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Anotace

Diplomova prace fedstavuje p&ateni etapu studia mnoZeni revicnika
(Paphiopedilum sp, jehoz cilem je posouzeni vhodnosizmych koncentraci TDZ a
kultivacnich podminek pro vegetativni mnozeni vybranychhilmodu Paphiopedilum
v kultute in vitro. Tato prace obsahuje literariiélpled o druzich pouzitychrigpokusu,
popis metodiky, vysledky a diskusi dvoredhEZznych pokus.

Kli¢ova slova: TDZ, Paphiopedilum charlesworthii, Paph. delenatii, Paph
delenatiivar. vinicolor, dalSi hybridy rodBaphiopedilumswtlo, teplota



Annotation

This thesis represents an initial stage of a stadysed on vegetative propagation
of Paphiopedilunspecies in vitro. The aim of the study is to ass@sious concetration
of TDZ in media and conditions of cultivation fdret vegetative propagation of selected
Paphiopedilunspecies in vitro. This work contains a review ofdmical characteristics
of the species used, the description of metho@sgdsign, results and discussion of two
preliminary experiments.

Key words: TDZ, Paphiopedilum charlesworthii, Paph. delenatii, Paph
delenatiivar. vinicolor, other hybrids of gen&aphiopedilumlight, temperature
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1 Uvod

Rod stevicnik (Paphiopedilum pati spolu s dalSimi Sesti druhy a jednim rodem
zc¢eledi Orchidaceae mezi nejpisreji  chranené  orchideje na  s®&.
(http://www.cites.org/eng/app/appendices.shtml, 13. 2011). Podle Washingtonské
umluvy (CITES) se nachazi v kategorii s rggpejSim stupgm ochrany, CITES I,
ktera je klasifikovana jako druhy ohroZzené vyhymutiledna se o rod obsahujici 61
druhi (Cribb 1998) vyskytujicich se v malych neéptmych skupinach.

Diky pristupu mnoha lidi k Zivotnimu praéeti a vidig zisku mizi girodni
stanovist strevicnika znanou rychlosti. V zavislosti na Ubytkufippzenych biotop
ubyvaji i paty téchto skvostnych rostlin. DalSitipinou jejich ohroZeni je jejich
atraktivni vzhled, ktery lakd mnohé&gtitele, aby je ziskali do svych soukromych
sbirek. Ne nadarmo jsou zahrnuty igze CITES I. Proto jsem si vybral mnozeni
asijskych steviénika jako téma své diplomové prace. Mym cilem je vyuinmetodu
pro efektivni mnozZzengthto vzacnych druhorchideji, a tim snizit tlak na poptavku po
rostlinach z volné iirody. V pipac, Ze by doSlo k Uplnému vymizenitesticniki na
puvodnich lokalitdch, mohla by tato metoda dopomostlimy vratit zgt do grirody.



2 Literarni p rehled

2.1 RodPaphiopedilum

Domovinou roduPaphiopedilumje tropicka Asie, kde se vyskytuji ostkovité v
nepa@etnych skupinach od jihozapadni Indie po Tichtské ostrovy. Rostou

v nadmdskych vyskach 200 — 2300 m.n.m.

DusSek, Kistek (1986) uvadi, Ze rodPaphiopedilum pati do subtribu
Cypripedilinae spolu s dalSimifemi rody orchideji Phragmipedium Selenipedium
Cypripedium. Tuto skupinu charakterizujelgdevsim pantoftkovité utvdeny pysk a
srostlé spodni sepaly. Od doby, kdy byl @adphiopedilumobjeven a pojmenovan v
roce 1886 Pfitzerem, se systém tohoto rogkolikrat znenil. Dlouho uznavany systém
podle Pfitzera z roku 1903, kdy autdeni rod na 15 sekci spadajicich diopodrodi,
pouzili i vySe zmini autdi DuSek, Kistek (1986). Zde je vid, jak dlouho petrvalo
Pfitzerovo rozdleni. NejnovjSi a dosud i&jme nejpresrgjSi rozdleni proved! Cribb
(1998), ktery roz&éluje rod Paphiopedilumna sedm podradcitajicich 61 drufi. Toto
rozcleni odpovida fibuznosti drufi na zaklad genetickych analyz, které provedl Cox
at al. (1997) (obr. 1).
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Obr. 1 Fylogenetick&lergni roduPaphiopedilumma zéaklad sekvence DNA navrzené Cribbem (1998)
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2.2 Popis studovanych druld

Dale uvedeny popis studovanych diufPaph. delenatji Paph. charleswort)i je
zaloZen na udajich Cribba (1998).

2.2.1Paphiopedilum delenatii (PA 6922)

Paph. delenatije (obr. 2) terestricky rostouci rostlina s trgmatrastem. List 6 — 7,
eliptické az podlouhle-eliptické, tupé, na vrchadochu (jems) trojzubé. Dlouhé jsou
maximalré do 11cm, Siroké 3 -3,9cm, okraje tista bazi nalevkovité, tmawskvrnité
., Smerem kapexu listu stle
zelené, na spodni strasilne
fialove skvrnité. Kwtenstvi
nese 1 obvykle vSak 2 kty;
kvétni stvol dlouhy do 22cm,
fialovy, bile chlupaty; listen
elipticky az vegity, 1,2 —
1,5cm dlouhy, 1cm Siroky,
zeleny s fialovymi skvrnami,
kratce chlupaty. K&ty jsou
atraktivni o péméru kwtu
75 — 8cm, #zové nebo
swtle rizové <ervert a
Zlut¢ zbarvenym sloupkem,
chlupatym po obou stranach;

kvétni stopka a semenik

dlouhé do 5,5cm, fialove,
ki B chlupaté. Dorsalni sepala
Obr. 2 Paph. delenati{http://www.slipperorchids.info, 2012) vejtita, tupd aZ subakutni,
1,7 — 3,5cm dlouha, 1,8 - 2,5

Siroka. Synsepala ¢wena struktura vznikl&asténym nebo Uplnym sistem dvou
nebo vice sepal) obdobng, 1,9 — 3cm dlouhda a 1249em Siroka. Petaly Siroce
eliptické, tupé nebo na koncich zakulacené, 3 e @louhé a 2,4 — 3,8cm Siroké. Pysk

elipsovity az zakulaceny, 2,5 - 3,8cm dlouhy a 2,8cm Siroky, okraje podvinuté
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dovnitt pysku,fidce chlupaty (piity). Sloupek podkud vyduty, vefity a tupy, 1,4 —
1,7cm dlouhy, 1,3 - 1,6cm Siroky, jegnpykity. 2n = 26.

RozSfeni: Pouze ve Vietnamu v nadiskych vySkach 800 — 1300 (- 1500)

m. n. m.

2.2.2Paphiopedilum charlesworthii (HPA 2951)

Paph. charlesworthi(obr. 3) je terestricky rostouci rostlina. Lisgoy tug eliptické
nebo linears-tupé, Spiaté trojzubé na vrcholu, dlouhé 15 cm a 2,8 cmksirehora
zelené, na bazi fial@vskvrnité. Rostlina nese jedenékni stvol, dlouhy 8 — 15 cm,
kratce  chlupaty, <sdle
zeleny S mnoha
kaStanovymi skvrnami.
Listen je obvajity, velmi
tupy, 2,9 — 3,2 dlouhy, 1,4 —
2 cm Siroky, sutle zeleny,
sy kaStanow skvrnity,
jemre chlupaty. Ket je 8
cm velky, dorzalni sepala
rizova s tmavsi Zilnatinou
nebo olbas s bilou; petaly
swtle Zlutozelené s Radou
sitnatou Zilnatinou; pysk
razovohredy s tmavsi
Zilnatinou. Sloupek bily;
kvétni stopka a semenik je
2,8 — 3,9 cm dlouhy, stle

Obr. 3 Paph. charlesworthi{http://www.slipperorchids.info, zeleny s tma¥ kastanovymi
2012)

CYPRIPEDIUM CHARLESWORTHI HomT,

skvrnami  a je  pokryt
chloupky kaStanové barvy. Dorzalni sepala jefidaglipticka az kulovita, tupa, 4,4 —
5,7cm dlouhd a 4,7 — 6,6cm Siroka. Postranni oklajealni sepaly jsou ploché, négzp
ohnuté, jem# chlupaté na w)si strak. Synsepala je velmi mald, elipticka azcspa,
3,8 — 4cm dlouha, 2 - 2,8cm Sirokagte zluta, skvrnita, se stle fialovou Zilnatinou,

bez jemnych chlup Petaly se rozprostiraji vicé mérg horizontal®, jsou nepatré
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zahnuté dovnit jazykovité - IZicovité, tupé, 4 — 4,4cm dlouh&® — 2,7cm Siroké,
mirné chlupaté srrem k vrcholu. Pysk s Sirokym Ustim daks je 3,8 — 4,3cm dlouhy
a 2,6 — 2,7cm Siroky, uviithlupaty. Sloupek je obugfy, 9 — 10mm dlouhy, 10mm

Siroky, lysy, s centralhse zvedajicim nazloutlym vystupkem. 2n = 26.

Rozsteni: Myanmar, filéhajici Thajsko a jihozapad®iina (Yunnan); 1200 —
1600m. n. m.

2.2.3Paphiopedilum delenatii var. vinicolor (PA 6747)

Jedna se o typ@évstejnou rostlinu jako je vySe popsaRaph. delenatii Rozdilem je
pouze zbarveni pysku (obr. 4), které je oproti vggdncnému druhu tmavfialové a

temre fialova spodni strana listu.

Obr. 4 Paph. delenativar. vinicolor detail kétu (www.slipperorchids.info)

2.2.4 Pouzité hybridy
Paphiopedilum Pulsar x Hsinying Redjo (PA 6759)
Paphiopedilum Alma Gevaert 'Golden Gate' x Hsinying Konyx (PA 695)
Paphiopedilum Alma Gevaert 'Goto' x Hsinying Dragon 'Ching Hua' (PA 7071)
Paphiopedilum Hsinying Silvercharm x Maudiae 'Silverado’ AM/AOS (PA
6801)

Na zaklad ziskanych (d& z databdze Royal Horticultural Society (RHS,
2012), vsekci The International Orchid Registesem vytvdil pro hybridy
Paphiopedilum Alma Gevaert 'Golden Gate' x Hsinying Konyx (pfiloha 1- 6) a
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Paphiopedilum Pulsar x Hsinying Redjo (piiloha 7 - 11) Slechtitelsky postugikeni.
Tyto Udaje sahaji az mezi prvotni primérni hybridgnych slozitych hybritl Na
zaklad téchto udaj si je mozné vytvit piibliznou predstavu o vzhledu vysledného
hybridu. Spolu s ostatnimi hybridy, jejichz ,rodo&nf se mi nepod#do v databazi
dohledat, tvéi skupinu podobnych znakJedné se o tzv. typ Maudiae.

O PaphiopedilunMaudiae bylo napsano mnohé. Pfedstavu a obecnyghled
jsem proto zgadil i kratce #co o tomto hybridu. V roce 1900 firma Josepha
Charleswortha, Haywards Heath, registrovai@dnce druth Paphiopedilum callosum
sanderes Paphiopedilum lawrenceanum hyeanjako PaphiopedilumMaudiae (obr. 5
a b). Jednalo se o albinotické formy ramliskych rostlin, a kdyZ bylo o tomto hybridu
poprvé publikovano v The Orchid Reviewijén, 1900) zvedla se vina ohiasliz v
tentyZ rok v z# byl tento hybrid ocefn prvni cenou a ziskal titul First Class Certifecat
(FCC) (podrobnjSi prehled oce&ovani hybridi viz nize v kap. 2.5) od Manchester
Orchid Society.

Za mnoho let od vznikBaph Maudiae vzniklo i 8kolik barevnych variet, které
se stej jako pivodni hybrid &Si obrovské fizre pestiteli. Do sodasné je jednim z
nejpouzivagjSich hybridi do dalSich Slechtitelskych postup

callosum

Maudiae sandere

lawrenceanum

hyeanum
\

Obr. 5a- PaphiopedilumMaudiae b- postup kizeni botanickych drudhPaphiopedilum callosum sandere
a Paphiopedilum lawrenceanum hyeanmavznikuPaphiopedilumMaudiae.

2.3 Metody mnozeni tropickych druhi ¢eledi Orchidaceae

Prvni kultivagni snahy se tykaly tropickych orchideji. V 19. stolza&aly evropské
expedice pronikat hlowi do tropickych prales (obr. 6), odkud fivazely mnoho
novych druli pozoruhodnych rostlin,ipdevsSim orchideji, které se staly modnimi a
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oblibenymi okrasnymi kstinami. Velka poptavka vSak nemohla byt uspokoj@aan
mnozZenim rostlin v Evrap které nebylo Uspedné, nébdiceni semen v podminkach
ex vitro probiha pouze zarppomnosti vhodné symbiotické houby, coz nehilgzném
vysevu zajistno (Flos 1957). Proto pochazelatdina prodavanych rostlin z dovozu,
coz vedlo k exploataci tropickych praledNagiklad jen v roce 1875 vyvezl Benedikt
Roezl z Mexika 100 000 orchideji ziskanych kewd domorodé (rangeros). Mnoho

rostlin transport negezilo (Hoffmanova 1993).

Mapa cest B. Roezla
Prvni cesta 1865-1872

Druha cesta 1872-1874
Treti cesta: 1874-1875

Obr. 6 Cesty B. Roezla za lovem orchidejtépzato a upraveno z http://botany.cz/cs/roezl/2201
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2.3.1 Sodasné pouzivané metody mnozeni orchideji

Obecr Ize fici, Ze sodasné metody mnoZeni teme rozdit do dvou skupin,
mnoZzeni vegetativni a generativni. Kazdowchto skupin Ize rozdit na dalSi d¥

podskupiny podle Zjsobu kultivace na kulturiy vitro a exvitro.

2.3.2 Vegetativni monozenéx vitro

Vegetativie 1ze bez probléidn namnozit vSechny orchideje sympodialnihistu.
Vyuziva se tak zvanéhcslgni trsu, kdy se od matké rostliny oddli nekolik pahliz
nebo tré (obr. 7) (Williams 1984).

Takto jsou mnoZzeny oceéné klony kvili zachovani genetické identity (habitu).
Pro SirSi vyuziti je metoda ekonomicky neefektivahledem k nedostatku matg/ch
rostlin a také proto, Ze mateé rostliny nejsou schopné produkce dostatho

mnozstvi odnozi.

U monopodiald rostoucich orchideji se vyuZzivaji pro kultivaci eixro keiky
(rod Phalaenopsis Doritis), jejichz tvorba se da podfibkeiky pastou, ktera se nanasi
na kwtni stvoly pouZzitych druln Tvorbu odnozZi nagklad u roduVanda nebo

AscocentrunmizZzeme podpist dekapitaci (otiznuti vrcholové partie rostliny).

U nekterych terestrit, jako jsou orchideje okrasné listem, je mozné Kk
vegetativnimu mnozeni pouzitzky z poléhavych storik (Ludisia Anoectochilus
Macodes.

Obr. 7 Zptisoby dleni trsu u #iznych tygi odnozovani sympodialnich orchideji.Sest pahliziizic
mizeme rozdlit tak, aby nadm vznikly d¥rostliny, 2. Zajistte, aby kazdy #enec ndl tii pahlizy/iizice,
3. a4. terminalni¢asti dcéinych rostlin mohou byt oddeny od starSich pahlifizic jak je znadzoréno na
obrazku,5. Rostlinu Ize déale &it, 6. Tato rostlina by nesta byt rozalena do doby, nez se vice rozroste.
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2.3.3 Vegetativni mnoZeniin vitro

Zpasob mnoZenin vitro, miZzeme také nazvat explantatovymi kulturami. Explavié
kultury rostlin vznikaji aseptickou kultivaci izalanych ¢asti rostlin za urlych
podminek. Jde o odbtkni ukité casti ze sterild nagstované nebo povrchév
sterilizované rostliny a umisti této ¢asti rostliny do sterilniho prasdi, kde se
kultivuje (Novak 1990). Tento Zigob mnoZeni se pouZziva titgad u roduCattleya
neboCymbidium(Zakrejs 2000), f kterém se odebiraji meristémova pletiva a nasledn

se z nich zakladaji meristémové kultury.

DalSim ze zfisohi, jak (&inné namnozit gkteré rody orchideji, je kultivace ze
spicich pupein kvétniho stvolu. Nejasgji se této metody vyuziva u rédPhalaenopsis
Doritis a vSech jejich hybriil s ostatnimi rody orchideji. PouZivaji se i segment
(vyseky listi), u kterych se vyvola tvorba kalusu a &ha regenerace protokotim

(zménou média).

2.3.4 Generativni mnozeni ex vitro

Do doby, nez Amet¢an L. Kudson v roce 1917iipel s aseptickym asymbiotickym
vysevem in-vitro (Steward F. C. 1958), s&stielé orchideji pokouSeli o generativni
mnoZeni orchideji &nymi zahradnickymi zjsoby. Cilem jejich snah bylo,¢iné
mnozeni, ale i moznost Sleéht. R svych pokusech zjistili, Ze semenacklipfi
vysevech k matskym rostlindm rostoucich ve starych skleniciche kd byla mida
dostaten¢ inokulovana houbami.rfRinu objasnil Francouz Noel Bernard (1899), kdyz
objevil zavislost kiici rostlinky na mykorhize. Séasré se mu poddo ziskat prvni
semendky vysevem semen hlistniku hnizdakiebttia nidus-avisna unglou kulturu
mykorhizni houby ziskané z ki matéské rostliny. Na jeho pokusy navazal
némecky badatel Hans Burgeff (1911), ktery takto vgsévstavé muzsky Qrchis
masculd a vstava vojensky Qrchis militarig. Tento zfisob nazyvany symbioticky
vysev se stal prvni moznosti generativniho mnobectiideji. Jeho UspeSnost je v3ak
omezena obtiZznou udrzitelnosti rovnovahy mezi haubmrchideji a i tak dochazelo
k odumirani ¥tSiny semengku. Tento zgsob mnoZeni neni efektivni.ulodem je

velmi nizka klg&ivost.
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2.3.5 Generativni mnozeni in-vitro

Vyznamny krok ve vyzkumu mnoZeni orchidefiinil ve 20. letech Ametan Lewis
Knudson, kdyz zjistil, ze hlavnimi latkami, kteréskavaji orchideje symbi6zou s
houbou, jsou sacharidy. Knudson v roce 1917 potéémriskal semeriky tropickych
orchideji aseptickym vysevem semen na agarovouodiidu s obsahem maltozy,
kterd nahradila iitomnost hub (Steward F. C. 1958). Proto je metodayvana
asymbioticky vysev. Asymbioticky vysev je v s@asnosti hoj& vyuzivan k mnozeni
tropickych orchideji (zvlastpii ziskavani novych hybridkiizenim), jinak se okrasné
tropické druhy mnozi ve velké reivegetativaa explantatovymi kulturami vychazejici
praw zin-vitro vysewi) (Bo Long et al. 2010, Chyuam-Yih Ng et al. 201\¢)dneSni
doke jde o nejvyuziva&si zpisob rozmnozovani vSech diutelediOrchidaceae

2.3.6 Metodickeé naroky na kultivace in vitro

Z&kladem vSech spragrungujicich médii jsou kvalitni chemikalie, ktdvg mely mit
nutné odebirat ptgbné mnozstvi vzdyistym chemickym n&nim a nikdy nevracet
piebytek zpt do lahve se zasobnim roztokem. Pokud tyto zasaimatoky
nespotebujeme, hned je umistime do chlattyi kde po ®jakou dobu vydrzi v
neporuseném stavu. Hotova média se po rozliti ko lamisti do autoklavu, kde dojde
pii teplog 121°C a tlaku 101,5 kPa ke sterilizaciiklddnému propojeni jednotlivych
sloZzek média (Vondrus, Ustnicehi).

Pokud pracujeme se sterilni kulturou, jako je tomptipad této prace, material
umistime do flow boxu, kteryéhel alespéd 15min ged samotnou manipulaci ¥m
(aby doslo k ustaleni proudu vzduchu). Lahev sukait a vSechny pracovni péoky,
které do boxu vkladame, povrchiodesinfikujeme lihem. To se tyka i nastrokteré po
desinfekci jedt opalime nad kahanem. V ostatnidfippdech, kdy pouzivany material
neni sterilni, musime rostlinny materidled gevodem do kultury desinfikovaadou
piipravki, pii ¢emz miZze dojit k znanému poskozeni donoru. Desinfikujeme 10%
roztokem Chloraminu B, 10% roztokerrigravku Domestos nebo 10% roztokem Sava
s pridavkem smé&dla (TWEEN) na 10 min (Vondrus, ustnikeahi).

18



2.4 Uloha TDZ v explantatovych kulturach

Ve své préci vyuzivdm pozitivnichtiaka TDZ na regenegai procesy v kulturach in
vitro. Na zaklad nekolika praci zabyvajicich se podobnou problematikowyuZiti
TDZ v pozitivnich regenetaich procesech (Yung-Haw Lin et al. 2000, Bo Lohgle
2010, Chyuam-Yih Ng et al. 2011) jsem se rozhodl jeho uziti ve své diplomové
praci.

Tidiazuron (TDZ) pat mezi fistové regulatory do specifické skupiny
cytokinina. TDZ je aromatickym derivatem rsoviny (obr. 8). Jeho hlavnimcinkem
je stimulace buwtného dleni a je zakladem regenéndch proces in vitro. Cytokininy
jako takové ovliviuji nekteré reakce v buném cyklu, pravépodobré stimuluji
nékteré z kinaz. Maji ale také vyznamny vliv na rkati DNA ve fazi S mitozy:
zvySuji mnozstvi patka replikace, tzn. Ze zkracuji replikony, a tim urdyghpiepis
DNA synchronizuji bu&né dtleni v pletivech (Prochazka et al. 1998).

Zmeénou pongru koncentraci cytokinin a auxim je mozné ovliviovat ptibéh
regenerace. Jejich vyrovnhany pgmvede k tvor® nediferencovaného pletiva (kalusu),
nadbytek cytokinifi vyvolava regeneraci pryta naopak zviSenim hladiny auin
docilime regeneraci keni (Miller 1956).

SU S

Obr. 8trukturni vzorec tidiazuronu

2.5 Ocaiovani klona

Souasti rekterych jmen kultivall se stava také zkratka ceny, ktera mu byl&eudh.

Ceny udluji komise orchidejgskych spolénosti v pravidelnych terminech nebo
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zvlastni komise # vyznamnych vystavach. O stupni oéenrozhoduje péet bodi
podle pravidel. NejstarSi a nejvizngi jsou First Class Certificate (FCC za 90 bed
vice), Award of Merit (AM za 80 — 89 bayla Highly Commended Certificate (HCC za
75 — 79 bod). Tato ocewsni uctluji anglicka Royal Horticultural Society (RHS),
American Orchid Society (AOS) a s lokggim vyznamem i dalSi spaleosti v Asii a
Australii. Uvedenym cenam odpovidaji zlat&jitsnd a bronzova medaile¢hecké
orchidedské spolénosti (DOG) pro hodnoceni kn (GM/DOG, SM/DOG a
BM/DOG) hybridi (GH/DOG, SH/DOG, a BH/DOG) a pro botanické dru®B(DOG,
SB/DOG a BB/DOG). Rkladem ceny ugené na s#tové orchidejéské konferenci je
titeba GM/8.WOC (zlath medaile 8. World Orchid Comnfies. Jméno océného
kultivaru je tedy nafiklad BrassocattleyaCliftonii ‘Magnifica® FCC/RHS, které se
piirozere opit prenasi pouze na vegetattvziskané potomky. Zpravy o &dnych
cenach pinaSeji odborné orchidggké casopisy, rostliny jsou s nimi uvedeny
v katalozich, ale soubaofrzpracovany nejsou (Gut 2010).

2.6 Biologické kontaminanty

2.6.1 Zakladni charakteristika

Jednim z negtSich nepétel explantatovych kultur jsou kontaminanty, ktepisobi

v lepSim pipadt jen kontaminaci Zivného média s explantatem vééh gipad, a to
hor§im, Uhyn explantatu. Bohuzel se u prvniligpadu sniZzuje naslednou desinfekci
schopnost explantatu rgrivat, hrozi oftovné kontaminace a mnoho dalSich
negiznivych faktof. Proto jsem se niZze zabival problematikou kontamiin
podrobrji.

Terminem biologické kontaminanty mame na mysli vnprracé bakterie a
houby nachézejici se ¥n uvnité explantatové kultury nebo v prostoru laborato
Zdroje zngisténi zahrnuji: vzduch laborai®, pevné povrchy, osoby a nespravn
piipravené tkaoveé kultury. Ri zamdeni v explantatové kultury je geba co nejtive
najit zdroj zne&isteni a vyvarovat se tim dalSim kontaminacim. V pria je treba
zkontrolovat, zda nedoSlo k pochybeni personaluoeu§eni gkterého z pravidel

spravné manipulace s materidlem (Cassells 1991).
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Pokud neni ficinou neopatrna manipulace jeba hledat wity druh patogenu,
ktery kulturu infikoval. V nasledujicim textu jsavedeny #izné typy patogehna jejich

vliv na hladiny fistovych regulatat, které ovliviuji reakci¢i thyn explantatu.

2.6.2 Ristove regulatory a rezistence &i patogenim

Patogeny svym {sobenim na atakované rostliny ve vztazich intergkagen —
hostitel — prosedi zpisobuji vyrazné z&ny v hormonalni regulaci. Zény v obsahu
fytohormoni vedou v koneném disledku k fyziologickym a morfologickym zmam,
které se obejné ozna&uji jako symptomy onemoéni a v konéném disledku celkow
ovliviuji Zivot rostlin. Mezi mozné dinky patogeid na fytohormony mizeme zéadit
syntézude novo prermeny mezi jejich volnymi a vazanymi formami, jakoansportni
a detoxik&ni (€inky. Tyto znmeény pak ovliviiuji syntézu nukleovych kyselin, enzym
proteini a dalSich strukturdlnich latek rostlinnych 8kinpletiv a organ. Problematika
Gcinku patoged na hladinu regulatdr rostlinného idstu je velmi slozita a musi byt
sledovana samosta&tru jednotlivych skupin patogén jako jsou viry, mykoplazmy
(MLO), bakterie a houby (Prochazka et al. 1997).

2.6.3 Winek virovych infekci

Mnohé symptomy virovych onemosm predpokladaji zrény v biosyntéze anebo v
metabolismutstovych regulatdar. Vzhledem k tomu, Ze parcialniéieni endogennich
hladin fytohormod je velmi slozité, uziva se srovnavacich studii imEravymi a
infikovanymi ¢astmi rostlin. Auxinova hladina se podbehto studiji snizuje. Row
bazipetalni transport auxirse snizuje. Aplikace auxirmd vliv na virové replikace, ale
je zavisla na starostlin ged oSatenim v kombinaci virus — hostitel (Prochazka et al.
1997). Bailiss (1974) a Aharoni et al. (1977) vegcdv pracich uvagi, Ze hladina
giberelini (dale jen GA) se v ptibéhu onemocéni snizuje. Exogenni aplikace GA
neginesla obeckh platny efekt. Cytokininova hladina se pod vlivenirovych
onemocgni zvySuje (Goodman et al. 1986). Huaifang a ChRB6) fFi studiu obsahu
cytokinint ve zdravych rostlinach nachylnych a rezistentnieh¢i virovym
onemocgnnim zjistili vySSi hladinu cytokiniin u rostlin rezistentnich nez u rostlin
nachylnych. Exogenni aplikace cytokifimyly inné jen tehdy, byly-li realizovany
pied infekci (Tavantzis 1978). Jejich produkce fe tpchto onemocEnich zvysena.
Pritchard a Ross (1975) ve své praci Wiade mechanismustiinku neni zatim znam.

Ucinek tchto onemoctni na hladinu kyseliny abscisové (dale jen ABA) inen
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jednozné&né uzaven: v rekterych gipadech byly zaznaménény stimtiréa (inky na
tvorbu ABA, rekdy vSak nebyly v obsahu ABA zjity zadné zrny. Také pi studiu
role ABA v rezistenci proti virovym onemoémim nebyly ziskany jednozéré

vysledky (Rajagopal 1977).

2.6.4 inek organismi podobnych mykoplazné

O ®inku organisni podobnych mykoplazen(MLO, mycoplasma-like organisms) na
hladiny regulatal rostlinného istu je v literatte mélo udaj. Zatim je znamo, Ze
piimo napadené organy, vyZngici se symptomyéthto onemoceni, maji zvySenou
hladinu cytokiniri. Studie obsahu ABA a GAv ¢erveném rybizu Ribes rubrum

ukazaly snizeni obsahu giberélia zviSeni obsahu ABA (Pecho a Vizarova 1990).

2.6.5 Vliv bakterialnich onemocrni

Z bakterialnich onemoéni byly nejvice prostudovany cinky Agrobacterium
tumefaciens Pseudomonaspp, Corynebacteriumsp., Erwinia sp. (Odutayo et al.
2004). Morris (1986) udavd, Ze v sasné dob je znam geneticky materiél
Agrobacterium tumefacienktery tvai kromé bakterialniho chromozomu dvojvliaknova
molekula DNA, tzv. plazmidi, nesouci useky T-DNA, jez obsahuji geny zodpoe
za biosyntézu a produkci indolyl-3-octové kyseliffAA). Sumarizaci doposud
zjistenych vysledk bylo zjiS€no zvySovani hladin regulaforostlinného istu vlivem
pitomnosti patogenu v rostlinach. K vyraznému zvy3aadiny IAA dochazi jiz 48
hodin po infekci. V sotasné dob vSak nejsou jednozdia& uzaveny nazory na
mechanismus zvySovani hladiny IAA v nemocnych pésth. RPedpoklada se produkce
patogeny, ale i zvySené syntéza v atakovanychvpleii jakoZ i zrény v enzymatické
degradaci. Je vSak vSeob&@namo, Ze # téchto onemocnich dochazi k fenomeénu
tzv. hyperauxinu. IAA ma podstatnou roli v tvérbumorta rostlin (Prochazka et al.
1997). Nester a Kosuce (1981) studiem mechahipjich tvorby zjistili, ze plazmidy
Ti inhibuji rostlinné protoplasty a indukuji fenotgé odpo¥di charakteristické pro
toto onemoceéni. Nemocna pletiva pochazeji z transformovanyclotgmiast
obsahujicich fesné segmenty plazniidT-DNA, jeZ jsou integrovany do rostlinné
DNA. Ti-plazmid DNA, ktery obsahuje geny ipt a feséz zodpo¥dny za biosyntézu a
produkci cytokinir in vitro. Jsou to geny kodujici proteiny s izopgtansferazovou
aktivitou. Gen ipt odpovid4 za cytokininovou automiov transformovanych hikach.

Gen tzs je odpavdny za sekreci trans-zeatinu. V gasné literatte jsoucetné udaje o
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produkci cytokinim riznymi kmeny bakterii (Morris 1986, Upadhyaya et E991,
Oveikova a Vizarova 1993). Také ABA zvySuje svou hladinpribéhu patogeneze.
Reakce je podle autibrobdobnéa reakci vyvolané vodnim streserfedpoklada se, zZe
zvySovani hladiny etylenu a ABA1me byt vyuzito v monitoringu, ktery by zdokonalil
poznani mechanisimindukované rezistence. Goodmann et al. (1986pnke jeden z
mala také w¥noval gibereliim. Jelikoz jeho vysledky nejsem schopen porovnat s

ostatnimi nebudu se zde Gédale zaobirat.

2.6.6 Winek houbovych onemocani

Houbové patogeny, jako jsou rfaphlterneria tenius Aspergillus niger Aspergillus
fumigatus Cladosporium sp, Saccharomycessp, Fusarium oxysporum Rizopus
nigricans a Fusarium culmoruma jiné, vyraza ovliviiuji hladiny fistovych regulatar

v prib¢hu patogeneze.

Pod vlivem vySe uvedenych patogese hladina IAA v hostitelskych rostlinach
zvySuje. Zvyseni hladin IAA je zvl&Svyrazné v kompatibilnich reakcich patogenu
s hostitelem. V &kterych gipadech dochazi ktzv. hyperauxinizaci. Mechanismus
zvySeni hladiny IAA v nemocnych pletivech neni deyd objasén. Fredpoklada se, ze
zvySeni hladiny IAA niZze byt zfisobeno zvySenou syntézou v hostitelskych pletivech
anebo produkci patogenem. Biosyntéza IAA patogenhdmbami je pravépodobr ta
sama jako ta v hostitelskych rostlinnach, tj. zptojanu pes indolyl-3-acetaldehyd.
Zvyseni hladiny IAA niize vSak byt zfisobeno inhibici degradace IAA enzymatickymi
cestami. Doposud byla potvrzena, jak produkce |A#opatogennimi houbami, tak i
enzymaticka inhidbice degradace IAA (Goodman ell@86, Vizarova 1977, Kratka a
Kadela 1981).

Pod vlivem houbovych patogérse zvySuje hladina cytokinin Toto zvySeni je
spojeno s kvalitativnimi z#mami v zastoupeni jednotlivych forem cytokitin
V souwtasné dob je dilezité poznani, Ze zviSeni jejich hladiny ipfekci biotrofickymi
houbami spojené s kvalitativnimi 2mami je patrné u rostlin vyt¥djici s patogenem
kompatibilni reakce (Goodman et al. 1986). Dale dakhazi v pibéhu patogeneze
k ovlivnéni hladiny giberelii (GA3) s nasledkem dlouzivéhaistu. Je vSeobe&n
znamo, ze houbaGibberella fujikuroi je producentem kys. giberelové objevena
Sawadou v roce 1931.
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Také bylo zjistno zvySeni ABA v infikovanych pletivech. Stasré je znamo,
Ze cel&ada fytopatogennich hub ma schopnost produkovat AB8Kultivatniho média
(Okamoto et al. 1988). Tez dochazi v infikovanydhtipech ke zvySeni produkce
etylenu steja tak @i stresovych situacich jako jiz ziiwvané napadeni patogeném
nag. porarni, znena teploty a podokin OvSem fyziologicky vyznam zvySeni etylenu
ve stresovych podminkach neni dosud vy§adqiProchazka et al. 1997)
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3 Metodika

3.1 Uspdradani pokuai

Cilem pokusé bylo otestovat vliv koncentrace TDZ v modifikovamé médiu
Murashige- Skoog (MS) na odnoZovani u vybranychhidrwia hybridi rodu
Paphiopedilum Tuto modifikaci oznéenou AKZ vytvail pan Mgr. Vondrus a s
aspichem ji pouZzil vegetativni mnozenékierych dalSich druhorchideji, jako je rod
Dendrobiumnebo rodPhalaenopsig listovych explantét(Vondrus, astni sdieni).

3.1.1 Poku<t. |

Pro prvni pokus bylo vybrano Siroké spektrum drulinybrida rodu Paphiopedilumi
Siroké spektrum koncentraci TDZ. Pro kazdy expladéného druhu bylaipravena
média s obsahem TDZ, 0, 2, 4, 6 a 10 mg/l. Na pbklispouzity tyto druhy a hybridy:
Paphiopedilum charlesworthiPaph. delenatix sib, Paph. Delenatitvinicolor' x sib,
Paph Pulsar x Hsinying Redjd?aph Alma Gevaert'‘Golden Gate‘ x Hsinying Konyx,
Paph. Alma Gevaert'‘Goto’ x Hsinying Dragon ‘Ching Hua' Baph Hsinying
Silvercharm x Maudiae 'Silverado’ AM/AOS. Rostlinnyaterial pro pokus poskytla
firma Explantex VondruS. Hybridy byly zakoupeny haitvanské gstitelské firmy
Ching hua orchids. Pokus byl zahajen 18. 8. 20dkoaien 29. 2. 2012.

Pro kazdy ze sedmi taxonsem vytvdil pokusnoutadu meédii s rozdilnou
koncentraci TDZ (0, 2, 4, 6, 10 mg/l). Vramci danétaxonu jsem pro kazdou
koncentraci TDZ pouzil jeden explantat. Celkem hytwmzito 35 rostlinnych explantat
ze sedmi drulhybridd umistnych v 35 lahvich s médii o¢p ruznych koncentracich
TDZ.

Lahve s pipravenymi explantaty jsem umistil do kultérd mistnosti gizenymi
podminkami. Délka sitelné a temné periody byla nastavena na 16/8 attepla
23°/21C °C pes den a v noci (obr. 9). Pro osvit kultimého stojanu byla pouZzitgtyrti
z&ivkova glesa (Osram lumilux 36watt/865, 6500 K, 3250 Imy¢t® dosahovalo
hodnot 4000 Im v dabswtlé periody. VInova délka ¥&koveé trubice je znazowma
v obrazku 10. VIhkosti jsem se v tomtiigact zabyvat nemusel, protoZze v u#anych
lahvich s explantaty je zachovana 100% vzdusnaosthk
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Pribéh pokusu byl zaznamenavan kazdych 14 dni a stawrigukapsan do
tabulek. Pro lepSitghled byly tabulky upraveny naésicni interval kontroly (Flloha
12 - 18). U explantéatbyl zaznamanavan naznalciejici proliferace (ozri@n 0*) a
pii nasledné kontrole potvrzeno nebo vyvraceno zakkutene jednalo o prolifera

¢i nikoli. Po ukorgeni pokusu byly vysledky zpracovany a shrnuty vitkég vysledky.

23,5
23 A

22,5 -

21,5 A

Teplota (T)
N
N

Obr. 9 Pribeh denni teploty v kultivéni mistnosti i sv. rezimu 18/6.

400 450 500 550 600 650 700 750 nm

Obr. 10 Spektrum vinovych délek vytavanych z& trubici Osram lumilux 36W/865
(www.osram.cz)
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3.1.2 Poku<t. Il

Cilem druhého pokusu bylo specifikovat koncentr@dBiZ u taxon z predchoziho
pokusu. Pro tento pokus byly Bhgédnutim na pozitivni reakci Z@dchoziho pokusu
vybrany tyto druhy a hybridyPaphiopedilum Hsinying Silvercharm x Maudiae
'Silverado’ AM/AOS,PaphiopedilumAlma Gevaert 'Golden Gate' x Hsinying Konyx,
Paphiopedilum charlesworthiNa tyto taxony byly aplikovany koncentrace TDZ26
mg/l, na které tyto druhy reagovaly za nejkra@sovy interval. DalSim cilem bylo
ovétit, zda se poda zvySenim teploty a intenzity o@mi zkratit dobu od p@tku

pokusu do proliferace jednotlivych explaritat

Pro kazdy ze it taxomi jsem vytvdil pokusnoufadu médii s rozdilnou
koncentraci TDZ (2, 4, 6 mg/l). VZzdypopakovani od jedné koncentrace pro jeden
taxon. Celkem bylo pouZzito 45 rostlinnych explamtz i druhi/hybridd umisénych v
45 lahvich s médii a¢ch fiznych koncentracich TDZ (2, 4, 6 mg/l).

Po zkuSenostech zgumchoziho pokusu bylo provedendédani dalSich dvou
zarivkovych €les (Osram lumilux 36watt/865), tim doslo k zvySesviceni na cca
5000 Im a zviSeni teploty o 3°C v dobwtlé periody a o jeden stupeelsia v dob
temné faze periody (obr. 11).

Kontrola byla provaéha stejnym zfisobem jako u pokusu I.

Pokus byl zahdjen 16. 1. 2012 a ukem 20. 3. 2012.

Teplota (T)

Obr. 11 Praib&h denni teploty v kultiveni mistnosti i sv. rezimu 18/6 poijfdani zd&ivkovych gles.
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3.2 Technologicky postup
Pro oba pokusy byly pouZity stejné technologické&tppy \Wetré sloZzeni média a

zpisobu prace s rostlinnym materialem.

3.2.1 Slozeni média

Pro kultivaci bylo pouzito modifikované Murashiggékoog (MS) médium (Murashige,
Skoog 1962). Pro d@l obou pokus byl do zakladniho MS meédiafigan 6-
benzylaminopurin (BAP), protoZze podporuje regenesdnurécné dtleni, a dale TDZ v

odstugiovanych koncentracich dle ugpdani pokusu.

3.2.2 Riprava zakladnich roztoki pro médium MS

Z uvedenych z&kladnich skupin chemikalii amraych A, B, C, D, E (tab. 1) jsem
vytvoril zasobni roztoky; navazil jsem makroprvky ze skhypA a kvantitativie jsem je
piesypal do 2| Erlenmayerovy iy, kam jsem fedem odnstil 300 ml destilované
vody. Tento roztok jsem déd zamichal a poté dolil do 2| destilovanou vodoentd
roztok jsem pelil do 2| PET lahve, uzael a umistil do chladiky. Ze skupiny
mikroprvki B jsem stejnym zjpsobem vytvéil zasobni roztok s tim rozdilem, Ze jsem
piipraveny roztok doléval jen do objemu 1l. Stejak jsem postupoval u skupin C, D a
E. VSechny lahve jsem oztibpodle skupin jako A, B, C, D, E.
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SloZeni média AK je uvedeno v tabulce 1

Tab.Blozeni média AKZ

Latka Mnozstvi
Makroelement: A
NH4NO; 66 g
KNO3 76 g
MgSO, . 7H,O 14,8 ¢g
CaCh . 2H,0 1769
KH2PO, 689
Mikroelementy: B
HsBOs 620 mg
MnSG, . 4H,0 2230 mg
ZnSQ, . 4H0 860 mg
C
Kl 83 mg
NaMoO, . 2H,0 25 mg
D
CuSQ . 5H,0 2,5mg
CoChL . 6H,O 2,5mg
Chelatizované zelezo: E
Na — EDTA 7,459
FeSQ . H,0 5,57 g
Latka Mnozstvi na 1l
Inositol 100 mg
Thiamin 100 mg
Pyridoxin 0,5mg
Kys. nikotinova 0,5 mg
Adeninsulfat 10 mg
TDZ 0,2,4,6,10 mg
NAA 0,25 mg
BAP 0,75 mg
Glukoza 10g
Plantagar 69
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3.2.3 Fiprava zasobnich roztoka vitamina

Z latek uvedenych v tabulce (pyridoxin, kyselin&atinova, inositol a thiamin) jsem
piipravil zasobni roztoky. Navazil jsem 50mg pyriduxia spolu s 50mg kyseliny
nikotinové jsem navazku kvantitat&mpresypal do 600 ml od&nné baiky. Navazku
jsem rozmichal s 300ml destilované vody a potél didstilovanou vodou do 500ml.
Takto vznikly roztok jsemielil do 0,51 PET lahve. Lahev jsem ozil&islem jedna a
umistil do chladnriky. Stejnym zfsobem jsem poktaval u dalSich dvou latek
inositolu a thiaminu. Rozdilné vSak byly navazkpraii prvnimu zasobnimu roztoku
jsem navazil 5g inositolu a 5g thiaminutigfavil jsem stejnym zjsobem zasobni
roztok, gelil jej do 0,5 | PET lahve a oz#éiacislem dva.

3.2.4 Riprava samotného média AKZ

Do pripravené 2| plastové odirky jsem odlil cca 300ml destilované vody, do které
jsem nasledn pridaval odnétené mnozstvi jednotlvyclkiasti média. Ze zasobniho
roztoku A jsem pomoci 100ml odinmého valce odstil 75ml a vylil do plastové
odmerky. Postupi jsem takto odril i dalSi zasobni roztoky oztané B, C, D, E
(Murashige-Skoog 1962). Ze z&sobnich roatBk C, D jsem pomoci 50ml odimého
valce odmgioval 20ml, z roztoku E jsem odpipetoval 10ml. Dgkem (idal
navazenych 40g sacharozy a 20g glukozy. Déle js@aldOml vitamiri ozna&enych
¢islem jedna a 20ml ze zasobniho roztoku vitd@nzimahve oznéenécislem dva. Aby
medium fungovalo tak, jak ma, musel jsefidat tistové hormony. Na digitalni vaze s
piesnosti 0,001g jsem navazil 1,5mg BAP (6-benzylapumnin), 0,5mg NAA (kysa-
naftyloctova) a 20mg adeninsulfatu. Tutoésnjsem doplnil do 2I destilovanou vodou.
Dale jsem pdal na vodni lazni rozwany agar. VSe jsemullladre promichal a
nasleds rozlil po 400ml do pti k&dinek o objemu 500ml. Prvni jsem nechal bez
piidatku TDZ, jako kontrolni vzorek. Do druhé kadirjkgm gidal 0,8mg TDZ, doteti
1,6mg TDZ, dattvrté 2,4mg TDZ a do posledni, paté, 4mg TDZ. pidipem (Sigma,
P4536 — 100EA, citlivost 0,5 pH) jsem &ih pH vSech vytvéenych médii. Nagtené
pH sphovalo poZzadavky pro dané médium, tj. pH 5,6. Nasatb rozliti do lahvi od
deétskeé vyzivy, zawikovani a pemistni lahvi do autoklavu, kde doSléi peplog 121°C

a tlaku 101,2 kPa po dobu 20 minut ke sterilizadoaozpusini rnékterych latek v

médiu.
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3.2.5 Fiprava a umisg&ni explantatu do média

Priblizné 15 — 20 min fed z&atkem prace jsem zapnul flow box #vddu ustaleni
proudu vzduchu a pracovni plochu boxu vydesinfikgigpravkem Bacillol stop. Na
okraj boxu jsem naskladal ldhve s médii a jejickrpb vydezifikoval Bactoseptem. Po
vydezinfikovani lahvi jsem jefpsunul hloubji do boxu. Néstroje jako pinzetu a skalpel
jsem nameil do 70 % ethanolu a nad kahanem opalil. Déle jsema pracovni plochu
pripravil sterilni Petriho misky a lahve s materialea pokus. Jejich povrch jsemébp
vydezinfikoval Bactoseptem. Zdhto sterilnich lahvi jsem pomoci sterilni pinzety
vyjmul pottebné mnoZstvi donorového materiélu, lahest @avel a nechal ji v boxu

do doby ukoneni prace.

Donoroveé rostliny byly obvykle staré cca 2 roky &lyrwzdy minimélrg dva
listy. Rostliny jsem zbavil ki@ni a oduniielych a nekrotizujicickiasti pletiv. Pinzetu a
skalpel jsem oft steriloval. Jednotlivé explantaty jsentloe zandil do média, lahev
uzawvel a popsal. Po kazdé zpracované rosiisem néastroje dezinfikoval, aby nedoslo

k pitenosu infekce do dalsi lahve.
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4 Vysledky

4.1 Pokuse. |

4.1.1 Pribéh pokusu

Pribéh pokusu trvajiciho 200 dni je zdokumentovan v lieddmh v gilohach 12 - 18.
Vysledna tabulka (tab. 2) zaznamenava finalni g&ch explantétvzorového pokusu

véetrg pactu dni od zahajeni pokusu do zaet proliferace daného explantatu.

Pti prvni kontrole byla zjistna kontaminace vzorku PA 6747 (obr.12) v celé Si
pokusu (tj. na koncentracich 0, 2, 4, 6 i 10 mg TiZjeden litr média). Jako prvni
proliferoval vzorek PA 6801, na koncentraci 4 mgZlba litr, a to za 85 dni od
umiseni explantatu na Zivné médium. Postiplosio k proliferaci i u dalSich vzaik
Poté se proliferace, u zatim neproliferujicich W#pma vice jakétyii tydny zastavila.
K dalSi aktivie doslo az po 150 dnech od zahajeni pokusu. Pq#aire proliferovalo

dalSich osm vzork Po 200 dnech byl pokus uk@an a vyhodnocen.
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Tab.2 Stav explantatovych kultur studovanych drubduPaphiopedilunke dni ukogeni pokusu 20. 3.
2012

Legenda:0 - 74dna reakce, Kon — kontaminace, N — nekiG&zIné hodnoty udavaji pet drii od
zahajeni pokusu do viditelné proliferace laterdirpaper.

HPA 2951— Paph. charlesworthjiPA 6747—Paph. delenativar. vinicolor,PA 6759— Paph Pulsar x
Hsinying RedjoPA 6801—- Paph Hsinying Silvercharm x Maudiae 'Silverado’ AM/ACIA 6905—
Paph Alma Gevaert 'Golden Gate' x Hsinying KonfA 6922— Paph. delenatjiPA 7071—Paph
Alma Gevaert 'Goto' x Hsinying Dragon 'Ching Hua'

Obsah TDZ (mg)
Druh/hybrid

0 2 4 6 10
HPA 2951 99 0 150 99 N
PA 6747 Kon Kon Kon Kon Kon
PA 6759 0 0 0 195 0
PA 6801 0 150 85 0 0
PA 6905 0 0 0 99 99
PA 6922 0 0 175 175 0
PA 7071 0 0 195 195 195

Obr. 12a ab kontaminované vzorky PA 6747
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4.1.2 Zhodnoceni pokusu

Cilem tohoto pokusu bylo otestovat vhodnost korreeet TDZ v modifikovaném
médiu na vliv odnoZovani u nami pouzitych diud hybridi u roduPaphiopedilum|
pies kontaminaci jednéady vzorki (vzorek PA 6747), byl tento pokus @Spym. U 13
vzorki z celkového pe&tu 35 doslo, k proliferaci z laterdlnich pugerZ doposud
nezjisénych gicin doslo u neproliferujicich rostlin v délmezi 99 az 150 dnem od
zahajeni pokusu k zastaveni proliferacéstu explantatu samotného. Poté doSl& ép
propuknuti proliferace u dalSich explaitatiejrychleji proliferoval vzorek PA 6801, na
koncentraci TDZ 4mg/l, po 85 dnech (obr. 14j. iasledné kontrole byla zj&ta dalSi
proliferace hned udkolika vzorki: PA 6905 na koncentracich 6 a 10mg TDZ/I (obr.
15) a HPA 2951 na koncentracich 0 a 6mg TDZ/I (dbt). Na obrazku 14 je
znazorina zbyl&ast explantdt a jejich proliferace v fibéhu pokusu.

Na zaklad informaci ziskanych z tohoto pokusu jsem vybraikatik
druhi/hybrida, které reagovaly nejochdiin a za nejkratSi dobu. Pro nésledujici pokus
byly vybrany tyto druhy/hybridy:;PaphiopedilumHsinying Silvercharm x Maudiae
‘Silverado’ AM/AOS ,PaphiopedilumAlma Gevaert 'Golden Gate' x Hsinying Konyx,
Paphiopedilum charlesworthii.

Obr. 13 Proliferujici jedinec (vzorek PA 6905) na koncewtrl0 mg TDZ/l po 99 dnech.
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Obr. 14 Casovy harmonogram {iséhu proliferace u vzotk HPA 2951, PA 6759, PA 6801.
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Obr. 15 Casovy harmonogram {iséhu proliferace u vzorkPA 6905, PA 6922, PA 7071.
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4.2 Pokuse. Il

4.2.1 Pribéh pokusu

Pribéh pokusu je zdokumentovan v tabulkachilgze (giloha 19 — 21) a graficky
znazorgn v obrazku 16. # prvni kontrole nebyly zjignhy zadné pikazné znamky

proliferace.

Druha kontrola prokhla po 44 dnech, na explantatech HPA 2951 bylanpatr
proliferace na koncentracich 4 a 6mg TDZ/I kdy ifeobvalo u kdzdé koncentrace po
jedné rostlig. U vzorku PA 6801 na koncentraci 2mg TDZ/I readqgeden explantat,
na koncentracich 4 a 6mg TDZ/I reagovali vzdy dxplantaty. U posledniho vzorku
PA 6905 pi druhé kontrole nejlépe reagoval explantat na katraci 4mg TDZ/I
v paitu dvou proliferujicich jedinc Jedinci umisiné do média s koncentraci 2mg
TDZ/l reagoval pi druhé kontrole jediny vzorek. U koncentrace 6migZil nebyla

zaznamenana zadna aktivita (obr. 16).

Pri zawrecné kontrole nebyla zaznamenana zZadna reakce pouzarku HPA
2951 na koncentraci 2mg TDZ/I. Explantagsfované na koncentraci 4mg TDZ/| dale
nereagovaly a proliferovala tedy pouze jedna mestlina dané koncentraci. U
koncentrace 6mg TDZ/I doSlo v domezi kontrolami k ndistu proliferujicich jeding
na ti. U vzorku PA 6801 doSlo mezi poslednimi kontrolaamaviSeni proliferujicich
rostlin o jednu na vSech koncentracich TDZ (2,&ha TDZ/l). U vzorku PA 6905 na
koncentraci 2mg TDZ/l nebyla zaznamenana dalSiifprate. U explantét na
koncentraci 4mg TDZ/I doSlo od posledni kontrolynavySeni p&u proliferujicich
jedinai o jeden. U rostlin kultivovanych na koncentraciggmDZ/l doSlo po 50. dni

k proliferaci ti jedinai (obr. 16).

4.2.2 Zhodnoceni pokusu

Cilem druhého pokusu bylo specifikovat koncentr@biZ u taxori vybranych na
podklad vysledki predchoziho pokusu a &iit, zda se poda zvySenim teploty a
intenzity oz&eni zkratit dobu od pétku pokusu do proliferace jednotlivych explattat

Z pribéhu 64 dri trvajiciho pokusu je iejmé, Ze se podido specifikovat
koncentraci TDZ i podminky kultivace pro vybranéxday rodu Paphiopedilum

Z vyslednych graf lze vyist, Ze optimalni koncentraci pro pouzité taxongujs
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koncentrace 4 a 6mg TDZ/I (obr. 16). TaktéZ dikg@ni z&ivkovych €les (&’ uz diky
teplog ¢i vySSi intenzié swtla) doSlo k vyraznému zkraceni intervalu mezi jeian
pokusu a prvnimi proliferujicimi jedinci. Celkem lbypro tento pokus pouZzito 45

rostlinych explantdit z toho 19 jeding proliferovalo ve velmi kratké déb
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Obr. 16 Praib&hy proliferace zaznamenanych kontrolach
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5 Diskuze

Nejen u roduPaphiopedilum ale i u ostatnich orchideji v kulturaam vitro dochazi

k ristovym anomaliim projevujicich séznou dobou reakce na médium (Vondrus,
astni sdleni). Ve své bakataké praci jsem zalozil kulturu podobnou té, ktejgem
vyuzil v diplomové préci. K proliferaci a vzniku 8arostliny doslo az po roce alp

Obecr plati, Ze jedinci rodPaphiopedilumpomalu pirastaji, jak vin vitro
kulture, tak rostliny pstovanéex vitrove srovnani s ostatnimi rychleji rostoucimi druhy

éelediOrchidaceae.

Dlouhodobym cilem velkokapacitnickigtiren, ale i drobnychégtitela orchideji
je vyvinout metodu, ktera by byla vhodna pro rychl&inné namnoZeni orchideji tzv.
.ve velkém“. V sodasné dob je vidét vyrazny neporér mezi produkci u rodu
Phalaenopsiskde jsou zvladnuty veSkeré sasné metody mnozeni orchideji, a rodem
Paphiopedilum Nean (2004) uvadi ve své studii, Ze v roce 20§28 bxportovano z
Taiwanu 717,97 mil. kus orchideji roduPhalaenopsisa ,pouze” 1,08 mil. kus
orchideji roduPaphiopedilum Z piedchozich Udaj je Zejmé, ktery zd&chto druti je
péstitelsky narengjsim. Udaje nespecifikuji, zda se jedna o matezidkany vysevy

nebo explantatovymi kulturami. Nicm&myrazny rozdil produkce hovigasre.

Prvni etapou o nalezeni vhodné metody mnozeniuadratlu Paphiopedilum
byla moje bakalska prace (Roule 2009), v niz byla testovana metoitaace
protokormi u vybranych drul rodu Paphiopedilumpomoci aplikace TDZ v kulturach
listovych explantat. Vysledky ukazaly, Ze metodu nelze bez dalSiclavipplikovat na
rod Paphiopedilum

V diplomové praci jsem nai@dchozi praci navazal tim, Ze jsem vyuzil
potencidlu TDZ a otestoval jej na rostlinnych expdateh. Upustil jsem od metody
listovych exlantal a pouzil jsem celé sememazbavené kenovécasti. Na zakladl
poznatk ziskanych studiem fyziologie rostlin &iikt TDZ se mi povedlo u vybranych
druhi a hybridi rodu Paphiopedilum aktivovat proliferaci z lateralnich pupen
Vysledky poukazuji na spini dikkich cili u jednotlivych pokus Jedna se sice o malé
mnozstvi proliferujicich jeding ale p@ty now vzniklych mizic prevySuji paet

samotnych explantapouzitych pi pokusech.
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Pfi druhém pokusu byly fjdany zdroje osktleni. V korelaci s vy3Si hladinou
swtla doslo ke zvysSeni teploty Ziyodnich 23°C, u prvniho pokusu veele fazi, na
26°C v pokuse druhém. Tato kombinace pozd#iwvlivnila proliferaci explantatu a
doSlo ke zkraceni doby od zahajeni pokusu do powoliferace témyt o polovinu tj.
z pavodnich 85 dni na 44 dni. Na podkdadiskanych dat neiiieme odliSit vliv
samotného sitla a doprovodny vliv teploty. Yung — | Lee et. €009) studovali vliv
pusobeni Sesti rozdilnych led svitidel nairjistky semen&i rodu Paphiopedilum
v podminkéachin vitro. NejlepSich vysledk naristu listové plochy doséahli pouzitim
studeného sitla (5000K).

Pro pokus nebylo vyuZito statistického vyhodnocemndivodu malého pitu
opakovani vzhledem k omezenému mnozstvi rostlinméaterialu, jehoZz pizovaci
ceny se pohybuji ¥adech desitek az stovek ddlaa lahev obsahujici vimnéru 20 -
25 jedind. Material zakoupila firma Explantexdele s panem Mgr. VondruSsem a téz

jej poskytla pro Gely pokusu.

Na zaklad ziskanych informaci z pokaik diplomové praci je izjmé, Ze tuto
metodu Ize aplikovat na rd@aphiopediluma jeho hybridy. V dalSich pokusech by bylo
zajimavé zabivat se vlivemuagobeni tepla a stta na vyvoj jednotlivychcasti
explantat. Nalezenim optimathto dvou faktok by se mohlo podd zkratit dobu od

zahjeni pokusu do prvnich nazfadcoliferace a tim metodu zefektivnit.
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6 Zaver

V praci byla testovana metoda proliferace rostlybranych drufi a hybridi rodu
Paphiopedilumz lateralnich pupeénpomoci aplikace TDZ do kulti¢aich médii. B
druhém pokusu byla pak pozorovana reakce prolifgalj jedinég na zvySenou
intenzitu os¥tleni. Na zaklad zjiS&nych udaj z UsgSnych pokus lze fici, Ze tato
metoda je vhodna pro mnozeni orchideji r&phiopedilumPo drobnych Gpravach je
tato metoda pravghodobré pouzitelnd pro mnozeni dalSich sympodiahostoucich
druhi a hybridi ¢elediOrchidaceae.
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Priloha 12.Kontrola pokusw. 1 1. 9. 2011
Legenda: 0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace expllN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

Vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/l 6mg/l 10mg/|
HPA 2951 0 0 0 0 N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 0 0 0 0

PA 6905 0 0 0 0 0

PA 6922 0 0 0 0 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Priloha 13.Kontrola pokusi. | 30. 9. 2011
Legenda:0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace expllN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/| 6mg/! 10mg/l
HPA 2951 0 0 0 0 N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 0 0 0 0

PA 6905 0 0 0 0 0

PA 6922 0 0 0 0 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Priloha 14.Kontrola pokusw. 1 31. 10. 2011

Legenda: 0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace expllN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

Vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/l 6mg/l 10mg/|
HPA 2951 0 0 0 0 N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 0 o* 0 0

PA 6905 0 0 0 0 0

PA 6922 0 0 0 0 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Priloha 15.Kontrola pokusw. 1 30. 11. 2011
Legenda: 0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam

. — kontaminace expl — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

Vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/l 6mg/l 10mg/|
HPA 2951 ok 0 0 ok N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 0 ok 0 0

PA 6905 0 0 0 ok ok

PA 6922 0 0 0 0 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Piiloha 16.Kontrola pokusi. | 3. 1. 2012
Legenda:0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace expllN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/| 6mg/! 10mg/l
HPA 2951 ok 0 0* ok N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 0 ok 0 0

PA 6905 0 0 0 ok ok

PA 6922 0 0 0 0 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Priloha 17.Kontrola pokusi. | 31. 1. 2012

Legenda:0 — explantat bez reako@* - naznak proliferaceyk — proliferujici jedineckontam

. — kontaminace explN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/| 6mg/! 10mg/l
HPA 2951 ok 0 ok ok N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 0 0

PA 6801 0 ok ok 0 0

PA 6905 0 0 0 ok ok

PA 6922 0 0 o* o* 0

PA 7071 0 0 0 0 0




Priloha 18.Kontrola pokusw. 1 5. 3. 2012
Legenda: 0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace expllN — nekrotizujici expl.

Obsah TDZ (mg)

Vzorek konc. Omg/I 2mg/l 4mg/l 6mg/l 10mg/|
HPA 2951 ok 0 ok ok N

PA 6747 Kontam. Kontam. Kontam. Kontam. Kontam.
PA 6759 0 0 0 ok 0

PA 6801 0 ok ok 0 0

PA 6905 0 0 0 ok ok

PA 6922 0 0 ok ok 0

PA 7071 0 0 ok ok ok




Priloha 19.Kontrola pokusu. 11 6. 2. 2012

Legenda: 0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace explantatu

druh/ hybrid ¢islo lahve konc. 2mg/I 4mg/l 6mg/I

1 0 0 0
2 0 o* 0*

HPA 2951 3 0 0 0
4 0 0 0

5 0 kontam. 0

1 0 0 0

2 0 0* 0

PA6801 3 0 0 0
4 0 0 0

5 0 0 0

1 0 0 0

2 0 0 0

PA6905 3 0 0 0
4 0 0* 0

5 0 0 0




Priloha 20.Kontrola pokusi. 1l 29. 2. 2012

Legenda:0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace explantatu

druh/ hybrid ¢islo lahve konc. 2mg/I 4mg/l 6mg/I
1 kontam. 0 o*
2 0 ok ok
HPA 2951 3 0 0 0
4 0 0 o*
5 0 kontam. 0
1 0 0 0
2 0 ok 0
PA6801 3 0* ok 0*
4 0 0 ok
5 ok 0 ok
1 0 0 0
2 ok 0 0
PAG6905 3 0 ok 0
4 0 ok 0
5 0 0 0




Piiloha 21.Kontrola pokusi. Il 20. 3. 2012
Legenda:0 — explantat bez reako@* - naznak proliferacek — proliferujici jedineckontam. — kontaminace explantatu

druh/ hybrid ¢islo lahve konc. 2mg/I 4mg/l 6mg/I

1 kontam. 0 ok

2 0 ok ok

HPA 2951 3 0 0 0
4 0 0 ok

5 0 kontam. 0

1 0 0 0

2 0 ok 0

PA6801 3 ok ok ok
4 0 ok ok

5 ok 0 ok

1 0 0 ok

2 ok ok ok

PAG905 3 0 ok 0
4 0 ok 0

5 0 0 ok




