultivaci ¢esneku v podminkach in vitro

(Uroda 9, 2012)
Ptiloha ¢. 3: Poster - Role etylenu pii kultivaci ¢esneku v podminkach in vitro

Piiloha ¢. 4: Clanek - Vliv genotypu &esneku na tvorbu cibuli v podminkach in vitro

80



