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Abstrakt

Tato prace se zabyva zpracovanim informaci tykajicich vytvafenim viruprostych rostlin
starych odrtid hrugni v CR (Pyrus). Zaméfeni je sméfovano predeviim ke starym odridam,
které byly diive bézné péstovany v sadech a zahradach. Nekteré odrudy byly, 1 pies rozdil
mnoha let, zachovany a péstuji se dodnes. Jiné bohuzel z naSich sadii vymizely a to at
v disledku velké nachylnosti k chorobam, tak i v disledku zavadéni novych druhti hrusni,

specidlné vypéstovanych pro svoji plodnost a odolnost.

Dalsim bodem prace je popis zakladnich typt onemocnéni, které¢ zplisobuji nemalé problémy
pfi péstovani, jejich pfiznaky a moznou eliminaci téchto chorob.

Novym zpisobem 1é¢by napadenych stroml je termoterapie a chemoterapie provadéna

metodou in vitro. Timto zplisobem Ize ziskat a namnozit rostliny nezatizené virovymi ani

jinymi nemocemi.

Klic¢ova slova: hrusen-staré odridy, mikropropagace, termoterapie, chemoterapie, auxin,
cytokinin



Abstract

This work deals with the processing of information concerning the creation of virus-free
plants of old pear varieties in the Czech Republic (Pyrus). The focus is mainly on old varieties
that were previously commonly grown in orchards and gardens. Some varieties, despite the
difference of many years, have been preserved and are still grown today. Unfortunately,
others have disappeared from our orchards, both due to their high susceptibility to disease and
due to the introduction of new species of pears, specially grown for their fertility and

resilience.

Another point of the work is a description of the basic types of diseases that cause significant

problems in cultivation, their symptoms and possible elimination of these diseases.

A new way of treating infested trees is thermotherapy and chemotherapy performed in vitro.

In this way, plants free from viral or other diseases can be obtained and propagated.

Key words: pear - old varieties, micropropagation, thermotherapy, chemotherapy, auxin,

cytokinin
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1 Uvod

V 60 letech, patiily hrusné spolecné s jablonémi k nejvice vysazovanym ovocnym stromum.
Tyto ovocné stromy lemovali nejenom cesty, kde plnily protihlukovou a protipraSnou bariéru,
ale byly i nedilnou soucasti ovocnych sadi. NaSi pfedkové byli velice zdatni ovocnafi.
Soucasti snad kazdého staveni byval diive ovocny sad a naSi pfedkové dokazali zpracovat

vs$e, co jim ovocné stromy poskytly (Lokoc et al., 2011).

V obdobi pfed druhou svétovou valkou byl podil péstovanych hrusni piiblizné 10%.
S postupem casu zacal tento podil klesat. V roce 1984 byl zhruba 5,3% , v roce 1992 pak
4,8% a v roce 2006 jen 3,9% (Necas, 2010).

Plody se vyuzivaly na pfimou spotiebu, na vyrobu mostii, marmelad, kompoti, ale 1 lihovin.
Ovocné dieviny byly nejen soucasti statkli, ale 1 ¢asti volné piirody. Mnohdy rostly podél
cest, kde predstavovaly piirozeny zdroj potravy, jak pro kolem jdouci pocestné tak i pro zveér
(pfedevsim pak vcely, ptdky a jiny hmyz.). Nebyly pouhym zdrojem potravy, ale svym
vzrustem formovaly celkovy raz okolni pfirody a tvofily pfirozenou protihlukovou bariérou

(Lokoc¢ et al., 2011).

Bohuzel s postupem c¢asu pomalu zmizela potieba vlastniho péstovani ovocnych dievin.
Diivody tohoto poklesu lze najit napt. v ubytku stalého obyvatelstva venkova (dfive jablka,
hrusné, merunky béznou soucésti zahrady), v nedostatku vhodného vysadbového materialu,
kdy upfednostiiovany jsou komeréni odriidy, zavadéni intenzivniho péstitelského systému

(Jetmarova, 1998).

V posledni dobé je ale nastésti nas i celosvétovy trend opacny. Zajem o zachovani genotypu
téchto dfivejSich odrid, urcenych pro dalsi Slechténi, rapidné vzrostl. Existuji celosvétové
sbérové expedice, které maji slouzit k mapovani a zaznamendvani vyskytu starych a
krajovych odriid, které jsou z hlediska péstovani ovoce zajimavé. Nalezené odridy jsou pak
uloZeny ve specializovanych centrech zabyvajicich se zachovanim genotypu téchto odrud.
U nas k témto centriim patii napt. VSUO Holovousy s.r.0., kde jsou sbirany genotypy ovoce
pro moznost mnozeni a tvofeni novych kultivart, areadl Zahradnické fakulty Mendelovi
zemedelské a lesnické univerzity v Brné a v Lednici, ZO Bilé Karpaty vénujici se tématu
»starych® odrad jiz od 90 tych let (Paprstein, Kloutvor, 2007). Neméné dilezitymi oblastmi

jsou pak: arboretum M. Rosslera zalozeno v roce 1798 v Podébradech, Valasské muzeum
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v Roznové pod Radhostém, oblast Zlina (Tetara, 2006). Staré odridy hrusni byly bohuzel
velmi nachylné k virovym a houbovym onemocnénim, proto je nutné nejdiive tyto zachovalé
genotypy ozdravit. K tomuto ucelu jsou vyuzivany rtizné metody k potlaceni virovych chorob a

jednou z nich je metoda in vitro.

Opomijet by se také nemél vyznam spolkl pro ochranu pfirody a oblastnich spolkt, které se
na mapovani a obnovovani péstovani starych odriid neméné podileji napt. v oblasti TiSnova,

Opavska, Krnovska, Osoblazska atd.
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2 Cil prace

Cilem této prace je zpracovat literarni resersi tykajici se starych odrad hrusni (Pyrus), jejich
ptehled, podminky pro péstovani, nejcastéj$i nemoci toho druhu ovocnych dievin, metody
rozmnozovani a ozdravovani ovocnych dievin s ohledem na rod Pyrus. Déle je cilem prace
navrzeni metodiky mnozeni hrusni metodou in vitro a ekonomické zhodnoceni takto

vypéstovanych sazenic a srovnani s konvenénim zptisobem péstovani.
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3 Charakteristika a obecny popis hrusni (Pyrus)

Hrus$né je stromem mirného pasu. Jsou to mohutné stromy dosahujici vzrastu 8 — 18 m, které
jsou schopny riistu, jsou schopny riist a plodit 40 - 60 let. Jejich velké bilé kvéty je predurcuji
nejen k péstovani pro plody, ale také k okrasnym ucelim. V soucasné dob¢ existuje asi 3000

znamych odrad hrusni (Baker, 1992).

3.1 Taxonomické zarazeni hrusni
HruSent je zbotanického hlediska zafazena do fiSe rostlin (Plantae), podiisSe vyssi

rostliny (Cormobionta), odd€leni krytosemenné (Magnoliophyta), tfida vyssi dvoud€lozné
(Rosopsida), tad razokvété (Rosales), celedi rtuzovité (Rosaceae), podceledi jablkovité

(Maloideae) a rodu hrusen (Pyrus) (Richter, 2002).

3.2 Historicky vyskyt hrusni

Prvni zminku o péstovani hruini v Evropé, konkrétné ve starobylém Recku, miizeme
najit v Homérovych zapisech v roce 1000 pt. n. 1. Zde se dostaly pravdépodobné z oblasti
Asie, konkrétné z jihozapadni Ciny. V Recku byly ovocné plody povazovany za pomérné
tvrdé ovoce a doporucovalo se je povafit. K nim bylo pfidavano vino a tuk (International

library of technology, © 1912). Odtud se pestovani hrusni §ifi dal po Evropé.

Pravdépodobné nejstarSi zminku o péstovani hrusni u nas, mizeme nalézt v darovaci
listing knizete Sobéslava zroku 1130. Vyznamnym obdobim pro péstitelstvi pak bylo i
obdobi vlady Karla IV (1316 — 1378), ktery samostatnost a rozvoj pé&stitelstvi podporoval
(Tetera et. al., 2006). Nejvétsiho rozmachu doséhlo péstitelstvi ovocnych dievin v 17-18
stoleti. Z tohoto obdobi také pochdzi zahradnicky spis od Jifiho Holika, ktery se zaslouzil
mimo jiné i o nékteré zplisoby roubovani. Za vlady Josefa II (1741 — 1780) dochazi ke vzniku

mnoha zeméd¢lskych, ovocnaiskych a vinatskych spolkt. (Tetera, 2003).

3.3 Podminky pro péstovani hrusni
Nejvhodnéjsi podminky pro péstovani jsou v oblastech s nadmotskou vyskou 200-300

m n. m., pramémou ro&ni teplotou 8-9 °C a praimérnymi srazkami 500-600 mm (Cejka,
1985). Stromy ke spravnému vyvoji a rastu potiebuji propustnou ptidu s hladinou podzemni
pudy do 1,8 m. Lepsi podminky pro péstovani hrusni jsou pak v nizsich polohach, kter¢ jsou
chranény pied vlivem silnych vétra (Richter, 2002). Podminky péstovani jsou odvislé od typu

odrid.
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3.4 Kbvét a plod hrusné

HruSen se vyznacuje pravidelnymi bile zbarvenymi kvéty, které kvetou od dubna do

kvétna. Kvéty jsou oboupohlavni a tvoii kvétenstvi zvané chocholik, které je tvoieno 7 a vice

kvéty (Necas, 2010).

34.1

Zpusob opylovani

Podle zptisobu opylovani délime rostliny, véetné stromti:

3.4.2

Samosprasné- jsou schopné samoopylovani, vlastnim pylem. Tento druh opylovani je

v$ak u hrusni velmi vzacny.

Cizosprasné- opyleni je mozné jen pomoci pylu jiného kompatibilniho druhu.
K opyleni je potteba ptenosu pylu zjedné odridy na druhou, coz zajistuje hmyz
poptipad¢ vitr. Piikladem kompatibilnich odriid je naptf. odrada Avranzska-

Williamsova, Williamsova-Espenrenova (Rechtova, 2000).

Hrusné péstované na naSem uzemi patii pfedevSim k cizospraSnym dievinam
(Rezniéek, 2002; Bocek, 2007; Necas, 2010).

Plody hrusni

Ze vsech kvétd se plody nikdy nevyvinou. Nicméné pro normalni sklizen je

postacujici, kdyz se 4 % - 5% kvét vyvine v plod (Necas, 2010).

Kolem jadfince hrusky se vytvaii sklerenchymatické bunky, které jsou tvrdé, a jejich
cetnost je odvisla od odriildy. Plodem hrusné je malvice protdhlého tvaru (pomum),
ktera se nazyva hruska. Malvice se vyznacuje tim, ze uvnitt plodu se nachazi jadiinec
s velkym mnozstvim seminek. Jadfinec je ohraniCen blanou. Okolo jadfince je
duznina, pro kterou jsou hrusné péstovany. Cely plod je chranén slupkou (Koch,

1967).

Plody hrus$né¢, jsou pfirozenym zdrojem vlakniny a vitamind, pfedevS§im vitaminu B. Obsahuji

az 0.68 mg.kg B2 a 1,14 mg.kg vitaminu B6 (Necas, 2010).

Dle obdobi, kdy dochézi ke zrani plodi, délime odridy na:

e Letni - plody dozravaji v obdobi Cervenec az polovina zafi. Mezi tyto odridy

patii odridy: Williamsova, Cervencova, Laura, Clappova a dalsi (Bocek, 2007)
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e Podzimni - ty dozravaji na podzim, nejcastéji az do poloviny listopadu. Do této
skupiny fadime odrtidu Boskova lahvice, Dékanka Robertova, Dietlova odriida

hrusné, Charneuska hrusen (Bocek, 2007).

e Zimni- plody dozravaji nejdiive az ve druhé poloviné listopadu. Zde patii

napiiklad odrida Lucasova, Erika a dalsi (Koch, 1967).
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4 Odrudy hrusni

Definice slova odriada zni: odrida je soubor péstovanych rostlin s jednotnymi
morfologickymi znaky, jednotnymi cytologickymi, fyziologickymi, biologickymi a
hospodaiskymi vlastnostmi, kterymi se odliSuje od jiné odridy stejného druhu plodiny.
Odriady jsou ufedné registrované a obchodovani snimi, je fizeno platnymi zdkony

(Chobotsky, 2000; Rod et al 1982).
Odrudy de€lime:
e (Odrady staré (historické) — vznikly pfed rokem 1870
e Krajové (mistni) — vznikly v letech 1870 - 1950

e Moderni (vyslechténé)- vznikly po roce 1950 (Bocek, 2008)

4.1 Staré (historické) odridy hrusni

oy ee

starymi a modernimi jsou 50ta 1éta 20 stoleti, kdy doslo k obrovskému pokroku v oblasti
Slechtitelstvi a staré¢ odrudy zacaly ustupovat odriidam novym vyslechténym tak, aby déavaly
veétsi mnozstvi kvalitnich plodii a aby byly méné nachylné k nemocem, které se u nich zacaly
projevovat ve vétsi mite (spala rizovitych, strupovitost, kaménkovitost). Nékteré staré¢ druhy
sice pretrvavaji v sadech a zahradach dodnes, nékteré vSak zcela vymizely (Tetera et al,
2006). Mezi zachovalé odrady, které 1ze jesté nalézt v zahradach patii napt. Boscova lahvice,

odrada Clappova.

Kiivice, odrida Lucasova, belgicka odrida Madame Verté, Pafizanka aj. Patii mezi druhy,
které muzeme v dneSni dob¢ vidét spiSe jen na vystavach ovoce. Od jejich péstovani se
ustoupilo az uz kvili naro¢nosti na podminky péstovani tak i vzhledem k velmi nizké

odolnosti téchto dievin vii¢i chorobam a skiidcim (Necas, 2010).
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4.1.1

Piehled vybranych starych druhi hrusni

Za zminku stoji bliZe pfiblizit nekteré druhy starych odriid hrusni, které byly v minulosti na

nasem uzemi velmi hojné péstovany, predevsim pro své plody, patii:

HruS$en Avrans$ska

Tato odrtda, pivodem z Francie, plodi za vhodnych podminek velmi mnoho sladkych
a duznatych plodi. K optimalnimu rastu potiebuje hluboké, vyzivné pldy, chranéné
proti vétru. Pfi téchto podminkach je velice odolna proti strupovitosti. Patii mezi
zimni odridy. Sklizeii plodi pfipada na obdobi pfelomu zaii a fijna. Plody velice
rychle zraji, proto nejsou vhodné ke skladovani. Vhodna je spiSe vyrobé kompoti

(Blazek, 1998).

HrusSen Boscova lahvice

Patii k nejstar§Sim odridam hru$ni, které navzdory casu, pretrvavaji na naSich na
naSich zahradkach. Objevena byla ve Francii. Tato hrusen rodi velmi chutné, sladké a
pomérn¢e velké plody. Plody dozravaji na pielomu zéaii a fijna. Je nenarocna na
podminky péstovani, ale bohuzel je velmi nachylnd strupovitosti, byva také cCasto
napadena rzi nebo spalou. Kvili pomérné rozlozité koruné potiebuje vice prostoru

(Koch, 1967).

Hrusen Clappova

Hrusenn Clappova ma svilj pivod v Americe. Neni narocnd na klimatické podminky,
nejvice jsou pro jeji optimalni rtst hlinit¢ pidy. Jde o letni druh hrusni, plody
dozravaji v druhé poloviné srpna. Plody jsou vétsi, maji svétle zelenou az zlutou

barvu, jsou Stavnaté s maslovo-kofenénou chuti (Koch, 1967).

HrusSenn Hardyho méaslovka

Patfi do podzimnich odriid hrugni. Pochazi z CR. Tento druh hrusné doriista az do
vysSky 8m. Je to velmi odolna odrtda, které nevadi ani hors$i podminky (napft. vétry,
hors§i pida nebo sussi stanovisté). Je také velmi odolnd proti mrazu, nemocem a
Skidctim. Plody této odridy maji nepravidelny tvar, jsou pomérné velké a maji
sladkou, maslovou chut. Tento druh v dnesni dobé mizi ze zahradek a to diky svému

vzrustu, ktery je pro malé zahradkaiské oblasti nevyhovujici (Rechtova, 2000).
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Hrusen Krivice

Pochazi z Francie. Tento druh hrusné¢ ziskal sviij nazev diky charakteristickému tvaru
stopky plodi, ktera roste do boku. Pro optimélni riist tohoto druhu jsou vhodna jizné
situovana stanovisté, kterd jsou navic chranéna pied vétrem. Mezi dals$i podminky pro
zdarné pestovani patii také piida bohatd na ziviny a neustaly pfisun vlahy. Tato odrida
je pomérné odolna proti strupovitosti, avsak jeji plody byvaji velmi Casto napadeny
cervy. Je vSak vybornym ,opylovacem® pro dal§i druhy hrusni. Plody dozravaji
koncem zafi a jsou ur€eny piedev§im k rychlé konzumaci. Rychle se kazi a pak ztraci

chut’. Tento druh je v soucasné dob¢ péstovan velmi sporadicky (Blazek, 1998).

HruSen Lucasova

,Lucasova“ hruSen patii mezi staré¢ francouzské zimni odridy, jejichZz péstovani
pretrvalo v hojné mitfe i do dnesni doby. Idealni podminky pro jeji péstovani spliuje
tézka, irodna, vlhka piada. Pro jeji péstovani jsou vhodna kryta stanovisté, je velmi
nachylnd na zimni a jarni mrazy. Dal$i nevyhodou je jeji sklon ke strupovitosti. Jeji
plody jsou pomémé velkého vzristu. Dozravaji v podzimnim obdobi a jsou vhodné ke

skladovani. Tento druh uz neni v obchodech k dostani (Rechtova, 2000).

Hru$en Madame Verté

Hrusen belgického pivodu, kterd vyzaduje ke svému rtstu kvalitni piidu a v obdobi
sucha neustaly pfisun vody. Diky mensimu vzrastu je vhodna i do mensich zahrad. Je
rezistentni proti chorobam, predev§im proti strupovitosti. Odolné je i proti mrazim.
Jeji plody jsou drobnéjsi a sladky. Jeji nedostatkem je hnédnuti duzniny béhem
skladovani. Je fazena do zimnich odrid. Z obchodl plody této odridy vymizely, ale
pro svou odolnost jeji péstovani v zahradkach stale v urcité mife piretrvava (Rupp,

2005).

Hrusen Parizanika

Patii mezi stfedn¢ odolné odriidy. Pro jeji péstovani jsou vhodnéjsi chranéné teple;jsi
oblasti s urodnou plidou. Kvéty zdobi hruSen pomérné kratce. Z toho diivodu
potfebuje ve svém okoli zdatné ,,opylovace®. Patii do zimnich odrid. Diky pomérné

silné slupce jsou plody vhodné k dlouhodob¢jsimu skladovani. Plody jsou nachylné na

kaménkovitost. Tento druh se v dnesni dob¢ uz skoro nepéstuje (Necas, 2010).
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e HruSen Williamsova

Patii k nejznaméjSim druhtim hrusni péstovanych v oblastech mirného klimatu. Svij
pivod méa v Anglii. Radime ji do letnich odrid. Je to stfednd vysoky strom
s ndpadnymi kvéty. Ktery ke svému optimalnimu ristu potiebuje dostatek zavlahy.
Nachylna je jen k poskozeni pfi jarnich mrazech. Plod ma zelenou barvu a velmi
sladkou, kofenénou sladkou chut’. Spatné se skladuje, nejvhodngjsi k pfimé konzumaci
ihned po utrzeni. Plody se velmi ¢asto pouzivaly spise k vyrob& destilatti (Blazek,

1998).

4.2 Krajové odridy

Jak jiz ndzev napovida, jednd se o odriidy, jejichz vyskyt je spojen s urcitou lokalitou. Dle
Tetera et al (2006) se jedna o odrtdy, k jejichz rozmnozeni v daném kraji doslo nahodile, bez

odborného zasahu.

Jedna se tedy o odridy spojené s vyskytem v urcité oblasti. Ptikladem pak muze byt Solanka,
jejiz vyskyt je spojovan se severnimi Cechy-Solany na Libochovicku (Tetera, 2004), hrusefi
,Jaémenka nebo také Majdalenka®, ktera je spojena oblasti vyskytu Bilych Karpat (Tetera,
2006). Dalsim ptikladem pak je hruSeni ,,Oharkula®“ pruhovana péstovana na Hornacku

(Vanek, 1936).

4.3 Moderni odrudy

Moderni odriady vznikly cilenym Slechténim starych odriid za ucelem zlepSeni vlastnosti
puvodni odridy. Mezi tato vlastnosti patii pfedevSim mnozstvi a kvalita plodii, odolnost proti

chorobam, odolnost proti chladu a mrazu.

Ptikladem novych vypéstovanych odrid, které vznikly na zéklad¢ Slechténi pavodnich starych
odrid za ucelem zvySeni odolnosti proti chorobdm a klimatickym podminkdm a také pro

zvySeni plodnosti jsou :

e Odruda Laura- vznikla Slechténim odridy Boskovicova lahvice, je odolna proti

nizkym mraziim, rodi pomérné velké mnozstvi sttedné velkych ploda (Necas, 2010)
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e Wiliamsova ¢ervena- odriida vznikld na zakladé¢ mutace piivodniho druhu. Je odolna

proti mrazu a proti strupovitosti (Richter, 2004)

e Kumoi, Hosui atd-odridy vypéstované v Ciné (Nesrsta, 2011)
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5 Choroby hrusni

5.1 Virova onemocnéni
5.1.1 Kaménkovitost hrusni (Pear stony pit virus) PSPV

» Pricina
Kaménkovitost hrusni je zplsobena virem rodu Foveavirus, z celedé Betaflexiviridae

pojmenovanym Apple stem pitting virus. Nékteré druhy jsou vice nachylné k tomuto
onemocnéni napt. Boskova lahvice, Hardyho maslovka (Hluchy et. al., 1997).

» Priznaky nakazy
Napadeny plod pozname podle tmavych ,ostravka“. Vir napada pletivo plodu, dochazi
k poskozeni jeho struktury, dochazi k viditelné deformaci plodu. Charakteristickym znakem
kaménkovitosti je tvorba sklerenchymatickych bunék tvoticich se uvnitt plodu. Plody jsou

nevhodné ke konzumaci. K pienosu viru dochazi predevSim pii vegetativnim mnozeni

(Alfrord, 1995; Cagan et. al., 2015).

» Oseti‘eni a eliminace
K ptenosu viru dochazi pfi roubovani nebo ockovani stromti. Kontrolou sézecich stromu

v péstitelskych Skolkéach, eliminujeme nakazeni hrusni timto virem. Pfi napadeni stromu timto
virem je nutna likvidace celého stromu

(Cagan et. al., 2015; Caca et. al., 1981).

Obrazek ¢.1 : Kaménkovitost hrusni, piiznaky poskozeni ploda
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5.1.2 Krouzkovita mozaika hrusné (4pple chlorotic leaf spots virus) ACLSV

> Pricina
Pfi¢inou onemocnéni je virus oznacovan také jako virus ACLSV. K jeho se pienosu dochazi

vegetativnim zpasobem. ,,Hardyho* hruska je druhem hrusky, u které je toto virové

onemocnéni nejcastéji indikovano (Peiker et. al., 1974).

» Priznaky
Napadeni hrus$né timto virem je patrné piredevsim na listech, kde vytvaii nazloutlé skvrny. Vir
napada pletivo listl, které pak nerovnomérné narasta. Z tohoto divodu dochazi k poskozeni

tvaru listii (Hluchy et. al., 1997).

> OsSetreni a eliminace

Stejn¢ jako u virového onemocnéni ,,Kaménkovosti“ lze napadeni ptfedchdzet vysatbou

zdravych, nenapadenych hru$ni (Cagan et. al., 2015; Caca et.al., 1981; Hluchy et. al., 2017).

Obrazek ¢.2: Krouzkovita mozaika na listu hrusné

5.1.3 Puchyikovita rakovina kiiry (Pear blister cancer viroid) PBYVd

> Pri¢ina

Prvni pfiznaky napadeni hru$ni timto virovym onemocnénim nemusi byt z pocatku vibec
znat. Pfiznaky zavisi na stafi stromu. Velmi nachylna k této chorobé¢ je odrida Wialliamsova

(Hluchy, 1997).
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» Priznaky

Virové onemocnéni, které neni v prvopocatku napadeni stromu viditelné. Nejvice jsou
symptomy patrné brzy na jafe na klife dvouletych vyhonkt, kde jsou patrné puchyiky.
Hlavnim rozpoznatelnym symptomem jsou tedy puchyiky vznikajici na kife stromd.
Tyto puchyiky pozdé&ji praskaji a odpadédvaji ( Hadidi et. al., 2003; Hluchy et. al.,
1997).

> OSetreni a eliminace

Virdza se §iti pti roubovani, oCkovani atd. Sifeni lze eliminovat pouzitim zdravé rostliny pfi

vysazovani (Hluchy, 1997).

Obrazek ¢.: Strom napadeny puchyikovitou rakovinou
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5.2 Bakterialni onemocnéni

5.2.1 Spala riZovitych

» Pric¢ina onemocnéni
Je neznaméjsi bakterialni onemocnéni hrusni. Spala je zplisobena bakteriemi Erwinia
amylovou (Hluchy, 1997). Byva povazovana za velmi destruktivni onemocnéni jabloni a

hrusni s obrovskymi ekonomickymi dopady.

» Projev onemocnéni
Onemocnéni se projevuje hnédnutim zelenych ¢asti stromu, kvétd, 1 plodt, odumirdnim
vegetaCnich vrcholl. Napadené vétve maji ,hakovity* vzhled. Toto onemocnéni je
nebezpecné predevsim z hlediska rychlosti §ifeni, ke kterému pfispiva hmyz, ptéci, ale také
dést a vitr (Hluchy, 1997). Toto onemocnéni podléha karanténnim opatfenim podle zakona o
rostlinolékaiské péci Sb. zdkonl 326/2004 a pozdéjsich piedpist (vyhlaska 382/2011 Sb.).
Casto mize byt zaménéno s napadenim vosickou bodruska hruskova. K diagnostice
onemocnéni slouZzi specialni test na obsah patogenti v rostling. Test je provadén na zelenych

vyhoncich nebo na nezralém plodu stromu. Test je ale pomérné ¢asoveé narocny.

» OSeti‘eni
Resenim pro napadané stromy je profezavani napadenych &asti a jejich nasledna likvidace.
Chemicky postiik s obsahem médi, pak poméha pfedchazet vzniku toto onemocnéni, avSak ne
zcela ekologicky postup, od kterého se v soucasné dob¢ opousti. DalSim feSenim je postiik
s obsahem antibiotik, ten je ovS§em v Evrop¢ zakézan z divodu mozného vzniku rezisten¢niho

kmene bakterie (Hluchy, 1997).

Obrazek ¢. 4: Strom napadeny spalou
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5.3 Mykozy

5.3.1 Strupovitost

» Prifina onemocnéni strupovitosti
Strupovitost zptisobuje houba Venturia pirina. Houba napada a poskozuje kvéty, listy, plody i
letorosty. Sifeni infekce je spojeno s jarnim obdobim, kdy nadprimérné srazky a teplota
ptispivaji k Sifeni askospor, které jsou primarnim zdrojem nakazy, protoZe pro Sifeni askospor

je dulezita vlhkost na listech a teplota okolo 15°C (Hluchy, 1997).

> Projev nakazy
Pro onemocnéni jsou charakteristické zelené az tmavé skvrny na spodni strané listi.
Rozsitena virdza zptisobuje opadavou listi. Stejné skvrny mizeme pak i na plodech (obr.12).
Skvrny jsou tmavé, ohranicené. Napadeny plod pak nenartistd rovnomérné a ma deformovany

tvar. Napadané vétve maji tmavé fleky, 1ézy (Hluchy, 1997).

» OfSetieni a eliminace
Preventivnim opatienim je dodrzeni dostatecného sponu mezi jednotlivymi stromy. Pro

zastaveni Sifeni ndkazy se doporucuje provést proiezani stromu, eliminovani zdroje nékazy
pomoci vhodného chemického postiiku. Doporucuje se také pouzit preventivni postiiky -
fungicidy jako: Baycor 25 WP, Hattrick 50 WP, Mythos 30 SC a Rubigan 12 EC (Hluchy M.,
1997).

Obrazek €. 5: Strupovitost projevend na plodu hrusné
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5.3.2 Rez hrusinova

» Prifina nakazy
Onemocnéni je zptisobeno houbou Gymnosporangium sabinae. Nakaza rzi ke svému Sifeni
potfebuje hostitele a mezihostitele. NejcastéjSim hostitelem je jalovec chvojka (Juniperus

sabina), ale mohou jim byt i jiné druhy jalovcl a mezihostitelem je v tomto piipad¢ hruska

(Kocourek et. al., 2015)

» Projev nakazy
Typickym znakem pro napadeny strom jsou hnédo-rezavé fleky na listech napadaného
stromu. Pii velkém % napadeni stromu dochazi k poskozeni ploda (Blumer, 1963; Gebauer

et. al., 2001)

» Oseti‘eni a eliminace
Eliminace vyskytu hostitele — jalovce, poptipadé dodrZzeni vhodné vzdalenosti hostitele od

hrusni (cca 150m) zabranuje Sifeni této nemoci.

Proti rzi prozatim neexistuji zadné specialni prosttedky. Na ochranu stromu pied touto

nakazou se vyuzivaji prostfedky proti strupovitosti (Kocourek et. al., 2015)

Obrazek ¢. 6: Rez na listech hrusni
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5.3.3 Moniliéza nebo také monilionova hniloba hrus$ni

» Pri¢ina nakazy
Pti¢inou choroby jsou cizopasné houby rodu hlizenka (Monilinia), které napadaji predevSim
plody a letorosty. Nejcastéji se setkavame s napadenim hlizenkou ovocnou (Monilinia
fructicola), hlizenkou chabaou (Monilinia laxa). Hlizenka ovocna (Monilinia fructigena) je na
seznamu karanténnich Skodlivych organismi EPPO (European and Mediterranean Plant

Protection Organization) (Hluchy et. al., 1997).
> Projev nakazy

Choroba se projevuje hnédnutim a uvadadnim kvéth, hnitim plodi a vyskytem 1€ézi na vétvich

(Blumer, 1963)
> OSetreni a eliminace

Nezbytnym opatifenim pii projevu ndkazy je odstranéni napadenych vétvi a ploda (Hluchy et

al, 1997). DalSim faktorem pro zabranéni choroby je postiik fungicidy.

Obrazek €. 7: Plod, na némz je patrny projev monilidzy

30



5.4 Fytoplazmové onemocnéni
5.4.1 Fytoplazmové chirtadnuti hrusni ( Phytoplazma pyri)

» Pricina
Nakaza zplusobena napadenim stroml eubakteriemi patiicimi do tfidy Mollicutes, fadu
Acholeplasmatales a Celedi Acholeplasmataceae, synonymum Candidatus Phytoplasma pyri.

Hlavnim pfenaseCem je hmyz (Kocourek et. al., 2015).

» Priznaky nakazy
Ptiznakem napadeni je pomalé nebo rychlé chfadnuti stromu, prvotné jsou viditelné nahlé
zmény barvy listl. Pfiznaky se mohou liSit v zavislosti na vitalité¢ rostliny, na odridé¢, na
stanovisti atd. Z hospodarského hlediska patii fytoplazmatické chfadnuti mezi jedno

z nejvyznamngjsi (Seemuller et. al., 2004)

Podle platné pravni Gipravy musi byt podezieni na vyskyt ohlageno Ustfednimu kontrolnimu a
zkusebnimu ustavu zemédélskému nebo obecnimu Uradu. Ovérené vyskyty se likviduji a v
oblastech vyskytu jsou vyhlaSena karanténni opatfeni, kterd maji zabranit dalSimu Sifeni
onemocnéni (Hluchy, 1997).

» OSetfeni a eliminace
Napadené rostliny musi byt zlikvidovany. Preventivnim opatfenim je eliminace zatiZeni
stromi nedostatkem vody, nevhodnym prosttedim, staly pifisun zivin aj. Mezi dilezité
preventivni opatfeni patii také vyuziti piirozenych neptatel larevjako jsou ploStice
hladénky (Anthocoris a Orius), slunécko (Coccinellidae), zlatooCeko (Chrysopidae), Skvor
obecny (Forficula auricularia), pavouci (Araneaea eliminace hmyzu, které nemoc prenasi).
Preventivnim opatfenim je pak pii vysadbé pouziti zdravych rostlin (Davis et. al., 1992;

Jenson et. al., 1964; Kocourek et. al., 2015).

Obrazek ¢. 8: Fytoplazmatické chfadnuti patrné na vétvich stromu
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6 Metody rozmnozovani

6.1 Generativni zptsob rozmnoZovani

Pohlavni rozmnozovani pomoci semen, neni vyuzivan tak Casto jako zplsob vegetativni
zpusob. Semena jsou nositeli genetickych informaci obou kultivar a proto nové vznikla
rostlina nebo strom, nebude mit stejné vlastnosti jako jeden plvodni kultivar, ale ponese

informace od obou (Schuchman, 1981).

6.2 Vegetativni zpiisob rozmnoZovani

Rozmnozovani pomoci vegetativnich ¢Casti rostlin vznikaji identické nové rostliny se
shodnymi vlastnosti piavodniho kultivaru. Je to nejrozsifené;si zptisob rozmnozovani dievin je

pomoci semen (Bocek, 2008).
Vegetativni zptisob rozmnozovani délime na:
» Autovegetativni metody rozmnoZovani

> Xenovegetativni metody rozmnoZovani (nepfimé vegetativni rozmnozovani,

Stépovani)

6.2.1 Autovegetativni metody rozmnozovani
Jsou to metody zalozené na mnozeni dcefiné rostliny piimo z rostliny matecné. Podle toho,
kdy dochézi k odd€leni dcefiné rostliny, rozdélujeme metody:

» Metody pied zakoFenénim: patii sem déleni, hiizeni, odkopky, déleni trsii, mnozeni

odnozemi, mnozeni hlizami

» Metody po zakoFenéni: fizkovani
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6.2.1.1 Rizkovani
Pti tizkovani je oddélena samostatnd cast rostliny, nejcastéji vrcholova ¢ast a umisténa do
substratu k zakofenéni. Rizkovani je velice rozsifena metoda rozmnoZovani.
Rozdé€leni dle mista odbéru fizku:
e Osni (z letorostu) : mohou byt bylinné, polodievité nebo dievité
e Kofenové
e listové

Ovocné stromy jsou rozmnozovany predevsim dievitymi fizky. Kdy ¢asti ptivodniho kultivaru

jsou odebrany a vlozeny ve svazcich do pidy (Henderson, 1919)

Rizkovéni je vyuzito pii metodach péstovani bezvirovych rostlin — metody mikropropagace

viz.kapitola 6.3.

6.2.2 Xenovegetativni metody rozmnoZovani

Nové rostlina vznikd ze dvou geneticky odlisnych casti, které nazyvame podnoz a roub
(uslechtild odrida). Této zplisob rozmnozovani je nejcastéji vyuzivan pro mnozeni stromt

(Bocek, 2008)

Roubovani: na podnoZ je pienaSen pupen véetné dieva na podnoz. Je to méné Casty zpusob
rozmnozovani nez ofkovani. Nejcastéji je roubovani provadéno v korunové ¢asti, ale mize

byt zavedeno také v kofenoveé ¢asti (méné Casté) (Vavra, 1957)

Existuje mnoho zpisobli jak roubovat: roubovani po boku, Titteliv zptisob, platovani,

sedélkovani, roubovani do rozstépu a dalsi.

Oc¢kovani: na podnoz je preneseno pouze ocko s malou dfevnatou ¢asti. Podle toho, jak je
pienos proveden, délime tento zplisob rozmnozovani na: T-oCkovani, Forteovo nikolovani,

manzetové ockovani (Riha, 1937)
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6.3 Mikropropagace rostlin

Mikropropagace rostlin je komplex technik in vitro, vyuzivanych pro proces mnoZeni nebo
klonovani rostlinného materialu v laboratornich podminkach (Murashige et. al., 1962). Mezi

nejbeéznéjsi techniky patii:

. Mnozeni kultur vzrostnych vrcholi

. Mnozeni kultur stonkovych fizka

. rozmnozovani pfimou organogenezi

. adventivni embryogeneze - dochazi ke vzniku embrya, z néhoz je pak vypéstovana

celd rostlina.
Proces mikropropagace in vitro miZzeme rozd¢lit do fazi (Bechyné et. al., 2006):

» Ptiprava explantati
» Iniciace
» Mnozeni
» Prodluzovani prytt

» zakofenovani

BliZe bude popséno v kapitole 7.
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7 Metoda in vitro (kultura rostlinnych explantatii)

Metoda in vitro je moderni zpusob umoznujici péstovani Cistych kultur ve sklenénych
laboratornich nadobach. Proto nadzev in vitro = ve skle. V soucasné dobé se vyuzivaji i
moderni nddoby plastové. Metoda je narocna na dodrzeni podminek prostiedi, sterilitu

pouzivanych roztokt, ale i na slozeni kultivaéniho média.

7.1 Vybaveni

Pro provedeni metody je dulezité vybaveni laboratofe, k némuz patii: chladnicka,
mraznicka, pH-metr, laboratorni vahy, suSicka, mikrovinné trouba, magnetické¢ michadlo pro
michéni zasobnich roztokt, hiidelové michadlo s ohifevem pro michéni péstebnich agarovych
méd, autoklav (parni tlakovy sterilizator) pro sterilizaci kultiva¢nich médii, horkovzdusna
susarna pro sterilizaci chemického skla a nastrojt, flow-box (je dulezity pfi pfenosu rostlin
do média, v§e musi byt sterilni), kultivacni mistnost nebo kultivacni box s fizenou teplotou a

osvétlenim (VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autorti, 2011)

7.2 Material a chemikalie

Dalsi dulezitou polozkou pro tspésné provedeni metody jsou vhodné a Cisté chemikalie a
pomocny materidl jako jsou: chemikalie pro piipravu kultiva¢nich médii, filtracni papir,
papirové rucniky, laboratorni sklo (Erlenmeyerovy banky, sklenice s uzaviratelnym
transparentnim vickem, zkumavky, kadinky, odmérmé banky, odmérné valce, Petriho misky
apod.), antibakteridlni mikrofiltry, stficky, michadla, permanentni popisova¢ na sklo a na

plast, skalpel, pinzety, pipety (VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autori, 2011)

7.3 Chemikalie pro kultivaci in vitro

Dusi¢nan amonny (NHsNOs3), dusi¢nan draselny (KNOs), heptahydrat siranu hofecnatého
(MgS0s4 - 7TH20), difosforec¢nan draselny (KH2POs), chlorid vapenaty (CaCly - 2H>0), siran
zeleznaty (FeSO4 - 7TH20), siran manganaty (MnSO4 - H>0), siran zine¢naty (ZnSOs - 7H20),
molybdenan sodny (NaMoOs - 2H>0O), siran médnaty (CuSO4 - 5 H20), kyselina borita
(H3BO:s3), jodid draselny (KI) , chlorid kobaltnaty (CoCl> - 6H>0) , chlorid hlinity (AICI3 -
6H>0), sacharéza, agar (B&V agar S 1000, Italie), karagenan, BAP, GA3, NAA, thiamin,

kyselina nikotinova, glycin, pyridoxin, myo-inositol, chlorid rtutnaty (HgCl), chlornan sodny
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(NaClO), etanol, denaturovany etanol, NaOH, KOH, Sirokospektralni antibiotikum
ProClin200 (Sigma-Aldrich, USA), komer¢né pfipravena média Murashige a Skoog (1962) a
DKW/Juglans médium (Duchefa, Biochemie, Nizozemsko), ribavirin, acyclovir.

Metoda je vhodna pro péstovani celistvych rostlin, ale 1 pro jednotlivé ¢asti, které jsou nositeli
genetického kodu dané rostliny (napt. pletivo, izolované jednotlivé buiky atd.) Jednotlivé
Gasti rostliny, odebrané pro del péstovani in vitro, se nazyvaji explantaty (VSUO Holovousy

s.r.o — kolektiv autorti, 2011)

7.4 Médium

Pro péstovani rostlinnych kultur metodou in vitro je zasadni ,,uméla“ piida — médium, ve
které cely proces probiha. Médium obsahuje latky, které podporuji vyvoj a rast bunéénych a
rostlinnych tkani. Jako jsou makroprvky, mikroprvky, sacharidy, zpevinujici latka-agar

(VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autort, 2011)

7.4.1 Makro a mikro prvky
Tyto prvky jsou velice dilezité pro spravny vyvoj rist a vyvoj rostlinnych bunck a ¢asti.

Prvky jsou pfijimany v podob¢ iontd, nékteré obsahuje i agar. Mezi faktory ovlivilujici
mnozstvi pfijimanych prvka patii pH, teplota rostlinné ¢asti, koncentrace dalsi prvka (Davies

et al., 2004)
Makroprvky: N, P, K, Ca, Mg a S

Mikroprvky: Mn, Zn, Mo, Co, Cu, B.

7.4.2 Sacharidy
Rostliny pro sviij vyvoj potiebuji zdroj energie. Timto zdrojem se stavaji sacharidy

obsazené v médiu. Nejcasteji pouzivanym sacharidem pro tyto Ucely je sachardza. Sacharoza
inhibuje tvorbu chlorofylu a rostliny pfechdzi na heterotrofni zptisob vyzivy, jejich vyvoj je

zavisly na piijmu organickych latek, které si samy nevytvofily.

Dal§imi sacharidy, které mohou byt pouzity misto sacharozy jsou: glukdza, fruktdza,

rafin6za, maltdza, laktoza, kukufi¢ny sirup, mannitol, sorbitol aj. (Davies et al., 2004).
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7.4.3 Agar

Média pro péstovani rostlin in vitro mohou byt tekutd nebo tuhd. Tuhost média je
nejcastéji docilena ptidavkem agaru, ale mohou to byt i jiné latky napf.fytagelu ¢i jiné latky,
které vytvaii zelatinovou konzistenci. Agar je nehomogenni smés polysacharidi.

VétSinou obsahuje 1 menSi mnozstvi makro a mikro prvkl, aminokyseliny a vitaminy

(Prochazka et al, 1997)

7.4.4 Fytohormony

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou pfirozené se vyskytujici organické latky, které
ovlivituji fyziologické procesy v rostlindch ve velmi nizkych koncentracich (Davies et al.,
2004). Fytohormony piisobi na rostlinu stimulacné¢ nebo naopak inhibi¢né. Jsou napiiklad

vyuzivany pro tvorbu kofenil, organogenezi atd. (Prochazka et al, 1997).

Mezi nej¢astéji pouzivané fytohormony patfi:
e auxiny,
e cytokininy,
e gibereliny.
e Kyselina abscisova

e Etylen aj.

» Auxiny
Obsah auxint je nejvys$si u mladych rostlin a organti. Podporuje organogenezi. Auxiny byvaji

vyuzity pro stimulaci kofenovych casti rostlin, ale plsobi také jako herbicid. Médium

s obsahem auxinti vyzaduje uskladnéni na temném miste.
1) Ptirozené auxiny:

kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-maselna (IBA), kyselina 4-chlor -
TIAA, kyselina fenyloctova (PAA) (VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autort, 2011).
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2) Syntetické auxiny:

e naftalenové kyseliny-kyselina a-naftyloctova (NAA) a B-naftyloctovd (NOA),
Chlorfenoxykyseliny:2,4-dichlorfenoxyoctova(2,4-D),
2,4, 5trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T), 2- metyl-4- -chlorfenoxyoctova (MCPA),

Benzoové kyseliny: Kyselina 2,4,6- a 2,4,5-trichlorbenzoova, dicamba,

e derivaty kyseliny pikolinové- Picloram (Prochazka et al, 1997)

» Cytokininy
K objevu cytokininli, jako samostatné skupiny rostlinnych hormont, doslo v poloviné
minulého stoleti pti hledani faktord stimulujicich déleni rostlinnych bunck (Jablonski &

Skoog, 1954; Miller et al, 1955).

Cytokininy plni funkci hormonalni regulace explantatovych a bunécnych kultur pifi déleni
bun¢k vrcholovych ¢asti stonku. Jeho ucinek je opacny nez G€inek auxinu. Zplsobuje vétveni
rostlin, podporuje vegetativni rist, zpomaluje starnuti. Vyuziva se jako podstatna slozka

kultivacnich médii pro multiplikaci rostlinného materialu.
1)Prirozené cytokininy
e Je znamo cca 30 druhil
e Nejznamgjsi jsou kinetin (6-furfulaminopurin) a zeatin
2)Syntetické cytokininy

e benzylaminopurin (BAP) a isopentenyladenin (2iP)

» Gybereliny
Jsou syntetizovany vSemi ¢astmi rostlin, nejvice v oblasti ristu jako jsou pupeny, zelené ¢asti

rostlin, v semenech. PIni funkci organogeneze, ovliviiuji rast rostlin, kli¢eni semen, reguluji

vyvoj plodi aj.
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8 Lécebné metody pro ziskani viruprostych odrad

Pro metodu kultivace rostlin in vitro je zdkladem ziskéni viruprostych casti nebo bunck

pluvodni rostlin. Jako 1é¢ebny prostiedek je proto vyuzivana termoterapie a chemoterapie.

8.1 Termoterapie

Lécebnd metoda zalozend na plsobeni zvySené teploty 34 - 39°C na nakazené kultivary, kdy
dochazi k eliminaci vird. BohuZel zvySena teplota nevyhovuje nejen viriim ale i samotnym
rostlindAm a mnoho znich, plisobeni vysoké teploty nepiezije. Metoda vyzaduje pomérné

drah¢ zafizeni pro regulaci a udrZeni stabilizované vysoké teploty (Paprstejn et al., 2007).

8.2 Chemoterapie

Zakladem této metody jsou chemické prostiedky s virostatickymi Uc¢inky, které jsou
pfidany do kultivaéniho média. Prostatika jsou citlivd na teplotu, proto jsou do média
piidavany az po sterilizaci a to pomoci antibakterialnich mikrofilmi. Kultivace probiha za
teploty 22 — 26 °C. Ptikladem virostatika je napf. ribavirin (Virazol. P), ktery je nejCastéjsi
vyuzivanou latkou pro chemoterapii. Je pouzivan v riiznych koncentracich- ze studii se ale
nejvice osveédCilo pisobeni ribavinu o koncentraci vrozsahu 25 — 50 mg/l. Vysoka

koncentrace ribavirinu mize mit naopak Spatny vliv na vyvoj rostlin. (Paprstejn et al., 2007).

8.3 Utinnost 16¢by

Utinek 16¢by obou metod byl ovéfen na in vitro namnoZenych rostlinich hrusné Pyrus
pyrifolia napadené virem ACLSV a virem ASGV. Rostliny byly oSetfeny tfemi zplsoby a
vysledky byly porovnany.

» Pouziti chemoterapie

K 1écbé napadené hrusné byla pouzita metoda chemoterapie. Jako virostatikum byl

pouzit ribavirin v koncentraci od 15 do 25 pg / ml po dobu 5-30 dnli. Pokusem bylo
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zjisténo, ze chemoterapie by mohla vést k rtstu a proliferaci hrusné péstované in vitro.

Utinnost proti viriim byla velice mala.

» Pouziti termoterapie

Osetfeni termoterapii bylo provedeno za teploty 35 £ 0,5 °C. Termoterapie je u¢inna
metoda, ale ne vSechny rostliny plsobeni teploty pfeziji. Z pokusu vychazi, Ze
nejucinnéjsi pro lécbu virdéz ACLSV a ASGV vychazi kombinace obou metod

(Hu, G.J. Hong, N. Wang, L.P. Hu, H.J. et al, 2012).
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9 Metodicky postup pro mnoZeni metodou in vitro

Metoda in vitro je laboratorni metoda, ktera ma vysoké pozadavky na prostiedi, chemikalie 1

vybaveni. VS§e musi byt sterilni, zbavené virovych, bakteridlnich a houbovych zarodki.

» Odbér materialu, zaloZeni primarni kultury

V prvni fazi dochazi k odbéru roubli z ovétené odriidy v zimnim obdobi, dokud nejsou
pupeny naraseny. Rouby stithdme z jizni strany koruny fadné vydezinfikovanymi ntizkami.
Vhodné je, abychom ziskali 50 pupenti od jednoho klonu. Oznaci se, vlozi do mikrotenového
saCku a na prevoz uskladni do chladové tasky (Mala a Cvrckova, 2013). Pro zachovani
odriidové stability se doporuCuje zakladat in vitro kultury z vegetacnich vrcholii zpravidla

vétSich nez 0,2 mm. (Paprstejn a Sedldk, 2014)
» Priprava zZivného média

K indukci organogeneze pouzijeme modifikované¢ médium MS (MURASHIGE,SKOOG
1962). Na jeden litr média potiebujeme 300 ml destilované vody, 6g agaru, makroelementy,
mikroelementy doplnime z pfipravenych zasobnich roztokl a to 100 mililitri makroelementt
a 10 mililitrd mikroelementii, 5 mililitrd chelatu zeleza, 30g sachar6zy jako zdroje energie,
regulatory ristu BAP 0,2 miligrami, GA3 3miligramy a IBA 0,1mg, nebude chybét ani 10
miligramt glutaminu a2 miligramy glycinu. Celkovy objem se doplni destilovanou vodu na 1
litr. Pied sterilizaci se upravi potencial vodiku pH na 5,8. Pfipravené médium rozlijeme do
kultiva¢nich nadob, které uzavieme alobalem a sterilizujeme v autokldvu 20 minut pfi teploté
121°C a tlaku 100kPa. Po vyjmuti z autoklavu je nutné nechat vychladnout a ztuhnout

(VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autort, 2011).

> Sterilizace

Vegetacni vrcholy musi byt oplachnuty tekouci vodou, ¢imz rostlinu zbavime mikrobidlni
flory, kterd by pak mohla zpiisobit infikovani rostliny. Takto omyté vrcholy sefizneme na
konci zeSikma a ponoiime setfiznutymi konci do vody a nechame rasit 2-3 tydny v pokojové

teplote.
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Z novych rasicich pupenii vypreparujeme vrcholy o velikosti 5-10 mm ve sterilnim prostredi

flow-boxu odstranénim Supin pupend.

Jako steriliza¢ni ¢inidlo pouZijeme chlorid rtutnaty v koncentraci 0,15 % se steriliza¢ni dobou
jedna minuta, ktery se na zakladé vysledki studii jevi jako nejlepsi mozny prostfedek pro
sterilizaci ziskanych explantati. Jako smacedlo 1ze pouzit 1 né€kolik kapek bézn¢ uzivanych,
komer¢né vyrabénych prostiedki na myti naddobi (Jar). Smacedlo umoznuje leh¢i proniknuti

sterilizacniho prostredku do pfipadné kontaminované oblasti. (Paprstejn a Sedlak, 2014)

Po sterilizaci oplachneme vypreparované pupeny destilovanou vodou. Takto ziskané
explantaty zasadime do vychladlého sterilniho indukéniho média po jednom kusu a budou
uzavieny alobalem a popsany. Pfenos pocate¢niho explantatu do zivné pudy musi probihat za
pfisné sterilnich podminek. Aby nedochdzelo ke kontaminaci a znehodnoceni, pouzivame
vysterilizované laboratorni sklo a pracovni nastroje v horkovzdusné troub¢. Povrchy ve flow-
boxu je potieba neustale dezinfikovat nejlépe 70% lihem. Samoziejmosti je pouZiti rousek,
chirurgickych rukavic. Nasledné pak nechame rist pfiblizn€¢ 1 mésic v prostiedi kultivacni
mistnosti. Zajistime svételnou periodu, kdy 16 hodin bude svétlo a 8 hodin tma pii 22
stupniich celsia. Pribézn¢ sledujeme, jestli se neprojevi piipadnd kontaminace. Takto

napadané explantaty ihned zlikvidujeme (VSUO Holovousy s.r.o — kolektiv autort, 2011).

» MnozZeni - multiplikace

Po uspésném prevedeni hrusné do podminek in vitro na indukénim médiu bez nezaddoucich
kontaminaci pfistoupime k multiplikaci. Po ctyfech tydnech od zaloZeni primarni kultury
pfepasazujeme na Cerstvé multiplikaéni médium. Mikrofizky budou nasazeny po 10 kusech
do sklenice. Pouzita bude sklenice o objemu 330 ml a naplnéna 50 ml média a uzaviena
vickem. Pasazovat budeme za dalSich 4 — 5 tydnd. Tato faze by méla vést k rastu
adventivnich vyhontl a namnozeni rostlinného materialu. Jako vychozi l1ze pouzit MS médium
podle (Murashige a Skoog 1962) s vysokym obsahem fytohormont - cytokininli. Cytokininy,
zarucuji stimulaci bunééného déleni, podporu rastu novych vyhonki, regeneraci. Nejcastéji
vyuzivanym  cytokininem, pro mnozeni rostlin  zceledi  razovitych,  patii
BAP (6-benzylaminopurin). Pouziti TDZ v koncentraci 3,3miligramt na litr zajisti vySsi
pocet vyhont na jednu kulturu (Mal4 a Cvrckova, 2013)

> Zakorenovani
42



Po dostatecném namnozeni pryti, mizeme piistoupit k dalsi fazi, zakorenovani. Tato faze
probiha téz v prosttedi laboratornich podminek. Pfipravime si vyssi sklenice o objemu nejlépe
600ml. Zakotenovaci médium se sklada z 1/3 MS média a 1/3 vitamint, 5 g/l sacharozy, 6g
agaru.  Pro fazi tvorby kofent je dulezity obsah auxinii v médiu. Auxiny vyvoldvaji a
podporuji rist novych kotent. Mezi tyto latky, které vyvoldvaji rist kofent, fadime IBA
(kyselina beta indolylmaselnd), které pfidame 0,5miligramt na litr. IAA (kyselina beta
indolyloctovd). Auxiny se pfidavaji do média az po sterilizaci, protoZe nesnesou vysoké
teploty. Do média se proto piidavaji az po sterilizaci a to ptes mikrofiltr, ktery chrani nové
rostlinky pred bakteridlnim napadenim. Do vychladlého média nejlépe az druhy den po
sterilizaci vkladame pomoci pinzety mikrofizky, které zacinaji kofenit tfeti tyden. Za Ctyfi az
pét tydnti dochazi k pfevodu ze sklenic a postupné aklimatizaci ve skleniku (VSUO

Holovousy s.r.o — kolektiv autora, 2011).

» Chemoterapie

Abychom ziskali viruprosté rostliny, pfiddme do média i antivirotikum ribovirin o
koncentraci 25 mg/l. Antivirotikum stejné¢ jako auxiny nesnese vysSi teploty, proto ho

piidavame do média az po sterilizaci.
Riist novych rostlin probiha za fizené teploty 24/21 °C v kultiva¢ni mistnosti.
» Aklimatizace rostlin na venkovni prostiedi

Po fazi ,kofenéni“ mohou byt namnozené rostliny pomalu pievadény do normalniho

prostiedi. Pfed uvolnénim do ,,ex vitro* prostfedi, byvaji rostliny jesté testovany na viry.

Rostliny budou vyjmuty ze sklenic a zbaveny zbytkl agaru, aby nedochézelo k zahnivani
kofent a k nasledné¢ kontaminaci. Piresazujeme do nasaklého substratu vodou, vylehceného

perlitem. DuleZité je zajistit 100% vlhkost prostiedi a teplotu 22 stupniil celsia. Preventivné

oSetfime pfipravkem na plisenl. Postupné snizujeme vlhkost az na hodnotu 50%. Rostliny je
nutné v této fazi piihnojovat nizsi koncentraci MS média bez agaru, fytohormonti a sacharozy.

Za osm tydnt budou aklimatizovany na venkovni prostiedi
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10 Ekonomické zhodnoceni metody in vitro

Metoda in vitro je metoda, kdy pomérné rychlym zplisobem mtizeme ziskat velké mnozstvi
viruprostych rostlin. Z ekonomického hlediska je tato metoda finanéné narocnou metodou,

hlavné co se tyce vstupnich ndklada na vybaveni laboratofe.

Zakladni vybaveni:

Parni sterilizator 200.000,-
Flow box 103.200,-
Horkovzdu$na su$arna 70.000,-
Reverzni osmoza 25.000,-
Mycka 60.000,-
Chladnicka 64.000,-
Vahy 48.250,-
Bakteriocidni lampa 4.379,-
Laboratorni sklo 25.000,-
Nastroje 4.900,-
pH metr 5.600,-
Zarivky 20.000,-
Skladovaci a manipula¢ni zatizeni 127.500,-
Ostatni 40.000,-
Celkem 797.829,-
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Vypocet naklada pro mnoZeni hrus$né in vitro (1 sklenice):

Induk¢éni medium 14,15
Multiplikace plus prace 14,50
Zakotenéni plus prace 14,-
Energie plus ostatni 10,-
Ozdravovani (ribavirin) 2,81
Ptevod rostliny do ex vivo 9,70
Celkem 65,16

Vysledna cena jedné sazenice je 65,16 bez DPH.

Néklady na 1 sazenici pofizenou z generativniho mnozeni s o¢kovanim jsou 52,50 bez DPH.

Z téchto vysledkl vyplyva, Ze mnozeni metodou in vitro je sice drazsi, ale vysledné rostliny,
které jsou bezvirozni, dosahuji lepSich péstitelskych vysledki. Dale je snadné snizit naklady
na jednu rostlinu mnoZzstvim vyprodukovanych vypéstkii metodou in vitro. V neposledni fadé

je nutné uvést i velkou vyhodu v moznosti péstovani celoro¢né v laboratornich podminkéach.
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11 Zavér

Metoda in vitro je moderni a novodoby zpiisob mnozeni rostlin, ve sklenénych laboratornich
nadobach. Nové rostliny jsou prosté od jakéhokoliv nakazeni at’ uz virového, bakterialniho
nebo mykézniho plivodu. Narocnost metody spociva v piisném dodrzeni podminek: sterilni

prostiedi, stala teplota v mistnosti, svétlo.

Vhodnou kombinaci kultivaénich médii, fytohormonil, regulatort rlstu lze pomoci této
metody namnozit velké mnozstvi rostlinnych druhd. Dalsi vyhodou této metody je také

moznost celoro¢ni produkce zdravych odrid na malé plose. (Sedlak a Paprstein 2009).

Nélez vhodné kombinace vSech téchto faktori vyzaduje notnou davku trpélivosti a
vytrvalosti. Ale naStésti existuji instituce, které se timto vyzkumem intenzivné zabyvaji a

posouvaji tak mnozeni zdravych kust rostlin dopiedu.

Lécebné metody provadény in vitro- termoterapie a chemoterapie, podléhaji neustalému
vyvoji a studiim. Problémem u termoterapie je velké mnozstvi uhynulych rostlin v disledku
Spatného snaseni dlouhodobého plisobeni vysokych teplot. U chemoterapie je to pak nalezeni
spravné kombinace vhodné koncentrace virotika pro rizné druhy vird u riznych druhil rostlin.

Kombinaci existuje nes¢etné mnozstvi.

Ale postupné studie pomadhaji k odhaleni tajemstvi boje proti t€émto velmi Skodlivym
organismiim. Naptiklad Paprstej et al (2007) dokazal vypéstovat pomoci chemoterapie in
vitro u vSech 4 odrid, které podléhaly vyzkumu, Cisté klony a to za pouziti ribavirinu o

koncentraci 20 mg/1 . U hru$né nakazené napadané virem ASPV docilil aspé&Snosti 68,4 %.

Oproti novodobé metody in vitro stoji konvenéni zazité metody mnozeni rostlin: déleni,
fizkovani, roubovani, ockovani. Tyto metody sice nabizi celkem nenaro¢ny zplisob mnoZeni,
ale v kone¢ném duasledku se miize znacné prodrazit oproti piedchozi metodé. Konvencni
metody jsou zavislé na venkovnich podminkach (zima, dést, vitr), na kvalité ptivodni rostliny
ur¢ené k mnoZeni, na nasledném vhodném pouziti preventivnich prosttedkl proti chorobam a

Skudctim a na mnoho dalSich faktorech.

vvvvvv

metoda. Je to metoda mnozeni budoucnosti. Za néjaky ¢as uz bude béznym zpiisobem

mnozeni rostlin.

46



12 Seznam literatury

ALFRORD D.V., 2007: Pets of frui crops.A coloure Handbook. Academia Press,
Boston, 461s.

BAKER, Harry a Mitchell BEAZLEY: Fruit. 2Rev. ed. London: Reed Consumer
Books Ltd, 1992. ISBN 18-573-2905-8.

BECHYNE M., DOTLACIL L., VYVADILOVA M., 2006. Principles of plant
breeding and seed production, Scriptum, CULS, Prague

BLAZEK, Jan: Ovocnictvi. Vyd. 1. Praha: Kvét, 1998, 383 s., [16] s. barev. obr. piil.
ISBN 80-853-6233-3.

Blumer S. (1963): Rost — und Brandpilze auf Kulturplanzen. Gustav- Fisher — Verlag,
Jena, 379s.

BOCEK, S.: Ovocné dieviny v krajiné. Sbornik prednasek a seminarnich praci. Brno:

CSOP Veronica. 2008. 184 s. ISBN 978-80-904109-2-3

BOCEK, Stanislav: Specidlni pomologie hrusni I. - Letni a podzimni odriidy - Krajové
odriidy Bilych Karpat [online]. ESF EU, CR, Zlinsky kraj, 2007 [cit. 2012-06-

22]. Dostupné online.

CAGAN L., Prasli¢ka J., Huszar J (eds.) 2015: Choroby a Skodcovia zéhradnickych

rastlin. Slovenska pol'nohospodarska univerzita v Nitre, Nitra, 909s.

CACA Z (ed.), 1981.: Zemédeélskd fytopatologie, Statni zemédélské nakladatelstvi,
Praha, 344s.

CEJKA, Gustav: Radime zahrddkdiim. Bratislava, Ostrava: Piiroda Bratislava, Profil

Ostrava, 1985. 613 s. 64-163-85. Kapitola HrusSen a jeji naroky, s. 178-180.

GAMBORG, O. L. et PHILLIPS, G. C. (1995): Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
Fundamental Methods, Springer Berlin. Heidelberg.

HADINI A., FLORES R.,RANDLES J.W., SEMACIK J.S. (eds.) 2003: Viroids.
CSIRO Publishing, Colligwood, 373s.
47



HU, G.J., HONG, N., WANG, L.P., HU, H.J., WANG, G.P., 2012.: Efficacy of virus
elimination from in vitro cultured sand pear (Pyrus pyrifolia) by chemotherapy

combined with thermotherapy. Crop Protection 37: 20-25.

CHOBOTSKY, Pavel: Piibéhy slavnych odriid. Vyd. 1. Plzeni: Sevéik, 2000¢1999,
176 s., [32] s. barev. obr. pfil. ISBN 80-862-7850-6.

JABLONSKI, J. R., SKOOG, F.: Physiol Plant 7: 16, 1954.

JENSEN D. D., GRIGGS W. H., GONZALES C. Q., SCHNEIDER H., 1964: Pear
dechne virus transmission by pear psylla. Psychopatology, 54: 1346-1351.

JETMAROVA, E.: Extenzivni ovocné sady. In: Sbornik referatii Problematika zachovaini a
ochrany starych ci krajovych odriid ovocnych dievin a moznosti jejich navraceni do krajiny v

ramci statnitho programu obnovy vesnice. Brno: ZF MZLU v Brng, 1997, s. 34 — 36.

KOCH, Véaclav: Hrusky. 1. vyd. Svazek 15. Praha: Academia, 1967. 379s.

(Ovocnicka edice).

LOKOC, R. et al.: Ovoce Opavska, Krnovska a Osoblazska. Opava: Retis Group s. .
0.,2011. 96 s. ISBN 978-80-254-5803-7

MALA J., CVRCKOVA H., MACHOVA P., DOSTAL J.: Mikropropagace hrusné
polnicky (Pyrus pyraster (L.) Burgsdorf). Strnady 2013. ISBN 978-80-7417-065-2,
ISSN 0862-7657

MURASHIGE T., SKOOG F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiol Plant 15:473-497

NECAS, T.: Peéstujeme hrusné a kdouloné. 1. vyd. Praha: Grada, 2010, 102 s., [8] s.

barev. obr.
NESRSTA, Dusan: Jadroviny: Pomologie ovoce I. Bastan, 2011.198s.

PAPRSTEIN F., SEDLAK J., POLAK I., ZIDOVA P.: Certifikovand metodika
ozdravovani tresné pomoci chemoterapie in vitro kultur, Holovousy: Vyzkumny a

Slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy s.r.o., 2017. ISBN 978-80-87030-50-9

48



PAPRSTEIN, F., KLOUTVOR, 1.: Zdchrana krajovych odriid ovocnych dievin v
Ceské republice. Védecké prace ovocnaiské. Holovousy: VSUO Holovousy, s. T. 0.,

2007.s. 11 — 14, ISBN 978-8087030-01-1.

PAPRSTEIN, F., KLOUTVOR, I.: Zdichrana krajovych odriid ovocnych dievin v
Ceské republice. Védecké prace ovocndiské. Holovousy: VSUO Holovousy, s. r. o.,

2007.s. 11 — 14, ISBN 978-8087030-01-1.

PAPRSTEIN F., SEDLAK J., ZEMAN P., SVOBODOVA L., POLAK J., HASSAN
M. 2007.: Predbeézné vysledky ozdravovani jabloné a hrusneé metodou chemoterapie in

vitro. In Inovace péstovani ovocnych plodin, vyd. Vyzkumny a Slechtitelsky ustav

ovocnarsky Holovousy s.r.0., s 29 — 36. ISBN 978-80-87

PIERIK, R.LM. (1987): In vitro Culture of Higher Plants. - Martinus Nijhoff
Publishers,

PROCHAZKA, Stanislav a Jiti SEBANEK.: Reguldtory rostlinného riistu. Praha:
Academia, 1997. ISBN 80-200-0597-8.

RECHTOVA, CH.: Ovocné stromy. Praha: Vydavatelstvi Vasut, 2000. ISBN 80-7236-
121-X

RICHTER, M.: Maly obrazovy atlas odriid ovoce. Vyd. 1. Lanskroun: TG tisk, 2004,
89. ISBN 80-903487-4-2.

RICHTER, M.: Velky atlas odriid ovoce a révy. Vyd. 1. Lanskroun: TG Tisk, 2002,
158. ISBN 80-238-9461-7.

RUPP, CH.: Ovocné stromy a kere. Dobtejovice: Rebo Productions CZ, 2005. ISBN
80- 7234-395-5

REZNICEK, V.: Staré a krajové odriidy ovocnych dievin — pomologie, tidrzba,
vyuziti. Brno: Mendelova zeméd€lska a lesnickd univerzita v Brné, Zahradnicka

fakulta Lednice, 2002. 147 s. 80-7151-618-2auptmannova, 2009

RIHA, Jan: Ceské ovoce. 1. sv, Hrusky. 3. vyd. Praha: Ceska grafickd unie, 1937.
Nestr., barev. Obr

SCHUCHMAN O., : Ovocindrstvo, Nakladatelstvi Priroda, Bratislava, 1981, 1 vydani

49



SEDLAK, J., PAPRSTEIN, F., POLAK J., GADIOU S., SVOBODOVA L.: Metodika
ozdravovani a ziskavani viruprostych zakladnich rostlin odriid jabloné, hrusné a
tresné pro systéem certifikace pomoci in vitro kultur, chemoterapie a termoterapie,
Holovousy: Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy s.r.o., 2014. ISBN
978-80-87030-30-1

SEDLAK, J., PAPRSTEIN, F.: In vitro proliferation of newly bred Czech pear
cultivars. Acta Horticulturae. 2009, no. 839, p. 87-92

SEEMULLER E. A., SCHNEIDER, 2004.:Candidatus "Phytoplazma mali’,
Candidatus "Phytoplazma pyri” and Candidatus 'Phytoplatma prunorum’, the causal
agents of apple proliferation, pear dechne and European stone fruith yellows,

respectively. Internationale Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 54-

1217-1226.

TETERA, V. et. al.: Ovoce Bilych Karpat. 1 vydani, CSOP Bilé Karpaty, Veseli nad
Moravou, 2006. 310 s. ISBN 80-903444-5-3.

TETERA, V.: Zachrana starych a krajovych odrid ovocnych drevin. Veseli nad
Moravou: CSOP, 2003. 76 s. ISBN 80-903444-0-2

VANEK, I.: Lidovd pomologie. Hrusky, dil II., Nakladatelstvi zahradnické literatury,
Chrudim, 1947, 131 s.

VSUO HOLOVOUSY S.R.O — KOLEKTIV AUTORU: Védecké price ovocndiské,
VSUO Holovousy s.r.0., 2011, ISBN 978-80-87030-18-9, 292 s.

On-line zdroje:
INTERNATIONAL LIBRARY OF TECHNOLOGY.: Fruit-culture, volume
1. [online]. Scranton, Pa., International Textbook Co., 1912 [cit. 2020-06-

14]. Dostupné online. (anglicky)

https://www.floranazahrade.cz/stare-odrudy-hrusni/

SADARSTVI. CZ.: Parména zlati. [online]. [cit. 2020-06-14] Dostupné z

http://www.sadarstvi.cz/rubrika/znaky-a-vlastnosti-odrud-a-jejich-hodnoceni/

50



PTACEK, V.: Rozmnozovdni ovocnych dievin [online]. Pfednaska online Mendélejeva

univerzita[cit. 2020-06-14]. Dostupné online

NECAS, T.; KRSKA, B.: Choroby [online]. 2006 [cit. 2020-06-14]. Interaktivni
databéaze chorob a skiidcti ovocnych plodin. Dostupné z WWW:
<http://tilia.zf. mendelu.cz/ustavy/551/ustav_551/>

CHOD, J. Priciny kaménkovitosti hrusni, jeji vyskyt, priciny a moznosti soucasné
ochrany [online]. Profi Press s.r.o. [cit. 2020-06-14]. Dostupné online.

HENDERSON, PETER. Practical floriculture; a guide to the successful cultivation of
florists' plants, for the amateur and professional florist.. New york: orange judd

company, 1919. S. 120 - 121

51



13 Seznam priloh

Priloha €. 1: Kvét hrusné [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:
http://www.e-herbar.net/main.php?g2 itemId=19005

Priloha €. 2: Plod hrusné Avransské [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:
http://jirivyslouzil.cz/databaze ovoce/wp-content/uploads/2015/10/Avransska.jpg

Priloha €. 3: Plod hrusné Clappova [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

https://cs.wikipedia.org/wiki/Clappova

Priloha €. 4: Plod hrusné Williamsova [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

https://www.ekozahradnictvi.cz/produkt/hrusen-williamsova/

Prilohac. 5: Flow- box[online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

http://tresen-old.vscht.cz/sil/cs/node/8834

Priloha €. 5: Kaménkovitost hrusné [online]. In:.[cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

https://www.receptyprimanapadu.cz/poradna/kamenkovitost-plodu-hrusni/

Priloha €. 6: Strupovitost hrusni [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

https.//www.agromanual.cz/cz/atlas/choroby/choroba/strupovitost-hrusne

Piiloha €. 7: Spala raZovitych [online]. In: [cit. 2020-05-29]. Dostupné z:

https://www.levnepostriky.cz/katalog.chorob.a.skudcu/hrusen/bakterialni.spala.ruzovitych

52



Piiloha ¢&. 1: Kvét HrusSné

53



Piiloha ¢.2: Plod hrusné Avransské

54



Ptiloha ¢.3: Plod hrusné Clappova

55
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