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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na ovéfovani metod kultivace tropické
terestrické orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl technikami in vitro. Do prostiedi
in vitro byly kultivovany jednonodové rostlinné explantaty orchideje Macodes petola
(Bl.) Lindl na trovni primokultury. Cilem diplomové prace bylo ovéteni citlivosti
rostlinnych explantatli této orchideje na rizné metody povrchové sterilizace, vcetné
optimalizace sloZeni vhodného sterilizacniho ¢inidla a délky jeho pusobeni.
Rostlinné explantaty orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl byly pfevadény na zivna
agarova média. Povrchova sterilizace rostlinnych explantatd byla provadéna riznymi
desinfek¢énimi prostfedky o riznych koncentracich. Nejlepsich vysledk pfi kultivaci
orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl bylo dosazeno provadénim povrchové
sterilizace rostlinnych explantatd v 70 % etanolu po dobu 15 sekund a nasledné

Vv 2,5% roztoku desinfek¢éniho prosttedku Savo po dobu 20 minut.

Klic¢ova slova: Macodes petola (Bl.) Lindl, rostlinné explantaty, mnozeni in vitro,
Orchidaceae



Summary

This thesis is focused on verifying in vitro cultivation techniques in
micropropagation of tropical terrestrial orchid Macodes petola (Bl.) Lindl. The aim
of the studies was to verify the responsiveness of the node explants of Macodes
petola (Bl.) Lindl to different surface-sterilization methods and duration of
sterilization time, as well as the transport of the node explants to agar medium. Node
explants of Macodes petola (Bl.) Lindl were surface-sterilized with different
disinfectants for different sterilization time and cultivated in primordial culture. The
best results were observed by using sequential surface sterilization in ethyl alcohol
(70%) and disinfectant Savo (2.5%) - ethyl alcohol being used for 15 seconds and

Savo for 20 minutes.

Key words: : Macodes petola (Bl.) Lindl, in vitro micropropagation, Orchidaceae
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1. UVOD

Vstavacovité rostliny (¢eled” Orchidaceae) jsou jednou z nejpocetnéjsich skupin
cévnatych rostlin na svété. V této rostlinné Celedi se nachazi velmi rozmanita Skala
rostlinnych druhti, z nichz nékteré rostou v zemi, jiné uchycené na kmenech stromd,
dalsi druhy jsou véazany na biotopy tropickych deStnych lest, zatimco jiné druhy
orchideji jsou schopny prezit i teploty pohybujici se pod 0°C. VétSina orchideji
zaujima pozornost velkymi, pestfe zbarvenymi kvéty, nékteré jsou okrasné svym

listem. Do posledni skupiny patii i tropicka orchidej Macodes petola (BI.) Lindl.

Obliba orchideji vzrasta, a proto se jejich péstovani vénuje stile vétsi
pozornost. Kultivace orchideji v podminkach in vitro tak vyznamné ptispiva

K uspokojovani potieb spotiebitele.

Zakladnim a velmi dilezitym ptedpokladem pro Uspésné kultivovani rostlin
metodami in vitro je udrzeni sterilniho prostiedi v kulturach in vitro, k cemuz je
nutné pouzivat sterilni rostlinny material. Ponévadz rostliny nerostou ve sterilnich
podminkéach, je nutné je pti zakladani kultur in vitro povrchové sterilizovat. Za timto
ucelem se pouzivaji rizné sterilizacni prostfedky a postupy; vzdy je vSak nutné
nalézt vhodny pomér mezi zni¢enim mikroorganismi a zachovanim Zivotaschopnosti

rostliny.

Cilem této diplomové prace je ovefit nékteré metody kultivace orchideje
Macodes petola (Bl.) Lindl technikami in vitro, ovéfit citlivost této orchideje
narizna desinfekéni cCinidla, pouzivana Kk povrchové sterilizaci rostlinnych
explantatli, optimalizovat slozeni vhodného sterilizatniho cinidla a dobu jeho

pusobeni pii povrchové sterilizaci rostlinnych explantatu.
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2. LITERARNI RESERSE
2.1 Vstavacovité rostliny

2.1.1 Celed’: Vstavaovité (Orchidaceae)

Rostliny celedi vstavacovitych (Orchidaceae) se botanicky fadi mezi
krytosemenné jednod€lozné rostliny. Podle NASHE a LA Croix (2007) jsou
vstavacovité rostliny vytrvalé byliny, které maji pomérn¢ nizké naroky na ziviny.
Cela celed vstavacovitych nalezi do fadu Orchidales (vstavacokvété). Mezi zastupce
této Celedi zijici v pfirod€ v soucasnosti patii podle JEZKA (2003) okolo 25 000 druhi
orchideji, podle ZOUNA (2008) je to 30 000 druhd orchideji a NASH a LA CROIX
(2007) uvadeéji dokonce rozpéti 25 — 35000 v ptirod¢ rostoucich druht. Kromé
téchto druhli existuje rovnéz zna¢né mnozstvi rostlinnych hybridi, které¢ vznikly
vzajemnym kiizenim rostlinnych druhti vstavacovitych rostlin, znichz nékteré
vznikaji v pfirod¢ pfirozenym zplUsobem, zatimco jiné jsou vysledkem prace
Slechtitelt. JEZEK (2003) uvadi, ze existuje kolem 25 — 30 000 kiiZencii orchideji,
ZOUN (2008) zmifuje existenci 150 000 hybridnich druhéi orchideji. Celed
Orchidaceae se dale dé¢li na tyto podceledi: Apostasioideae, Cypripedioideae a

Orchidoideae (PROCHAZKA a VELISEK, 1983).

2.1.2 Stari Celedi Orchidaceae

V nazorech na stafi ¢eledi Orchidaceae nepanuje mezi riznymi autory shoda.
Tato Celed je podle nékterych autort celedi pomérné mladou, zatimco jini autofi
poukazuji na to, ze by Orchidaceae mohla byt Celedi star§i, nez se obecné
predpokladalo. Teorie obhajujici fenologické mladi ¢eledi byva obhajovana zejména
skutecnosti, ze orchideje jsou povazovany za geneticky nestabilni rostliny (JEZEK,
2003), a také predpokladem, ze epifyty (jimiz ¢ast orchideji je) mohly vzniknout az
poté, co vznikli jejich hostitelé (ERFKAMP, 2008). PROCHAZKA (1980) uvadi, ze
fenologicky nizsi stafi Orchidaceae byva vysvétlovano téz nutnosti adaptace rostlin
této Celedi na typ opylovacu (samci nékterych blanoktidlych). Podle Erfkampa
(2008) na vyssi stafi Celedi Orchidaceae poukazuji predevsim vysledky z oblasti
genetiky a geobotaniky. JEZEK (2003) uvadi, ze vstavaCovité rostliny se na Zemi
zaCaly objevovat pfed 70 — 80 milioény let, podle ERFKAMPA (2008) se predkové

vstavacovitych vyvinuli ped cca 90 miliony let.

11



2.1.3 Clenéni orchideji

Orchideje muzeme rozdélit do nékolika skupin podle rtiznych hledisek.
Jednim takovym hlediskem je stanovisté, na kterém orchideje rostou. Podle
stanovisté se orchideje déli na: terestrické, epifytické, poloepifytické, saprofytickeé,

litofytické a podzemni (NASH a LA CRrRoIX, 2007).

Terestrické orchideje jsou ty orchideje, které rostou pevné ukotveny v pade¢ a
Z pudy také svymi koteny ziskavaji vodu i1 potiebné Ziviny. Tento typ orchideji se
vyskytuje pfedev§im v oblastech mirného klimatického pasma; podle JEZKA (2003)
se terestrické orchideje vyskytuji nejen v mirném, ale i v subtropickém a tropickém
pasmu. NASH a LA CRoIX (2007) uvadéji, ze terestrické orchideje mirného
klimatického pasma se vyskytuji ve stfedni Evropé a ve vnitrozemi Ciny v hojné
mife 1 v Sirokém druhovém zastoupeni. Pro oblasti tohoto klimatického pasma je
charakteristické stfidani ro¢nich obdobi spojené se znaénymi vykyvy teplot, zménou
intenzity slune¢niho zafeni a mnozstvi a Cetnosti srazek. Diky rlstu v pidé mohou
terestrické orchideje 1épe piekonat vykyvy v pocasi a nepiizniva obdobi diky obdobi
vegetacniho klidu. Kofeny terestrickych orchideji také byvaji ¢asto metamorfovany
Vv hlizy. Stonky mohou byt pfeménény v pahlizy, které funguji jako zasobarna Zivin a
vody (ZOuN, 2008). Terestrické orchideje se ¢asto vyskytuji na biotopech, které jsou
pro ostatni rostliny pfili§ chudé (ERFKAMP, 2008). Podle ZOUNA (2008) se terestrické

orchideje vyskytuji v teplych i v chladnych oblastech.

Rist terestrickych orchideji byva casto spojen se symbidzou rostliny
suréitymi druhy hub zijicimi v substratu, coz mé zasadni vliv na zivotni cyklus
rostliny, zejména pak na kliceni. Tento symbioticky vztah se nazyvd mykorrhiza a

bude o ném vice pojednano v kapitole 2.1.9 této diplomové prace.

Dal$im druhem orchideji z hlediska stanovisté jsou orchideje epifytické.
Vyskyt téchto orchideji je odliSny, nez je tomu u orchideji terestrickych. Druhy
epifytickych orchideji se vyskytuji zejména v tropickych oblastech. JEZEK (2003)
uvadi, ze epifytické druhy orchideji vyzaduji pro pteziti oblasti bez mrazi.
Epifyticky zpisob zivota je urCitou adaptaci na okolni podminky. V biotopu
tropického destného lesa ziskavaji orchideje coby epifyty znacnou vyhodu, nebot’

rostou pievazné uchyceny na vétvich stromti. Podle DUSKA a KRiSTKA (1986)

12



epifytické orchideje uptednostituji pro svij rist nékteré druhy stromii (napt. dubt)
pfed jinymi. Epifyty vyuZzivaji vétve stroml pouze jako oporu pro vlastni rust a
v disledku ristu stromu jsou vynaSeny do vysSich rostlinnych pater, coz jim
umoziuje ziskat stanovisté s vétSim mnozstvim svétla. Nejen vice svétla, ale také
vice zivin mohou rostliny ziskat ve vySSich patrech tropického lesa. Kofeny
epifytickych rostlin mohou ziskavat ziviny ze zbytkd rostlin ¢i Zivocichi (ZOUN,
2008), dokonce i z ptaciho trusu (NASH a LA CRroix, 2007). V téchto vzdusnych
kotenech také probihad fotosyntéza (ROLLKE, 2007). Mezi epifyty patii napiiklad

nékteré druhy rodt Dendrobium a Phalaenopsis.

Poloepifytické orchideje je sice mozné nalézt rostouci pfi zemi, nerostou vsak
pfimo v pude¢, jako tomu je u terestrickych orchideji, ale ve vrstvé humusu vytvorené
na zemi (NAsH a LA CRoIX, 2007). Stejni autofi uvad&ji, ze poloepifytickymi

orchidejemi jsou naptiklad Anoectochilus a Ludisia.

Litofytické druhy orchideji jsou oznaCovany po dalSim stanovisti, na kterém
se vyskytuji. Tyto druhy rostou ve skalnatych oblastech na kamenech, a to bud’
piimo na povrchu kament, nebo v mistech s usazenym substratem (ZOUN, 2008).
NASH a LA Croix (2007) uvadéji, ze druhy orchideji, které rostou litofyticky byly
puvodné epifyty a k litofytickému zplisobu Zivota se adaptovaly sekundarné, podle
ZOUNA (2008) Ize mezi litofyty nalézt druhy plivodné epifytické i druhy plivodné
terestrické. Zivotni podminky na stanovisti vyskytu litofytickych orchideji jsou
spojené s omezenym mnozstvim zivin a vody, ale také s vysokou intenzitou
slune¢nich paprskii. 1 témto podminkam se ale litofytické orchideje dokézaly
pfizplsobit — a to ¢ervenou pigmentaci a tuhymi listy, které rostou vzhiru (NASH a
LA Croix, 2007). Nejedna se vSak pouze o adaptaci morfologickou, ale téz
fyziologickou. Fyziologickd adaptace spociva zejména v Casovém odd¢leni
fotosyntézy a vymény plynit (ERFKAMP, 2008). Mezi zastupce litofytickych druht
orchideji patii napiiklad Cattleya aurantiaca ¢i Papilionanthe teres. ROLLKE (2007)

fadi mezi litofyty i nékteré druhy orchideji rodu Laelia.

Podzemni orchideje rostou pod zemi, pouze jejich kvéty se objevuji nad

povrchem zemé (NASH a LA CRoix, 2007). PROCHAZKA (1980) uvadi, Ze nékteré
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druhy orchideji pod povrchem zemé rostou i kvetou. Druhem podzemni orchideje je

napiiklad Rhizantella gardneri (NASH a LA Crolx, 2007).

Druhy terestrickych orchideji, které neobsahuji zelené barvivo chlorofyl, se
nazyvaji mykotrofni, nékdy téz oznaCované jako saprofytick¢ (ZOuN, 2008). Tyto
orchideje maji mykorhizni vztah k ur€itym druhim hub, jejichz prostfednictvim
pfijimaji vyzivu a energii z odumfelych casti organické hmoty. Mezi mykotrofni
orchideje mirného pasma patii napiiklad Corralorhiza trifida (koralice trojklanna),
Epipogium aphyllum (sklenobyl bezlisty) a Neottia nidus - avis (hlistnik hnizdak).

Dalsim kritériem ¢lenéni je zptsob rustu stonku, ktery je v zasadé dvojiho
typu: tzv. monopodialni a sympodiélni. Stonek monopodialnich orchideji je vyvojové
starSi (JEZEK, 2003) a pfirtstd vzdy pouze jednim smérem. Listy na ném rostouci
jsou umistény proti sob&. Stonek u téchto orchideji mize byt kratky, prodlouzeny ¢i
popinavy (ROLLKE, 2007). Mezi orchideje s monopodialnim stonkem patii napiiklad
orchideje rodu Vanda ¢i Phalaenopsis. Druha forma stonku, sympodialni, je
vyvojové mladsi (JEZEK, 2003). Sympodidln€ rostouci stonek byva zcela skryt
Vv zemi, nad povrch zemé¢ vyrlstaji pahlizy s listy nebo pouze listy bez pahliz.

ERFKAMP (2008) uvadi, Ze sympodialni forma stonku se ¢asto vyskytuje u litofyta a
epifyt.

Orchideje lze délit téZ z hlediska narokd na teplotu — z tohoto kritéria se
orchideje d€li na chladnomilné, jez jsou schopny snést minimalni teplotu 4°C,
teplotu 16°C, Spatné snaseji teplotu pod 10°C, ale pii vysoké vlhkosti dokazou snést
vyssi teploty (NASH a LA CRolx, 2007). ZOUN (2008) zminuje skupinu orchideji
mrazuvzdornych, do které zahrnuje orchideje mirného klimatického pasma. Obecné
je mozné fici, ze rizné druhy orchideji zvladaji pravé takové teploty, které jsou

ptirozené pro druh biotopu ¢i nadmotskou vysku, ve kterych se rostliny vyskytuji.

JEZEK (2003) uvadi, ze teplomilné orchideje se vyskytuji v tropickych
nizindch, domovem temperovanych druhti orchideji jsou stfedni horské polohy
tropického pasma a chladnomilné orchideje 1ze najit ve vysokohorskych oblastech.

Mezi teplomilné druhy orchideji patfi napt. vétSina druh rodu Phalaenopsis, mezi

14



temperované druhy lze zaradit zastupce rodu Vanda. Chladnomilnymi druhy

orchideji jsou napft. Laelia furfaraceae ¢i Osmoglossum pulchellum.

2.1.4 Znaky rostlinného téla vstavacovitych rostlin

Mezi orchidejemi lze nalézt zelené i1 nezelené druhy (PROCHAZKA a VELISEK,
1983). Orchideje vykazuji hlavni znaky rostlinnych tél jednod€loznych rostlin.
Témito znaky jsou zejména: svazCity typ kofend, soub&zna zilnatina listi a kvét

soumerny pouze podle jedné osy, s tfemi okvétnimi listky na jednom dilu kvétu.

Kromé téchto obecnych znaki se vSak u orchideji vyskytuji jesté¢ jiné,
specifictéjsi znaky, které se vSechny najednou vyskytuji pouze u orchideji - t€émito
znaky jsou: pylova zrna jsou slepena k sobé a vytvaieji tzv. brylky, semena jsou
mikroskopicky mald a endosperm neobsahuje zaddné zasobni latky, kliceni semen
Vv piirodnich podminkach je mozné pouze pii vyskytu symbiotickych hub, kvét je
zrcadlové soumérny (JEZEK, 2003). ERFKAMP (2008) uvadi jest¢ dalsi znaky typické
pro orchideje: kvét obsahuje 3 sepaly a 2 petaly, pfiCemz 3. petalum je preménéno

v pysk a blizna s ¢nélkou jsou srostlé v tzv. sloupek.

Koreny

Téméet vSechny terestrické orchideje maji ztlustlé kofeny, oddenky c¢i
kotenové hlizy, které slouzi jako zasobni organy rostlin (ERFKAMP, 2008). JEZEK
(2003) uvadi, ze na povrchu kofenti orchideji se vyskytuji specialni buiky, které
umoziuji kofentim pfirtstani k podlozce. U epifytickych druhti orchideji, které ziji
pfevazné v oblastech chudych na ziviny a vodu, se na povrchu kotenil utvaii vrstva
odumfelych bunék, ktera se nazyva velamen (ERFKAMP, 2008). Podle ZouNA (2008)
je funkci velamenu chranit buniky uvniti kofene pied spalenim od slunce a také pred
mechanickym poskozenim. ROLLKE (2007) uvadi, Ze velamen ochranuje kotfeny
rostlin pfed vyschnutim. Velamen je na pohled sttibtit¢ Sedy (v disledku vyplnéni
odumfelych bun€k molekulami vzduchu) a je schopny nasat vodu a uchovat ji, dokud
neni pfedana zivym pletivim v kofenu (ERFKAMP, 2008). PROCHAZKA (1980) uvadi,
ze bunky tvofici velamen jsou porovité a vyztuzené spirdlkami, které dokazou
zachytit vodni pary ze vzduchu. Spi¢ka kofent epifytickych orchideji neni pokryta

velamenem, coz umoznuje piijem vody a zivin (DUSEK a KRISTEK, 1986).
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Stonek

Také u stonku se projevila schopnost orchideji adaptace na podminky
prostredi vznikem metamorféz. U rozlicnych druhii orchideji se vyskytuji tzv.
pahlizy, jez jsou schopny uchovavat vodu a ziviny, a tim je rostlin¢ zajistit
I v obdobi, kdy jich je v okolnim prostfedi rostliny nedostatek. ZOUN (2008) uvadi,
ze v pahlizach téz dochazi k fotosyntéze. Jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou pahlizy
charakteristické pro sympodialni typ stonku orchideji. Podle DUSKA a KRISTKA
(1986) u sympodialnich orchideji vyrusta z koncového pupene stonku tzv. letorost,

na kterém pak dale dochazi k vyrtstani kotend, listd i kvétenstvi.

List

V celé celedi vstavacovitych lze najit velmi riiznorodou a Sirokou Skalu listi.
Co se ty¢e rozméru listdl, objevuji se druhy orchideji, jejichz listy dosahuji velkych
rozméru. Napftiklad rostliny druhu Bulbophyllum fletcherianum dosahuji délky 0,9 -
1,8 m (NAsH a LA CRoix, 2007). Oproti tomu u orchideji se silné rozsifenou
mykotrofii mohou byt listy zakrnélé (napt. Epipactis purpurea) a u nezelenych
heterotrofnich druhti orchideji se dokonce vyskytuji pouze listy v podobé lodyZznich
Supin (rod Neottia — hnizdak) (PROCHAZKA, 1980). Raritou mezi orchidejemi jsou
napft. druhy Microcoelia exilis, Polyrrhiza funalis a Taeniophyllum obtusum, u nichz
se listy viibec nevyskytuji (JEZEK, 2003). K obméné listi u orchideji dochazi rizné —
podle ZOUNA (2008) se tak dé&je u nékterych druhti kazdoro¢né, zatimco u jinych

mohou listy na jedné rostling pretrvavat aZ n¢kolik let.

Kvét

Kvét vstavacovitych rostlin se skladd z péti trojcetnych kruht (DUSEK a
KRISTEK, 1986). Vnéjsi okvétni listky jsou 3 a nazyvaji se sepaly, vnitini okvétni
listky tvoti 2 petaly a 1 pysk (labellum). Barva a tvar pysku jsou velice rozmanité u
ruznych druhii orchideji. Hlavni funkei pysku je pfitahovat opylovace (NASH a LA
CROIX, 2007). Prostfedni sepal, tzv. dorzalni sepalum, byva oznacovan jako praporec
(ROLLKE, 2007). JEZEK (2003) uvadi, ze okvétni listky orchideji jsou dohromady

oznacovany jako tzv. tepaly.

PROCHAZKA (1980) uvadi, ze kvety orchideji jsou v drtivé vétsiné oboupohlavni.

Kvét orchideje ptivodné obsahoval 6 ty€inek, avSak vyvojem doslo ke snizeni poctu
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na 1-2 (JEZEK, 2003). Tycinky jsou srostlé s ¢nélkou a bliznou v tzv. sloupek neboli
collumnu (PROCHAZKA, 1980). Blizna je na svém povrchu Casto lepkava, coz se

projevuje ve schopnosti snadnéjsiho uchyceni pylu na jejim povrchu (JEZEK, 2003).

Podle ZOUNA (2008) jsou orchideje povétSinou cizospra$né, samoopyleni se
vyskytuje velmi ziidka (ROLLKE, 2007). K autogamii dochazi napt. u druhi Neottia

nidus — avis ¢i Ophrys apifera (tofi¢ véelonosny) (PROCHAZKA, 1980).

Kvéty jsou obvykle uspotadany v kvétenstvi. Podle DUSKA a KRiSTKA (1986) je
zakladnim typem kvétenstvi u orchideji jednoduchy hrozen. PROCHAZKA (1980)

uvadi, ze nejcasteji se vyskytuji klasy a laty coby typ kvétenstvi.

Pfed rozvitim kvétd dochazi u vétSiny druhtt orchideji k tzv. resupinaci
(PROCHAZKA, 1980), jejimz disledkem je stoceni pysku do dolni ¢asti kvétu. Stopka
kvétu se pii resupinaci otadc¢i o 180° (ROLLKE, 2007). Kvéty bez resupinace se Casto

objevuji u druhu Ophrys purpurea - vstava¢ nachovy (PROCHAZKA, 1980).

Kvéty orchideji jsou pii mezidruhovém srovnani velmi rozmanité a to z hlediska
zbarveni, tvaru i velikosti. Primérna velikost kvéti vstavacovitych je podle ZOUNA
(2008) 5 — 15 cm. ERFKAMP (2008) zminuje, Ze nejmensi kvéty se vyskytuji u druhu
Platystele jangermannii a méfi primérné 2 mm, ZOUN (2008) uvadi, Ze nejvétsi

kvéty orchideji mohou byt velké az 35 cm.

Plod

Plodem vstavacovitych rostlin je tobolka, kterd obsahuje semena. Pocet
semen V tobolce mize byt az n¢kolik milioni (ERFKAMP, 2008). Vajicka se u
orchideji vyvijeji az poté, co pylové lacky prorostou do semeniku (JEZEK, 2003).
ERFKAMP (2008) uvadi, ze u nékterych druhii rodu Phalaenopsis okvétni listky po

opyleni zezelenaji a prevezmou tak funkei listti, ¢imz podporuji rist tobolek.

2.1.5 Rozsireni orchideji ve svété

Orchideje v ptirodé rostou na velmi Siroké Skale stanovist, rozsitenych témet
po celém svété. Rostliny ¢eledi Orhcidaceae je mozné najit dokonce i za polarnim
kruhem (ZouN 2008). Jako piiklad lze uvést druh Calypso borealis, ktery se
vyskytuje v oblastech za severnim polarnim kruhem (PROCHAZKA a VELISEK, 1983).
Prevazna vétSina druhd je vSak spjata s vyskytem v tropickych a subtropickych
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oblastech. Podle Jezka (2003) se v tropech vyskytuje 90% vSech orchideji.
PROCHAZKA (1980) tvrdi, ze v asijskych a americkych tropech se vyskytuji vice nez
% dosud znamych druht@i orchideji. JEZEK (2003) uvadi pocet druhti orchideji
na jednotlivych kontinentech: v Asii se vyskytuje 10 — 15000 druhti orchideji,
v Jizni Americe 6 — 8 000 druhu, V Africe 2 000 druht, ve Stiedni Americe 1 000
druhii, v Australii 700 druhd, v Severni Americe 200 druhit a v Evropé 200 druhti
orchideji. ZOUN (2008) uvadi, ze orchideje se vyskytuji az do nadmotské vysky
3800 m. n. m.

Velice zajimava je souvislost mezi rozSifenim orchideji ve sv&t€ a
geologickym stafim dané oblasti a jeji stabilitou. Napiiklad se uvadi, ze v oblastech,
které jsou po dlouhd obdobi (miliony let) stabilni a nijak vyrazné¢ se nemeéni, se
vyskytuje pomérné€ nizky pocet druhli orchideji, zatimco oblasti geologicky pomérné
mladé ¢i stale se ménici hosti velké mnozstvi druhti orchideji (ERFKAMP, 2008).
Podle ZOUNA (2008) je mnoho druhti orchideji endemickych. ERFKAMP (2008) uvadi
oblasti, které jsou velmi bohaté na pocet druhli orchideji: horské oblasti Stfedni
Ameriky, svahy pohofi Himalaje, oblast pohoii Andy a Filipiny, Indonésie, Malajsie

a Papua — Novéa Guinea.

2.1.6 Historie péstovani orchideji

NASH a LA CRoIX (2007) uvadéji, Ze orchideje rodu Cymbidium byly popsany
Konfuciem ve staré Ciné pied vice nez 2 000 lety. ERFKAMP (2008) zmifiuje, Ze
ve staré Ciné predstavovaly orchideje symbol skromnosti a &istoty a rovnéz byly
symbolem léta jako ro¢niho obdobi. V literatuie se objevuji zminky o tom, Ze
orchideje byly znamy téz v antickém Recku — JEZEK (2003) uvadi, Ze Aristoteliv zak
Theofrastos ve 3. stoleti pf. n. I. oznacil orchideje slovem ,,orchis* ve svém dile
,Historie rostlin“. Z tohoto slova pozdé&ji vzniklo oznaceni pro celou ¢eled’ rostlin —
Orchidaceae (ROLLKE, 2007). Orchis je rovnéz latinské oznaceni rodového jména
terestrické orchideje rostouci na naSem Uzemi — vstavace; odtud pochazi cesky

termin oznacujici ¢eled” Orchidaceae — vstavacovité (JEZEK, 2003).

V Evropé se az na vyjimky zminky o orchidejich po dlouhou dobu téméft
vibec neobjevovaly. PROCHAZKA (1980) uvadi, Ze pisemné zminky o orchidejich

na nasem Uzemi se objevily az na konci 16. stoleti. Podle DUSKA a KRIiSTKA (1986)
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byly tropické orchideje do Evropy poprvé dovezeny ze zapadoindickych ostrovi
Spanély. ZOUN (2008) uvadi, Ze poprvé byly do Evropy dovezeny tropické orchideje

z Ameriky v 17. stoleti a z Asie v 18. stoleti.

Zacatek 18. stoleti je povazovan za pocatek péstovani orchideji v Evropé¢.
ERFKAMP (2008) uvadi, ze orchideje byly v Anglii péstovany od roku 1729, podle
NASHE a LA Croix (2007) dorazila do Anglie prvni tropicka orchidej roku 1731, a to
druh Bletia verrucunda. Podle DUSKA a KRiSTKA (1986) tento druh Bletia verucunda
vV Evropé poprvé vykvetl roku 1753. Nasledné se ve viktoridnské Anglii vzedmula
velkd vlna nadSeni pro péstovani orchideji. Tento novy konicek byl vSak velmi
nakladny, nebot’ do tropickych oblasti byli vysilani sbératelé orchideji a s tim
spojené cestovani do vzdalenych oblasti, potize pti dopravovani orchideji do Evropy
a jesté dalsi faktory mély za nasledek vysoké ceny dovezenych exemplaiti. ERFKAMP
(2008) uvadi, ze orchideje se stavaly soucasti sbirek Slechticii a téz bohatych kupcii

na zacatku 19. stoleti.

S dovozem cizokrajnych orchideji do Evropy vSak byly spojeny také potiZe
S péstovanim orchideji v oblastech, které mély odlisSné klimatické podminky, neZ
jaké m¢ly rostliny na pivodnich stanovistich, ale rovnéz problémy s rozmnozovanim
orchideji, nebot’ symbioticky vztah mezi orchidejemi a houbovymi vlakny, zvany
mykorrhiza, nebyl v t¢ dobé dosud znam. Az do konce 19. stoleti tak bylo péstovani

exotickych orchideji v Evropé exkluzivni a drahou zalibou (JEZEK, 2003).

Rozvoj védy a techniky ve 20. stoleti umoznil ziskdni mnoha novych
poznatkli o oblasti péstovani orchideji, diky ¢emuz je v souCasnosti mozné pestovat
zdjemce dostupnéjsi a levnéjs$i. Nemalou zasluhu na tomto faktu ma vyuzivani
poznatki v oblasti tkanovych kultur. V soucasnosti jsou orchideje péstovany

pfedevsim pro svou estetickou hodnotu.

2.1.7 Vyuziti orchideji
NAsSH a LA CRroix (2007) uvadéji, ze kultury zijici v tropech pouzivaly
orchideje k 1é¢ebnym ucelim. ROLLKE (2007) zminuje pouzivani latek ziskavanych

z orchideji rodu Laelia ve Stfedni Americe k vyrob¢ lepidla.
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Ztejmé nejznaméjsi orchideji z hlediska vyuziti je druh Vanilla planifolia
(vanilka plocholistd). Fermentované plody této orchideje jsou hojné vyuzivany
v gastronomii (PROCHAZKA 1980) a téZ v kosmetickém pramyslu (JEZEK, 2003).

ZOUN (2008) uvadi, Ze vanilka byla znama a vyuzivana jiz za dob starych Aztéku.

V gastronomii je téz pouzivan tzv. salep. PROCHAZKA (1980) uvadi, ze se
jedna o: ,,béhem kvétu nebo tésné€ po odkvétu sbirané a susené mladé kotenové hlizy
nejruznéjSich tofi¢t (Ophrys), vstavac¢u (Orchis), dale rudohlavku (Anacamptis),
dokonce i $vihliku (Spiranthes) a jinych terestrickych hliznatych orchideji, naptiklad
druhd mediteranniho rodu Serapias nebo v Indii rodi Eulophia a Rabanaria“. Tyto
hlizy jsou po sbéru suSeny, nasledné semlety a =z vzniklého prasku byvaji
pfipravovany ndpoje. ERFKAMP (2008) uvadi, ze salep byl po staleti pouzivan
V gastronomii malé Asie a vychodniho Stfedomofi. PROCHAZKA (1980) zmitiuje

pouzivani salepu téz ve veterinarni medicing.

Orchideje zaujimaji své postaveni také v kulturni oblasti zivota clovéka.
NASH a LA CROIX (2007) uvadé&ji, ze v Mexiku je spojena sklizen ostnit druhu Laelia
anceps s obdobim vanoc¢nich svatkt, JEZEK (2003) zmifiuje druh Cattleya skinneri
jako narodni kvétinu Kostariky. Tento druh (Cattleya skinneri) byva podle autort

NASHE a LA CRoOIX (2007) péstovan v guatemalskych vesnicich jako dekorace.

2.1.8 RozmnoZovani orchideji

Vegetativni rozmnoZovani

Rozmnozovani se u orchideji vyskytuje dvojiho typu: vegetativni a
generativni (JEZEK, 2003). V pfipadé vegetativniho rozmnozovani se jedna
0 rozmnozovani nepohlavni a takto rozmnozena rostlina ma genetickou vybavu
identickou s vybavou mate¢né rostliny, z niz byla rozmnozena. PROCHAZKA (1980)
uvadi, ze vedlejsi adventivni pupeny, jimiz se rostliny mohou vegetativné
rozmnozovat, se vyskytuji na kofenovych hlizach, pahlizach i oddencich. Druhy
sympodialnich orchideji se rozmnozuji pomoci pupenit vytvorenych na oddenku.
Orchideje s monopodialnim stonkem se rozmnozuji jinym zpusobem: mohou
vytvofit postranni vyhony (ERFKAMP, 2008), nebo odnoz (tzv. keiki), ktera vyroste
Z pupenu na kvétnim stvolu. Rozmnozovani pomoci keiki se vyskytuje napt. u rodu

Phalaenopsis (ROLLKE, 2007). PROCHAZKA (1980) uvadi, ze pievazné vegetativné se
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rozmnozuje Liparis loeselii (hlizovec Loeseliv) a Epipogium aphyllum (sklenobyl

bezlisty) se rozmnozuje téméi vzdy vegetativng.

NAsSH a LA CRoIX (2007) uvadéji, jaké zpisoby rozmnozovani mohou vyuzit
pestitelé - jednd se o déleni oddenkli ¢i pahliz (sympodialni druhy orchideji),
odfiznuti kofent ze spicich pahliz (napf. u rodu Cymbidium), odstiihnuti a zasazeni
vzdusnych odnozi (rod Epidendrum) ¢i mnozeni rostlin kmenovymi tizky (napt. druh
Dendrobium nobile). JEZEK (2003) uvadi, ze vegetativné Ize mnozit i monopodialné

rostouci orchideje s prodlouzenym stonkem (napi. Vanda).

Specialnim druhem vegetativniho rozmnozovani je rozmnozovani orchideji
V kulturach in vitro. O tomto zplsobu rozmnozovani rostlin bude pojednano

Vv kapitole 2.2 této diplomové prace.

Generativni rozmnoZovani
Druhym zplisobem rozmnozovani je rozmnozovani generativni, u které¢ho
dochdzi ke kombinaci genové vybavy rodict vzniklého jedince. Pfi generativnim

rozmnozovani dochazi k opyleni, tedy k zachyceni pylu na povrchu blizny.

Opyleni u orchideji se déje nékolika zplsoby. Podle PROCHAZKY a VELISKA
(1983) jsou orchideje z hlediska opyleni pievazné entomofilni a v nékterych
ptipadech ornitofilni. U nékterych druhii orchideji dochazi k samoopyleni (NASH a
LA Croix, 2007). PROCHAZKA (1980) uvadi, ze téméf u poloviny orchideji je

opylovani uskute¢fiovano za pomoci vcel.

Kvéty orchideji jsou rizné ptizptisobené typu opyleni. Nekteré orchideje mohou
byt opyleny pouze ur€itym druhem hmyzu — PROCHAZKA (1980) uvadi, Ze rod
Spiranthes (S§vihlik) mtze byt opylen pouze ¢melakem (Bombus). Jsou znamy rtzné
zpusoby, jimiz orchideje lakaji své opylovate — nékteré druhy orchideji velmi
vérohodné napodobuji vzhledem i zbarvenim kvétu druh hmyzu, ktery je schopen byt
jim opylovacem, jiné druhy lakaji opylovace tvorbou nektaru a dalsi druhy dokonce
vylucuji latky, které jsou podobné feromoniim opylovace (JEZEK, 2003). PROCHAZKA
(1980) zminuje tzv. pastové kvéty — hmyz, ktery do téchto kvéth vlétne, nalezne
cestu ven vedouci pouze kolem blizny, ¢imz na ni zanecha pylova zrna. ERFKAMP

(2007) uvadi jiny zptsob, jimz orchideje lakaji svého opylovace — nékteré druhy
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orchideji s ornitofilnim opylenim kvetou cervené, oranzové ¢i zluté zbarvenymi
kvéty, nebot’ oko ptakll je pry na tuto ¢ast barevného spektra citlivé. PROCHAZKA
(1980) uvadi, ze orchideje lakaji hmyz opticky nebo chemicky. Optické lakani
hmyzu potvrzuji DUSEK a KRISTEK (1986), ktefi uvadéji, ze kvéty nekterych druhi
orchideji maji bilé zbarveni za tcelem pfildkani nocniho hmyzu, ktery je rostlindm
opylovacem. JEZEK (2003) zminuje napodobovani zbarveni a tvaru téla samicek

hmyzich opylovac¢u u rodu Ophrys (vstavac).

Pti opyleni dochazi k pfenosu pylového zrna na povrch blizny a
K naslednému prorustani tzv. pylové lacky do semeniku, kde pylova zrna mohou
splynout s vajicky ulozenymi v semeniku. JEZEK (2003) uvadi, ze u orchideji se
vajicka vyvijeji az poté co zacne pylova lacka prorustat do semeniku, coz prodluzuje
dobu mezi opylenim a oplozenim az na 280 dnti, a béhem této doby se ze semeniku
vytvaii tobolka. Podle ROLLKEHO (2007) dozrédvani vajicek trvd 3-9 mésicii

Vv zavislosti na druhu orchideje.

Pro orchideje je charakteristicka obrovska produkce semen, pfi¢emz rozméry
semen jsou velmi malé. PROCHAZKA (1980) uvadi, Ze jedna rostlina druhu
Himantoglossum hircinum (jazycek kozli) mize vyprodukovat az 84 000 semen,
zatimco tropickd orchidej rodu Cymbidium muze obsahovat az 1500 000 semen
pouze V jedné tobolce. JEZEK (2003) uvadi, Ze jediny semenik miiZe obsahovat az
5000 000 semen. Podle ZOUNA (2008) mnozstvi semen v 1 gramu miize dosahovat
hodnoty az 1 miliéonu semen. Takto velka produkce semen je lehce odivodnitelna,
jsou-li vzaty vuvahu faktory jako potfeba navazani mykorhizniho vztahu se
specifickym druhem houby, dilezitd pro zdarny vyvoj semene a rtist mladé rostliny,
ale 1 limitovana plocha pro rlst semendcku v okoli matefské rostliny a konkurence
ostatnich rostlinnych druhil na stanovisti. Tyto faktory vyznamné snizuji moZnost, Ze

ze semene vyroste nova rostlina.

Vysev k mateénym rostlinam, symbioticky vysev a asymbioticky vysev

Mezi zplisoby generativniho rozmnozovani orchideji patii vysev k mate¢nym
rostlinam, tzv. symbioticky vysev a asymbioticky vysev (DUSEK a KRiSTEK, 1986).
U vSech téchto metod je vyuzivano znalosti mykorrhizniho vztahu semen orchideji

S urcitymi typy hub.
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Vysev k mateCnym rostlinam se pouziva tehdy, jsou-li v substratu mate¢né
rostliny pfitomny hyfy mykorrhizni houby (ROLLKE, 2007), které mohou infikovat
kli¢ici semeno a zajistit tak jeho dalsi rGst a vyvoj. Symbioticky vysev spociva
Vizolaci houbové kultury, ke které jsou poté vyseta semena rostliny (DUSEK a
KRISTEK, 1986). Pfi asymbiotickém vysevu jsou semena vysévana na kultivaéni
média, ktera obsahuji latky, jez potiebuji semena orchideji pro vykli¢eni. Tento druh
generativniho rozmnozovani je zalozen na tom, ze pfitomnost mykorrhizni houby je

nahrazovana chemickymi latkami (ROLLKE, 2007).

2.1.9 Mykorrhiza a mykotrofie u vstavacovitych rostlin

Jev, ktery je nediln¢ spjat s zivotnim cyklem a ontogenetickym vyvojem
vstavacovitych rostlin, se nazyvd mykorrhiza. Tento termin oznacuje symbioticky
vztah mezi rostlinou a houbovymi vlakny (tzv. hyfami) urcitych druhi hub. Tyto
houby mohou byt saprofytické, parazitické ¢i tvotici ektomykorhizy (GRYNDLER et
al., 2004).

Druh mykorrhizy, ktery se vyskytuje pouze u rostlin ¢eledi vstavacovitych, se
nazyva orchideoidni mykorrhiza (GRYNDLER et al., 2004). JEZEK (2003) uvadi, Ze
vSichni zastupci této celedi jsou na tomto druhu symbidzy Zivotné zavisli,
PROCHAZKA (1980) vsak zminuje schopnost druhti Sobralia macrantha a Bletilla

striga klicit a rovnéz rust ,,bez houbového endofyta®.

Zatimco vyznam orchideje pro houbu neni podle JEZKA (2003) piesné znam,
hostitelska rostlina ziskavd diky mykorhiznimu vztahu shoubou organické
I anorganické latky (PROCHAZKA, 1980). PROCHAZKA a VELISEK (1983) uvadéji, ze
prorastani houbovych hyf do kofend vstavaCovitych rostlin probihd na ukor
vyzivovych latek rostliny, avSak v pribéhu doby zacne orchidej parazitovat
na houbé¢, a vyuziva ji pro svou vyzivu. DUSEK a KRISTEK (1986) uvad¢ji, ze mnohé

orchideje dokazou ptipadny nedostatek svétla vyvazit zintenzivnénim mykotrofie.

Za pocatek vzniku orchideoidni mykorrhizy je mozné oznacit infekci
vstavacovité rostliny uré¢itym druhem houby. PROCHAZKA (1980) vysvétluje princip
infekce tak, Ze dochazi k prortistani hyf houby buinikami rhizodermu do korového
parenchymu. Toto prorastani se podle GRYNDLERA et al. (2004) pravdépodobné déje

pfes plazmodesmy. K infekci semen dochazi podle JEZKA (2003) tim, Ze houba
23



vnikne do semene jeho spodni ¢asti. PROCHAZKA a VELISEK (1983) uvadéji, ze
semena orchideji zacnou kli¢it vzdy v pfihodnych podminkach, bez mykorrhizy je
vsak dalsi vyvoj semen nemozny (JEZEK, 2003). Podle NASHE a LA CRroix (2007) je
nakli¢eni umoznéno diky vedlejSim produktim metabolismu houby. ZOUN (2008)
uvadi, ze rostliny orchideji pfi kli¢eni pottebuji pouze latky, které mykorrhizni houba

produkuje, nikoliv houbu samotnou.

Jedou zpfi¢in, ktera by mohla vysvétlovat dilezitost mykorrhizy pro
vstavacovité rostliny, je skutecnost, Ze orchideje vytvareji pomérné malo kofend, coz
je neptiznivé z hlediska ptijmu vody a zivin z pudy (GRYNDLER et al., 2004). I ptes
tuto skuteénost se infekce houbou nevyskytuje u vSech kofenti — PROCHAZKA (1980)
uvadi, ze u druhu Epipactis helleborine (krustik Sirokolisty) se mykorrhiza vyskytuje
asi u 25 % kotfentt a pomér mykorrhizni houbou infikovanych kofend (stejné jako
pomér mezi heterotrofii a autotrofii) se mlze ménit se zménou ekologickych

podminek v okoli rostliny.

Néekteti autofi uvadéji, ze nedélené kotfenové hlizy, které se vyskytuji napf.
urodu Orchis, nejsou, na rozdil od kotenu terestrickych orchideji, kolonizovany
houbami (GRYNDLER et al., 2004 a PROCHAzZKA, 1980). V této souvislosti je
zminovana tvorba latek orchinolu a hyrcinolu, jez maji antimikrobidlni ucinky a
brani hlizy orchideji pfed napadenim houbovymi infekcemi (PROCHAZKA a VELISEK,
1983).

Orchideoidni mykorrhiza se u nékterych druhi orchideji nevyskytuje ve vsech
fazich ontogenetického vyvoje rostliny, zatimco jiné druhy jsou na symbidze
s houbou zavislé po cely zivot (JEZEK, 2003). PROCHAZKA (1980) uvadi, ze
vstavacovité rostliny se na pocatku svého vyvoje vyZivuji pouze heterotrofné
(mykotrofn€), zatimco v dospélosti se nckteré druhy rostlin dale vyzivuji
heterotrofné a jiné mixotrofné az autotrofné, pfiCemz tentyz autor dale uvadi, ze
mykorrhiza a mykotrofie jsou u vstavacovitych rostlin nadfazeny autotrofnimu

zpusobu vyZivy.

Orchideoidni mykorrhizu tvofi zejména tyto rody hub: Rhizoctonia, Epulorrhiza,

Ceratorhiza ¢i Moniliopsis (GRYNDLER et al.,, 2004). Na kotenech terestrickych
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orchideji byl zjistén vyskyt téchto rodd hub: Rhizoctonia, Tulasnella a Ceratorhiza
(AGUSTINIET AL., 2009).

2.1.10 Ochrana orchideji

Obecné je mozné fici, ze orchideje patfi mezi rostliny s niz$i konkurencni
schopnosti (NASH a LA CRrRoix, 2007). Tyto rostliny se sice dokazaly ptizpusobit
Siroké Skale ekosystému, avsak ERFKAMP (2008) poukazuje na to, ze tato adaptace
probihala velmi pomalu a rychlym zménam prostiedi orchideje nejsou schopné se

oy oo

K vyhynuti.

Existence nékterych druhil orchideji v ur¢itém prostiedi mize byt vazéna napf.
na mikroklima (JEZEK (2003) uvadi, ze u epifytnich orchideji je ,limitujicim
faktorem* uroven vzdusné vlhkosti a jeji kolisani) nebo na vyskyt urcitych

opylovact (ERFKAMP, 2008).

Podle PROCHAZKY a VELISKA (1983) maji vliv na snizovani poctu orchideji napft.
tyto antropogenni faktory: snizovani ploch porostlych vegetaci v disledku zastavby
¢i t€zby nerostnych surovin, aplikace herbicidi ¢i ,,zmény ve struktufe ptidniho
fondu“. Podle ZOUNA (2008) jsou orchideje ohrozovany kacenim lesti za ucelem
ziskani vzacného dieva a také likvidaci ,,ptivodnich porosti® pro ziskani ,,nové
zem&délské pudy“. ROLLKE (2007) uvadi, ze orchideje jsou ohroZovany téz

,nekontrolovanym sbérem*.

Na orchideje se vztahuje CITES (Umluva o mezinarodnim obchodé ohroZenymi
druhy voln¢ zijicich zivocichli a rostlin), kterd ,reguluje mezindrodni obchod*

s ohrozenymi rostlinnymi a zivo¢isnymi druhy (NAsSH a LA CRoIX, 2007).

Ochrana rostlin v Ceské republice je zajistovana zakonem &. 114/1992 Sb.,
0 ochran¢ ptirody a krajiny, v platném znéni a také vyhlaskou ¢. 395/1992 Sb.,
k provedeni n¢kterych ustanoveni zakona o ochrané ptirody a krajiny. V pftiloze ¢. |l
této vyhlasky jsou vyjmenovany zvlast€¢ chranéné druhy rostlin, které jsou dale

déleny na druhy kriticky ohrozené, druhy siln¢ ohroZené a druhy ohrozené.
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Mezi druhy kriticky ohrozené jsou fazeny napf. tyto vstavacovité rostliny: Listera
cordata (bradacek srd¢ity), Liparis loeselii (Hlizovec loeseltiv) ¢i Ophrys apifera
(tofi¢ vCelonosny), mezi druhy silné¢ ohrozené patii ze vstavacovitych rostlin napf.
Epipactis palustris (krustik bahenni), Cephalanthera rubra (okrotice ¢ervena) nebo
Orchis purpurea (vstava¢ nachovy) a k druhim ohrozenym patii napf. tyto orchideje:
Epipactis purpurata (krustik modrofialovy), Gymnadenia conopsea (pétiprstka
zezulnik) ¢i Dactylorhiza majalis (prstnatec majovy) (Pfiloha ¢. II vyhlasky
k provedeni nékterych ustanoveni zakona ¢. 114/92 Sb., ¢.395/92)

2.1.11 Obchod s orchidejemi

Orchideje jsou Vv poslednich letech popularnimi kvétinami, ¢emuz odpovida
jejich produkce a obrat v zahrani¢nim obchodu Ceské republiky. V roce 2008 ¢inila
hodnota dovozu fezanych orchideji do Ceské republiky vice nez 46,5 mil. K& a
hodnota vyvozu 1,38 mil. K&, pfiemz nejvyssi dovoz orchideji do Ceské republiky
byl v tomto roce uskute¢iovan z Nizozemi (28,4 mil. K¢&) a z Thajska (17,36 mil.
K&), a nejvyssi vyvoz orchideji uskute¢iiovala Ceska republika na Slovensko (1,3

mil. K¢) (Situaéni a vyhledova zprava — okrasné rostliny, prosinec 2009).

ROLLKE (2007) uvadi, ze az do obdobi 70. let 20. stoleti méla vétSina
vstavacovitych rostlin prodavanych v Americe a v Evropé plvod v tropickych
destnych ¢i mlznych lesech. VyuZivani tkanovych kultur umoZiluje rychlé
namnoZeni kvalitnich rostlin, ¢ehoz je vyuZivano pii mnozeni orchideji (VOTRUBA,
1987). Diky rozmnozovani orchideji technikami in vitro také mohlo dojit ke snizeni
cen kultivard orchideji (DUSEK a KRISTEK, 1986). Podle VOTRuBY (1987) jsou
zakladni metodou pouzivanou pii mnozeni orchideji v podminkach in vitro

meristémové kultury.

2.2 Péstovani rostlin v kulturach in vitro

2.2.1 Kultivace rostlin v podminkach in vitro

Pii péstovani rostlin v kulturach in vitro se jedna o péstovani rostlin v umélych
podminkach. Mezi tyto podminky (tzv. kultiva¢ni podminky) patiti vhodna teplota,
mnozstvi a kvalita svétla, vlhkost a kultivaéni médium (KOvAC, 1992). ,,In vitro® je
do cestiny ptekladdno jako ,,ve skle® (JEZEK, 2003), nebot péstovani rostlin

v kulturach in vitro je uskuteéiiovano nejcastéji ve sklenénych ¢&i plastovych
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nadobkach. Podle ZOUNA (2008) se pro kultivaci rostlin in vitro vzilo rovnéz
oznaceni ,,mnozeni na agaru“. PROCHAZKA (1980) uvadi, ze v kulturach in vitro jsou
kultivovany izolované casti rostlin. Podle ZOUNA (2008) je rozmnoZovani rostlin
Vv kulturach in vitro vyznamné uplatiiovano pii produkci orchideji. ROLLKE (2007)
uvadi, ze v Evropé jsou za rok vyprodukovany desitky tisic rostlin orchideji.
HRADILIK (2005) uvadi vyuzivani explantatovych technik u zhruba 5 000 rostlinnych
druhd.

V kulturach in vitro mtze dochazet ke kultivaci riznych ¢asti rostlinnych tél.
Rostliny mohou byt rozmnozovany ze somatickych bun¢k kultivaci bud’ samotnych
bunck, bunécnych pletiv ¢i celych rostlinnych casti — pak byvaji tyto kultury
oznaCovany jako tkanové ¢i explantatové kultury in vitro, nebo mohou byt
na kultivacni média vysévdna piimo semena rostlin, coz se oznacuje jako tzv.
asymbioticky vysev. Ve vSech pfipadech je vSak nutné zachovavat v kulturach

in vitro sterilni podminky.

2.2.2 Metody kultivace rostlin v podminkach in vitro

Metody tkanovych kultur rostlin, t€Z oznaCované jako tzv. mikropropagace se
fadi k vegetativnim zplsobum rozmnozovani rostlin (KOVAC, 1992). Podle
HRADILIKA (2005) jsou tyto metody vyuZivany jak v praxi pfi rozmnozovani rostlin,
tak ve vyzkumu. Pfi kultivaci rostlin v podminkach in vitro jsou pouzivany razné
metody. Podle KOVACE (1992) mezi zakladni zpuisoby kultivace rostlin in vitro patii
mnozeni tvorbou prytl zuzlabnich (axilarnich) pupenti, jez zahrnuje kultivaci
vzrostnych (apikélnich) vrchold, popi. kultivaci pouze meristémt a kultivaci tzv.
jednonodalnich segmentt, a dale mnozeni pomoci tvorby adventivnich pryti ¢i
adventivnich somatickych embryi, které je dadle mozné rozdélit na mnoZeni piimou
morfogenezi (jednd se o pifimou tvorbu adventivnich pupenti ¢i piimou
embryogenezi) a mnoZeni nepfimou morfogenezi, kam spadd odvozeni kalusi,

organogeneze v kalusové kultufe a mnozeni nepiimou somatickou embryogenezi.

Kultivace vzrostnych (apikalnich) vrchola
Na vrcholech stonku a kofenti se vyskytuji tzv. apikalni meristémy (NOVAK,

1990). Vrcholova ¢ast stonku, obsahujici tyto apikalni meristémy a né€kolik listovych

27



zakladi (tzv. primordii) tvofi 0,5 — 3 mm velky rostlinny explantat, ktery je pouzivan

pfi kultivaci apikalnich vrchold v kulturach in vitro (KovAc, 1992).

Kultivace meristému

Kultivovat je mozné také soubor meristematickych bunék (meristematicka
pletiva). Tato metoda umoznuje ve velkém mnozstvi ziskdvat potomstvo, které je
vzajemné geneticky identické pii zachovani jeho vysoké genetické stability (NOVAK,
1990). Kultivovany meristematicky explantat ma v tomto ptipad¢ velikost asi 0,1 —
0,5 mm (KovAc, 1992). Tento typ explantatovach kultur rostlin byva rovnéz
oznacovan pojmy ,,meristémové kultury” (NOVAK, 1990) nebo ,tkanové kultury*
(ROLLKE, 2007). Kultivace meristémi se vyuziva pii tzv. ozdravovani kultur
(KoVAC, 1992). VOTRUBA (1987) uvadi vyuziti meristémovych kultur u jahodniku a

bezostnych ostruzin.

Kultivace jednonodalnich segmentii

Metoda kultivace jednonodéalnich segmentli je zaloZzena na kultivovani
jednonodovych ¢asti stonkil obsahujicich minimalné jeden axilarni pupen, pficemz
mezi vyhody této metody patii vysokd genetickd stabilita a GspéSnost zejména pii

rozmnozovani bylin (KOVAC, 1992).

Prima tvorba adventivnich pupent
Pii tzv. ptimé tvorbé adventivnich pupeni dochézi ke vzniku rostlinnych prytt
z apikalnich ¢i axilarnich pupent, tedy =ze struktur, které nejsou predem

diferencované (KOVAC, 1992).

Pfima embryogeneze

Pro pfimou embryogenezi je typické, Ze na primarnich explantatech vznikaji
somaticka embrya, a to z pletiv hypokotylu kli¢nich rostlin, d€loh kli¢nich rostlin ¢i
zygotickych embryi (KOVAC, 1992). Kultivaéni médium by pfi izolovani rostlinnych
embryi mélo obsahovat zejména cukry, pfitomnost auxini v kultivacnim médiu

obvykle neni nutna (NOVAK, 1990).

Odvozovani kalusovych kultur
HRADILIK (2005) uvadi, ze kalusové kultury jsou nejstarsi metodou pouzivanou

pii kultivaci rostlin in vitro. Kalus lze u jednod€loznych rostlin odvozovat napiiklad
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z pletiv kvétnich primordii, noddlnich ¢asti stonku ¢i rostlinnych embryi, a to
zejména umisténim explantati do tekutého média s vysSi koncentraci auxinu
(KovAc, 1992). Podle NOVAKA (1990) vede k proliferaci kalusu nizka koncentrace
cytokininu a vysoka koncentrace auxinu. JEZEK (2003) uvadi, Ze pti ziskavani kalusu
jsou kultivované meristematické explantaty umistovany na otacejicim se bubnu.
Podle KOVACE (1992) jsou dlouhodobé kultivované kalusové kultury cytologicky

nestabilni.

Organogeneze v kalusovych kulturach

Pii organogenezi v kalusovych kulturdich dochazi ke vzniku rostlin (nebo
rostlinnych ¢asti) zpletiv kalusové kultury, proto tato organogeneze byva
oznafovana za organogenezi nepiimou (KOVAC, 1992). NOovAK (1990) uvadi, ze
malokdy dojde k vytvofeni tzv. kofenovych a stonkovych meristemoidi z kalusu
najednou, Vv disledku odlisnych narokti meristemoidii na pfitomnost ristovych
regulatorti. Podle KOVACE (1992) jsou zéklady rostlinnych organii vytvaieny
Z kalusu na kultivaénim médiu, které ma nizsi obsah auxinu. NOVAK (1990) uvadi, ze
regenerace prytll a pupenil je podnécovana vysokym obsahem cytokininu a nizkym

obsahem auxinu.

MnoZeni nepfimou somatickou embryogenezi

Tento druhu mnoZeni v podminkach in vitro je tzv. vegetativni propagaci a
dochézi pii ném ke vzniku embrya, popt. celé rostliny z jiné buiky, neZ ze zygoty
(HRADILIK, 2005). Somatickd embryogeneze ma tyto etapy: odvozeni kalusové
kultury a nésledné suspenzni kultury, redukce auxinu v zivném médiu a pasdzovani
somatickych embryi na Zivnd média s optimalnim sloZenim pro dalsi vyvoj (KOVAC,
1992). Podle HRADILIKA (2005) dochazi ke vzniku tzv. embryogenniho kalusu, ktery
muZe vznikat z endospermu, kvétnich primordii, pylovych zrn, zygotickych embryi a

dalsich mladych pletiv.

2.2.3 Vyznam pouzivani explantatovych kultur rostlin
* Pii mikropropagaci rostlin je mozné namnozeni rostlin se stejnymi
vlastnostmi, jaké ma rostlina, ze které jsou kultivované rostlinné explantaty

(Zoun, 2008)
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» Nekteré metody kultivace rostlinnych explantdti maji pomérné vysoky

mnozitelsky koeficient — napt. somaticka embryogeneze (KOVAC, 1992)

* Namnozeni velkého mnoZzstvi rostlin za pomérné kratké casové obdobi

(JEZEK, 2003)

» Existuji rovnéZ metody kultivace rostlinnych explantatd, u kterych jsou
vysledné rostlinné explantaty (tzv. regeneranty) geneticky pomérné stabilni —

napt. metoda kultivace jednonodalnich segmentt (KOVAC, 1992)

* U rostlinnych druhli ohroZzenych vyhynutim nebo u druhii s vyznamnymi
genetickymi vlastnostmi je mozné pouzit tzv. kryoprezervaci, pti které jsou
rostliny uchovavany ve zmrazeném stavu za teploty - 196°C (HRADILIK,
2005)

» Produkce bezvirdznich rostlin a ozdravovani rostlin v zemédé€lstvi (KOVAC,

1992)

» Kombinaci meristémovych kultur a embryokultur u rostlin je mozné urychlit

,»Slechtitelsky proces* (VOTRUBA, 1987)

2.2.4 Faze mikropropagace
Klonovani rostlin v podminkach in vitro také byva oznaCovano jako tzv.
mikropropagace (NOVAK, 1990). Podle KoVACE (1992) je mikropropagace

rozdélovana do nasledujicich fazi:

Odvozovani sterilni kultury (t€Z oznaCované jako primokultura)

pfi vyuziti povrchové sterilizace rostlinného materialu

e Pasdzovani primokultury na Zivnd média s cilem dosaZeni proliferace

kultury rostlinnych explantat
e Zakofenovani rostlin v podminkach in vitro

e Pfevod rostlin do prostfedi in vivo a jejich aklimatizace na podminky
in vivo, popt. zakofenovani rostlin, pokud neprobéhlo v prostiedi

in vitro
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2.2.5 Sterilizace rostlinného materialu

Sterilizace rostlinného materialu je jednou znejvyznamnéjSich ¢asti
mikropropagace, nebot’ ziskdni povrchové sterilnich explantati je stézejni pro
péstovani rostlin v kulturach in vitro. Na povrchu rostlin se vyskytuje velké mnozstvi
mikroorganismil a je vyuzivana celd fada postupti a desinfek¢nich prostredka, které

mayji za cil ziskani rostlin, jejichZ povrch bude mikroorganismu prosty.

Nekteré metody sterilizace rostlinného materialu vyuzivaji zvySené teploty
k eliminaci virt, avSak pfili§ vysoké hodnoty teplot, oznacované jako nefyziologické,
mohou Vv uréitych pfipadech zvySovat vyskyt tzv. somatickych mutaci v rostlinném

materialu (NOVAK, 1990)

KoOVAC (1992) doporucuje pied provadénim desinfekce oplachovani rostlin
pod tekouci vodou (po dobu 0,5 — 2 hodiny) a rovnéz oplachovani sapondtem
Snaslednym oplachovanim vodou zdGvodu zvySovani smacivosti povrchu
explantatli, coz ma vliv na zvySeni ucinnosti desinfekcénich prostiedki pouzivanych

ke sterilizaci rostlin.

Ke sterilizaci rostlinného materidlu se pouZivaji zejména tyto desinfekéni
prostiedky: chlornan sodny v koncentraci 0,5 — 5%, dusi¢nan stiibrny v koncentraci
1%, bromova voda v koncentraci 1 — 2% a chlorid rtutnaty v koncentraci 0,1 — 1%

(KOVAC, 1992).

Dale byva doporucovano pouzivani etanolu o riznych koncentracich.
Zatimco HRADILIK (2005) uvadi pouZivani 70% etanolu po dobu 5 sekund, KOVAC
(1992) zminuje pouzivani etanolu o koncentraci 75 — 95% a dobu pisobeni v fadu
sekund az minut. V nékterych pfipadech je mozné pouzit etanol o vyssich
koncentracich - VOTRUBA (1987) uvadi pouziti etanolu o koncentraci dokonce 96%
po dobu 5 — 10 minut pfi sterilizaci rostlinnych semen. CASANOVA et al. (2008)
zminuje sterilizaci povrchu poupat karafiatu v 96% etanolu po dobu 5 sekund. Podle
KOVACE (1992) ma ponoteni rostlinnych explantati do etanolu o koncentraci 70%

po dobu 2 minut vliv na zvySeni smacivosti povrchu téchto explantati.

Dale se pouziva chlorové vapno o koncentraci 4 — 5% (HRADILIK, 2005), 2,5

— 5% Chloramin B (VOTRUBA, 1987) ¢i 10 — 15% roztok komer¢né vyrabéného
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roztoku SAVO Super (KoVAC, 1992). Casté pouzivani roztoku ,,desinfekéniho
prosttedku SAVO* pfi sterilizaci rostlinného materialu uvadi téz ZOuN (2008), a to

v koncentraci 5 — 20% pti dob¢ ptsobeni 10 — 20 minut.

| vpiipadé uspésné povrchové sterilizace muze dojit k projeveni infekce
v explantatovych kulturach rostlin in vitro. Tento jev mize byt zapfi¢inén endogenni
infekei rostlinnych pletiv uvniti rostliny. V téchto ptipadech se pouzivaji antibiotika
aplikovana na povrch rostlinnych explantiti ¢i obsazend v kultivacnich zivnych

pidach (KOVAC, 1992).

2.2.6 Slozeni kultivaénich médii

Pii kultivaci rostlin v podminkach in vitro je velmi ddlezité slozeni
kultivaéniho média, nebot’ ovliviiuje rast i morfogenezi kultivovanych rostlin
(KovAc, 1992). Existuje mnoho druht kultivaénich médii, jejichz pouziti je zavislé
na charakteru explantitové kultury rostlin, druhu rostlin a téz zdméru kultivace. Dle
HRADILIKA (2005) obsahuji kultiva¢ni média obvykle tyto slozky: makroelementy,
mikroelementy, aminokyseliny, vitaminy, sacharidy, zpevnujici latku, rlstoveé
regulatory a redestilovanou vodu. Kromé téchto sloZzek mohou byt pfidavany 1 dalsi

latky.

Makroelementy

Mezi mikroelementy se fadi tyto prvky: dusik, fosfor, vapnik, draslik, hot¢ik
a sira (KOVAC, 1992). Podle HRADILIKA (2005) by mélo byt v kultivaénim médiu
obsazeno 25 — 60 mM anorganického dusiku. KOVAC (1992) zminuje zlepSeni ristu
rostlin v médiu obsahujicim zaroven dusik ve formé nitratové a dusik ve formeé
amonnych soli. Zdrojem dusiku v kultivatnim médiu mohou byt rovnéz bilkovinné
hydrolyzaty a aminokyseliny (HRADILIK, 2005). Podle KOVACE (1992) byva dusik
V kultivanim médiu pfitomen ve formé& dusi¢nanu amonného a dusi¢nanu

draselného.

Mikroelementy

Mikroelementy pfidavanymi do kultivaénich médii jsou: Zelezo, mangan,
zinek, bor, méd’ a molybden (KOVAC, 1992). HRADILIK (2005) mezi mikroelementy
fadi téz kobalt. KOVAC (1992) uvadi, ze pfitomnost Zeleza, zinku, manganu, boru,

meédi a molybdenu jsou pro rist rostlin v kulturach in vitro nezbytna, zatimco ostatni
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ptidavané prvky jako kobalt, jod, chlér a sodik pro rast rostlin nezbytné byt
nemuseji. Podle HRADILIKA (2005) byvaji mikroelementy v kultivacnich médiich

obsahovany v koncentraci 0,1 — 100 pM.

Aminokyseliny

Aminokyseliny pfedstavuji pro rostliny bezprosttedni zdroj dusiku a
pouzivaji se k podporovani ristu pii kultivaci rostlinnych explantatt (KOvAc, 1992).
Podle HRADILIKA (2005) byvaji do kultivacnich médii pfidavany napf. tyto

aminokyseliny: glycin, L-asparagin ¢i L-glutamin.

Vitaminy

Vitaminy jsou katalyzatory metabolickych procesii a jejich pfitomnost je tak
pro rostliny nezbytna. RovnéZ mohou byt limitujicim faktorem ridstu rostlinnych
explantatt v kulturach in vitro (KovAc, 1992). Podle HRADILIKA (2005) jsou
do kultiva¢nich médii nejcastéji pridavany tyto vitaminy: thiamin, pyridoxin,
kyselina nikotinova a myo-inositol. Z téchto vitaminu je z hlediska rastu rostlinnych
explantati nepostradatelny zejména thiamin (KOVAC, 1992). HRADILIK (2005) uvadi,
ze do kultiva¢nich médii mohou byt pfidavany téZ dalSi vitaminy, napf. kyselina

askorbova, kyselina pantotenova, kyselina listova, biotin a riboflavin.

Sacharidy

Sacharidy pfedstavuji pro rostliny zejména zdroj energie. Orchideje rostouci
Vv pfirod¢ ziskéavaji sacharidy pfi fotosyntéze ¢i prostfednictvim mykorrhizni houby.
Pro podporu rustu rostlin v kulturach in vitro se pouzivaji exogenni cukry
(VORACKOVA et al., 1998). V kultiva¢nich médiich byvaji cukry pfitomny zejména
ve formé sachar6zy, a to obvykle v koncentraci 2 — 3%. PROCHAZKA a VELISEK
(1983) uvadeji, Ze obsah cukerného roztoku v kultivaénim médiu by nemél
ptesahovat koncentraci 5%. PROCHAZKA (1980) uvadi, Zze obsah cukri v médiu
0 koncentraci nad 5% vyvolava u rostlin chloréozu. Podle NOVAKA (1990) miiZze
pfitomnost sachardzy v kultivaénim médiu zplsobovat ,naruSeni fotosyntetické
funkce* listl vytvorenych in vitro. VORACKOVA et al. (1998) uvadi, ze obsah cukri
Vv kultiva¢nim médiu pozitivné ovliviiuje rist a vyvoj rostlin v kulturach in vitro, ale

téz pozitivné ovliviiuje uspésnost pievedeni rostlin do podminek ex vitro. SHA VALLI
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KHAN et al. (1999) uvadi zvySeni zakofenovani pti obsahu sacharézy v kultivacnim
médiu vrozmezi 1 — 3% a utlumovani kofenéni pfi dal§im zvySovéani obsahu
sachar6zy na 4 — 5% pii kultivaci rostliny Syzygium alternifolium (Myrtaceae)

in vitro.

Zpeviujici latka

Kultivaéni média se obvykle rozlisuji na tekutd a pevna. Hojn¢ pouzivanou
zpeviujici latkou u tuhych kultivaénich médii je agar (KOVAC, 1992). Agar je
ziskavan z nékterych ruduch (Rhodophyta), napt. z rodu Gelidium (JELINEK a
ZICHACEK, 2005). Zpevnéni média je dilezité pro ukotveni rostlinnych explantati,
¢imz muize byt zajiStovan kontakt erxplantovanych casti rostlin se vzduchem
(HRADILIK, 2005). Agarovy gel tuhne pfi teploté 45°C (KOVAC, 1992), a jeho tuhost
je mozné ovliviiovat druhem agaru, hodnotou pH kultivaéniho média a téZ obsahem
agaru v médiu (HRADILIK, 2005). Podle KOVACE (1992) se koncentrace agaru

Vv kultivacnim médiu obvykle pohybuje v rozmezi 0,8 — 1%.

Riistové regulatory
Rustovymi regulatory pouzivanymi pfi kultivaci rostlin in vitro v kultiva¢nich
médiich jsou podle KOVACE (1992) auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina

abscisova. Tyto latky patii mezi fytohormony.

Auxiny

Auxiny jsou typem fytohormont, které podnécuji déleni bunék, plsobi
na vytvareni adventivnich kotent, zptisobuji opadéni listii a ploda a také zpomaluji
rist pupenti (PROCHAZKA, S., 1998). Existuje nékolik chemickych latek, které se fadi
mezi auxiny. Mezi auxiny pouzivané v kultiva¢nich médiich patii podle HRADILIKA
(2005) napt. kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-maselna (IBA),
kyselina 2,4-dichlorfenoxyloctova (2,4-D) ¢i kyselina naftyloctova (NAA). NAA je
pfirodnim auxinem, IBA, 2,4-D a NAA jsou syntetickymi auxiny (KOVAC, 1992).

NOVAK (1990) uvadi, ze samotna 2,4-D ma vliv na proliferaci kalusu.

HRADILIK (2005) uvadi, Ze rizné druhy auxini se vyznacuji riiznou G¢innosti,
na niz maji vliv 1 ristové podminky a typ rostlinného explantatu. PROCHAZKA, S.,
(1998) uvadi, Ze Gc¢inky auxini se uplatiuji pii zakotfeniovani rostlinnych tizki. Podle
HRADILIKA (2005) se vliv auxint v kultivaénim médiu projevuje zejména tim, ze
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podnécuje rust apikalnich meristémil a rist kalusu a také plsobi na somatickou
embryogenezi a na tvorbu adventivnich kofenli. Podle NOVAKA (1990) ma vyrazny

vliv na podporu tvorby kofenti v podminkach in vitro IBA.
Cytokyniny

Do kultivacnich médii se ptidavaji napf. tyto cytokininy: benzylaminopurin
(BAP), isopentenyladenin (2iP), furfurylaminopurin a zeatin (HRADILIK, 2005).
KovAC (1992) uvadi, ze benzylaminopurin (BAP) byva téz oznacCovan jako
benzyladenin (BA). Podle PRrROCHAZKY, S. (1998) pritomnost cytokynini
v kombinaci s pfitomnosti auxinu v kulturach in vitro podnécuje déleni bunék a
diferenciaci pupenl a kotfenti. Oproti tomu HRADILIK (2005) uvadi, Ze cytokininy
Vv kultiva¢nim médiu mohou v nékterych piipadech tvorbé kotfent branit. TEE et al.
(2008) uvadéji utlumovani tvorby kofenti na kultivaénim médiu s obsahem BA a

zakotfenovani pfi kultivaci na médiu bez obsahu BA u rostliny Dendrobium.

Velmi zélezi na vzdjemném poméru auxini a cytokynini v kultivacnim
médiu. RovnéZ celkova mnozstvi auxinil a cytokininll v kultivaénim médiu ovliviuji
kultivaci rostlinnych explantata (KOVAC, 1992). PROCHAZKA, S. (1998) uvadi, ze
pokud je obsah auxinu vys§i nez obsah cytokininu, je podporovana diferenciace
kotentl, zatimco vyS$i obsah cytokyninu nez je obsah auxinu podporuje diferenciaci
pupent. Podle KOVACE (1992) je vysSimi koncentracemi cytokyninil v kultiva¢nich
médiich dosahovano napf. stimulace tvorby axilarnich pryth (inhibici tzv. apikéalni

dominance) u klonového mnozeni rostlinnych explantati.

Gibereliny
Podle HRADILIKA (2005) rostlinné explantaty v kulturach in vitro obvykle

pfitomnost giberelin v kultivaénim médiu nevyzaduji. Gibereliny pfidavanymi
do kultiva¢nich médii byvaji obvykle GA3z a GA7 (KOVAC, 1992). HRADILIK (2005)
uvadi, ze giberelin GA3 V kulturach in vitro podnécuje rist kalusu, rist bunéénych

struktur a vyuzivan je rovnéz k podpote ristu zakrslych rostlin.

Kyselina abscisova (ABA)
Kyselina abscisova patii do skupiny tzv. abscisini (PROCHAZKA, S., 1998).

Ptitomnost ABA v kultivacnich médiich obvykle rovnéz neni nutna, podle
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HRADILIKA (2005) vSak byva pfidavana napi. pro ,,indukci somatickych embryi,

stimulaci tuberizace, kvétni indukce, navozeni dormance*.

Ostatni slozky médii

Do kultivacnich médii byly v nékterych piipadech ptidavany také slozky (tzv.
nedefinované organické slozky médii), které mohou pisobit na rast kultivovanych
rostlinnych explantatti. Témito slozkami jsou napft.: protein hydrolyzatu, kvasni¢ny
¢i sladovy extrakt, extrakt z bananu, kokosové mléko ¢i extrakt z pomerancové stavy
(KovAC, 1992). PROCHAZKA a VELISEK (1983) zmifuji rovnéZ pouZzivani rybi

emulze a tomatové Stavy jako zvlastnich slozek kultiva¢nich médii.

Ptidavano muze byt téz aktivni uhli, jehoz hlavni funkei v kultivatnim médiu
je schopnost pohlcovat metabolity explantatu, avSak zaroven mohou byt pohlcovany
fytohormony (HRADILIK, 2005). Aktivni uhli obsazené v kultivaénim médiu téz mize
ptispét k zabranéni hnédnuti rostlinnych explantati v kulturach in vitro, a to

navazanim fenolovych slouc¢enin produkovanych témito explantaty (KOVAC, 1992).

2.3 Orchidej Macodes petola (Bl.) Lindl

Macodes petola (Bl) Lindl se fadi do &eledi Orchidaceae, podceledi
Neottoidedae, tribu Neottieae a subtribu Physurinae, rod Macodes. Subtribus
Physuriane zahrnuje asi 30 rodi orchideji, jimZ je spole¢ny terestricky rast a mékké
listy, obvykle vyrazn€ zbarvené¢ (DUSEK a KRISTEK, 1986). Stonky orchideji
subtribu Physurinae jsou duznaté a polehavé ¢&i vzptimené (RAICHARD, 1995).
Z hlediska narokd na svétlo patii orchideje rodu Macodes mezi rostliny vyzadujici

stin (DUSEK a KRiSTEK, 1986).

Rostliny rodu Macodes jsou stalezelené (NASH a LA Croix, 2007),
s neopadavymi listy a bez obdobi vegeta¢niho klidu (DUSEK a KRIiSTEK, 1986).
V piirod¢ rostou v nadmotskych vyskach 300 — 1400 m. n. m., v oblastech
tropického deStného lesa ¢i mlZzného lesa pii nizké intenzité osvétleni, dennich
teplotach 21 — 27°C, no¢nich teplotach 16 — 18°C a trvalé vzdusné vlhkosti 78 - 80%
(BALOUNOVA a RAICHARD, 2001). Vyznacuji se napadné zbarvenymi, ozdobnymi
listy, které jsou zelené, popt. Cervené, se zlatou zilkovanou kresbou (ROLLKE, 2007).
Podle DuSkA a KRISTKA (1986) jsou listy rizicovit¢ usporadané. ERFKAMP (2008)

uvadi, ze listy rostlin rodu Macodes maji zilnatinu sit'natou.
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Kvétenstvi jsou vzpiimend (NASH a LA CRrRoix, 2007), kvéty pomérné
nevyrazné, malé, zbarvené dohnéda (ROLLKE, 2007), pfi¢emz Spicky tepald jsou bilé

(DUSEK a KRISTEK, 1986), a pysk je podle NASHE a LA CRoIX (2007) trojlalo¢ny.

Rostliny rodu Macodes se vyskytuji v Jihovychodni Asii (DUSEK a KRISTEK,
1986). Rod Macodes zahrnuje asi 9 rostlinnych druhu a fadi se mezi rody, které jsou
oznacovany jako tzv. ,jewel orchids* (NASH a LA CRoIX, 2007). Orchideje patfici do
rodu Macodes rostou terestricky, mohou vsak rast téz epifyticky i litofyticky
(BALOUNOVA a RAJCHARD, 2001). Do rodu Macodes patii napf. tyto rostlinné druhy:

Macodes petola Bl., Macodes sanderiana Rolfe a Macodes marmorata Bl. (DUSEK a
KRISTEK, 1986).

Obrazek ¢. 1: Macodes petola (Bl.) Lindl (Suchy, 2005)

Druh Macodes petola (Bl.) Lindl se podle NASHE a LA Croix (2007)
vyskytuje v oblasti od Sumatry po Filipiny, RAJCHARD (1995) uvadi vyskyt rostliny
Macodes petola (Bl.) Lindl na Javé a Malakce. Vyska rostliny se pohybuje okolo 18
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—20 cm (NAsH a LA CRrolx, 2007), listy jsou dlouhé kolem 6 cm (DUSEK a KRISTEK,
1986) a velikost kvéti je 7 — 10 mm (RAICHARD, 1995). Dorzalni sepalum a petaly

dohromady vytvareji pfilbovity atvar (BALOUNOVA a RAJCHARD, 2001).

Velmi zajimavé jsou listy orchideje Macodes petola (bl.) Lindl, které jsou
sametoveé zelené se zlatavou kresbou. Tyto listy vykazuji znamky adaptace
na svételné podminky v prostiedi vyskytu této orchideje — jedna se o konkavni tvar
bun¢k tvoticich pokozku listu, které zajistuji, ze listy na svém povrchu nejsou
mokré, a mohou také soustiedovat svételné paprsky smérem k chloroplastim

(BALOUNOVA a RAICHARD, 2001).

Podle NASHE a LA CRoIX (2007) ke kveteni rostlin druhu Macodes petola
(Bl.) Lindl dochdzi v 1ét¢, pticemz kveteni u rostliny trva asi 2 tydny (BALOUNOVA a
RAJCHARD, 2001).

Obrazek ¢. 2: Macodes petola (Bl.) Lindl — list Obrazek ¢&. 3: Macodes petola (Bl.) Lindl — detail listu
(Suchy, 2005) (Suchy, 2005)
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3. METODIKA

3.1 Rostlinny material

Pii praci byly pfipravovany rostlinné explantaty z rostliny Macodes petola (Bl.)
Lindl, ktera byla péstovana v substratu v nadobach. K tomuto ucelu byly vybrany a
pouzity pouze zdravé vypadajici lodyhy rostlin o vysce cca 10-15 cm s dostate¢nym

poctem velkych a neposkozenych listt.

3.2 Technické vybaveni pouZivané pri praci

Prace probihala v laboratofi vybavené flow boxem Labox s HEPA filtrem.
Rostlinné explantaty prevedené do prostiedi in vitro byly umistény do kultiva¢niho
boxu Sanyo MLR-351H. V boxu je nastavena teplota denni 26° C, no¢ni 23° C,
relativni vzdus$na vlhkost denni 70%, nocni 65 % a fotoperioda 12 hod. se svételnou

intenzitou 13,5 pmol.m™?.s™ FAR.

Obrazek ¢. 4: Kultivaéni box (Suchy, 2011) Obrazek ¢. 5: Laminarni flow box Labox (Suchy, 2011)
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Dale bylo pouzivano horské slunce vyzatujici UV zafeni, které bylo zapinano
1 hodinu pfed zapocetim prace a vypinano bezprostiedné ptred jejim zapocetim.

Horskym sluncem bylo ozatfovano zejména prostiedi flow boxu.

3.3 Pomiicky a chemikalie pouzivané pri praci

Pii praci byl pouzivan plynovy kahan, laboratorni sklo (zejména kadinky a
Petriho misky), pinzeta, ostré nlizky, skalpel, preparacni jehla a hlinikova folie. Déle
byla pouzivana sklenénéd tyCinka k michani roztokii a k pohybovani rostlinnymi
explantaty pti provadéni jejich sterilizace. Pti praci ve flow boxu byl pouzivan také

lihovy kahan a bunicina.

Z chemikalii byl pouzivan etanol o koncentraci 70% a 80%, roztoky

desinfekéniho prostiedku Savo a smacedlo (Jar).

3.4 Sterilita prostiredi a nastroji

Pro uspésné pievedeni rostlin z nesterilniho prostiedi do prostiedi in vitro je
stézejni dodrzovani postupti a pravidel, které vedou k ziskani explantatii prostych
infekce. Velmi dilezité je dbat na vytvofeni sterilniho pracovniho prostfedi. Tomu
znaéné napomaha vzduch, ktery je nasavan ptes filtr v zadni sténé flox boxu a hnan
smérem ven. Nemén¢ dulezité je pouzivat sterilni nastroje a dbat na to, aby nedoslo
ke kontaminaci sterilni destilované vody, v niZ jsou explantity v zavérecné fazi

postupu oplachovany.

VSechny néstroje a laboratorni sklo, které byly pfi praci pouzivany, musely byt
pfed zapocetim prace sterilizovany. Sterilizace byla provadéna v suSarné pfi teploté

110 °C, kam byly na 2 hodiny vkladany tyto pomucky zabalené v hlinikové folii.

Destilovana voda pouzivana k oplachovani a fedéni desinfekénich prostfedkt
byla sterilizovdna pfevafenim. Povrch kéadinky byl pted zahfivanim piekryt
hlinikovou f6lii, coz zabranovalo odparu vody béhem vateni a zejména piipadné
kontaminaci sterilni vody po pfevafeni z okolniho prostedi. Kédinka byla umisténa
nad plynovym kahanem, destilovand voda piivedena kvaru a v ném udrzovana
po dobu 30 minut. Poté byla jiz sterilni pfevafena destilovana voda ponechana

pii pokojové teploté, aby se ochladila a bylo ji mozné pouZit pti praci ve flow boxu.
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Stény a pracovni plocha flow boxu byly desinfikovany 80% roztokem etanolu,

aplikovanym z rozprasovace.

3.5 Agarové médium

Rostlinné explantaty byly pievaddény na zivné agarové médium. Ve vSech

ptipadech byl pouzit jeden typ média, a sice supermnozivé médium AK TDZ.

3.6 Metody prevodu rostlinnych explantatii na agar

Tropicka terestrickd orchidej Macodes petola (Bl.) Lindl byla kultivovana
do prostfedi in vitro metodou jednonodalnich segmentii na trovni primokultury.
Pti ptevodu rostlinnych explantati na agar bylo pouZito nékolik dale popsanych
metod, zaméfenych na zkoumani optimalizace koncentrace steriliza¢nich prostiedkt

a dobu jejich pisobeni na rostlinné explantaty.

Metoda ¢. 1

Povrchova sterilizace rostlinnych explantati Macodes petola (Bl.) Lindl byla
V této metodé provadéna 5% roztokem desinfekéniho prostfedku Savo po dobu 15
minut. 'V desinfekénim roztoku byla obsazena kapka smacedla. Pracovni postup

probihal nasledovné:

1. Ze vzrostlych, v substratu rostoucich rostlin Macodes petola (Bl.) Lindl bylo
asi 3 cm nad zemi nGzkami oddéleno néekolik lodyh o 5-6 listech
(na n¢kterych mistech z lodyhy vyrtstaly kofeny). Takto oddélené lodyhy
byly oplachnuty ve vlazné sterilni destilované vodé, aby byly z rostliny

odstranény zbytky péstebniho substratu a hrubé necistoty.

2. Z oplachnutych lodyh byly niizkami oddélovany jednotlivé explantaty, které
byly tvofeny 1 nodem, 1 listem a ¢astmi internodii, které byly ponechany asi
8 mm nad i1 pod nodem. Na n¢kterych explantatech byly ponechany drobné
koteny.

3. Pfipravené explantity byly nasledné¢ pomoci pinzety namoceny do 5 %
roztoku Sava s kapkou smacedla a pieneseny do aseptického prostiedi flow

boxu, kde byly ponechany celkem 15 minut. Piestoze byly explantaty zcela

ponoieny ve sterilizacnim roztoku, bylo béhem této doby rostlinami obcas
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pohybovano pomoci dlouhé sklenéné tyCinky, a to ztoho divodu, aby

sterilizacni roztok snaze pronikl ke v§em ¢astem rostliny.

4. B¢hem 15 minut, kdy na rostliny pusobil steriliza¢ni roztok, byla pozornost
zamé&fena na vysterilizovani nastroju jejich ponofenim do 80 % etanolu a
naslednym opalenim ploch, které¢ ptijdou do kontaktu s vysterilizovanymi
explantaty, nad plamenem lihového kahanu. Rovnéz uzaviené¢ nadobky

s agarovym médiem bylo nutné otfit buni¢inou namocenou v 80 % etanolu.

5. Po uplynuti 15 minut byly explantaty vyndany zroztoku Sava sterilni
pinzetou a oplachovany po dobu 10 minut ve vychladlé¢ pirevarené
destilované vodé, kterd byla rozlita do 3 kadinek. Toto oplachovani se

provadélo proto, aby z explantatu byly odstranény zbytky roztoku Sava.

6. Po oplachnuti explantiti ve sterilni destilované vodé byly jednotlivé
explantaty pfemistény za pomoci sterilni pinzety na agarové médium, vzdy

po jednom explantatu do jedné nadobky s médiem.
7. Nadobky s explantaty byly pfeneseny do kultiva¢niho boxu.
Metoda ¢. 2

Tato metoda byla svym postupem velmi podobnd metodé¢ ¢. 1. Zatimco vSak
u metody ¢. 1 byl list ponechan bez uprav, byla u této metody listova ¢epel zkracena

na 1-2 pétiny ptivodni délky. Postup provadéni této metody byl nésledujici:

1. Zrostliny, ktera rostla v substratu, bylo ntizkami odd¢leno nékolik lodyh, aby
bylo ziskdno potfebné mnoZstvi rostlinného materidlu pro vytvoreni

explantatd.
2. Odde¢lené lodyhy byly promyty ve vychladlé pievafené destilované vodé.

3. Zlodyh byly ostrymi ntzkami oddéleny explantaty. Kazdy explantat byl
tvofen jednim nodem, asi 8 mm dlouhymi ¢astmi internodii ponechanymi nad
a pod nodem a jednim listem, jehoZ Cepel byla ostrymi nizkami zkracena

na zhruba 1-2 pétiny pivodni délky.

4. Tyto explantaty byly potopeny do 5 % roztoku Sava s kapkou smacedla,

pieneseny do flow boxu a za obCasné¢ho zamichéni sklenénou tyCinkou
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sterilizovany po dobu 15 minut. Souc¢asné byla provadéna sterilizace nastroju,
otirani naddobek s agarovym médiem a pracovni plochy flow boxu buni¢inou

namoc¢enou v 80 % etanolu.

5. Po 15 minutach byly explantaty vyjmuty sterilni pinzetou z roztoku Sava a 3x
proplachovany v kadinkach se sterilni destilovanou vodou, aby z nich byly

odstranény zbytky Sava a smacedla.

6. Po dikladném, cca pétiminutovém oplachnuti, byly explantaty pinzetou

pfemistény do nddobek na agarové médium.

7. Explantaty umisténé na agarovém médiu byly preneseny do kultivaéniho

boxu.
Metoda ¢. 3

Pti této metodé byla oveéfovana sterilizace explantatii postupnym pouzitim obou
desinfekénich roztokd, nejprve 70 % etanolem a poté 2,5 % roztokem Sava. Dale
bylo pfitéto metod¢ provadéno zakracovéani internodia, a to z divodu odstranéni
rostlinnych pletiv, kterd mohou byt poSkozena pouzitim sterilizacnich prostredki.

Postup pfi provadéni metody €. 3:

1. Zrostliny rostouci v substratu byly nizkami oddéleny lodyhy asi 3 cm

nad substratem.

2. Oddélené lodyhy byly kratce oplachnuty ve vychladlé pievatené destilované
vodé. Pro lepSi odstranéni hrubych necistot bylo lodyhami pohybovano
pomoci dlouhé sklenéné tyc¢inky.

3. Zlodyh byly niizkami odd¢leny jednotlivé explantaty. Kazdy explantat byl
tvofen jednim nodem, jednim listem a dvéma asi 8 mm dlouhymi internodii,

Z nichz jedno internodium rostlo nad nodem a druhé pod nodem. Néktery

explantat obsahoval 1 drobny koten.

4. Nasledné byl kazdy explantat ponofen na 15 sekund do kadinky se 70 %

etanolem a prenesen do flow boxu.

5. Po vyjmuti explantidtu z etanolu nésledovalo jeho oplachnuti ve sterilni

destilované vodé.
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6.

9.

Po oplachnuti ve sterilni destilované vodé byly explantaty pfemistény sterilni
pinzetou do 2,5% roztoku Sava s kapkou smacedla a v tomto roztoku byly

za obcCasného zamichani sklenénou ty¢inkou ponechany po dobu 10 minut.

Po vyjmuti zroztoku byly 3x oplachovany v kadinkach se sterilni

destilovanou vodou po dobu 5 minut.

Po tetim oplachnuti byly explantaty z destilované vody vyjmuty a sterilnimi
nizkami byla oddélena asi 3 mm dlouhd c¢ast internodia rostouciho

pod nodem.

Takto pripravené explantaty byly pfeneseny umistény na agarové médium a

nasledné umistény do kultiva¢niho boxu.

Metoda ¢. 4

Pti provadéni této metody bylo jako steriliza¢niho prostfedku pouzito pouze

roztoku Sava s kapkou smacedla, oproti pfedchozim metodam vsak byla vyznamné

prodlouZena doba desinfekce explantati. Rovnéz u této metody bylo provadéno

zkracovani internodia pod listem. Postup metody:

1.

2.

3.

4.

Z rostliny rostouci v substratu byly oddéleny lodyhy s dostate¢nym poctem
listh. Tyto lodyhy byly za pomoci sklenéné ty€inky oplachovany ve sterilni

destilované vodé.

Po dikladném oplachnuti byly lodyhy z destilované vody vyjmuty a pomoci
ostrych niizek vytvofeny explantaty. Tyto explantaty opét sestavaly z jednoho
nodu, jednoho listu a 2dvou asi 8 mm dlouhych internodii. V tomto piipadé

nerostl z exlantat kofen.

Nasledovala sterilizace v 3 % roztoku Sava s kapkou smacedla. Explantaty
byly pfeneseny do sterilizaéniho roztoku a nadoba s timto roztokem a
explantaty byla umisténa ve flow boxu. Explantaty bylo v roztoku obcas
pohybovano pomoci sklenéné tyCinky. Celkova doba sterilizace Cinila

25 minut.

Po uplynuti 25 minut byly explantity vyjmuty zroztoku Sava sterilni
pinzetou a 3x dilkladné oplachovany ve sterilni destilované vodé po dobu asi

5 minut.
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Po oplachnuti byl kazdy explantat vyjmut sterilni pinzetou z destilované vody
a internodium pod listem bylo sterilnimi ostrymi ntzkami zkraceno asi

03 mm.

Takto vysterilizované a upravené explantaty byly umistény na agarové

médium pii snaze o jejich umisténi do média pod tthlem 45°.

Metoda €. 5

Také tato metoda byla zalozena na provadeéni povrchové sterilizace rostlinnych

explantati v etanolu i v roztoku Sava. Koncentrace Sava byla zvolena 2,5%, ale byla

prodlouzena doba ptisobeni na explantat. Pfi této metod¢€ nedochazelo k odstfihdvani

internodia. Postup metody:

1.

Ze zdravé vzrostlé rostliny Macodes petola (BI.) Lindl byly oddéleny lodyhy.

Tyto lodyhy byly kratce oplachovany ve vlazné sterilni destilované vod¢.

Po vyjmuti lodyh zvody byly ostrymi nizkami pfipraveny jednotlivé
explantaty. Kazdy z explantati byl tvofen jednim listem a dvéma internodii.

Na zadném z nich se nevyskytoval kofen.

Kazdy explantat byl na 15 sekund ponofen do 70 % etanolu a nasledné

oplachnut ve sterilni destilované vodé.

Poté byly explantaty ptfemistény za pomoci pinzety do roztoku Sava
o koncentraci 2,5% s kapkou smacedla a vtomto roztoku byly explantaty

ponechéany po dobu 15 minut.

Po vyymuti sterilni pinzetou a trojim oplachovani v kadinkach se sterilni
destilovanou vodou se odstranily zbytky desinfek¢éniho prostiedku. Celkova

doba oplachovani byla asi 5 minut.

Po preneseni explantati sterilni pinzetou na Zivné médium byly umistény

do kultiva¢niho boxu.

Metoda €. 6

Tato metoda byla provaddéna jako metoda ¢. 5, avSak doba sterilizace

V roztoku Sava byla prodlouzena z 15 na 20 minut a bylo provadéno odstiihavani

internodia pod listem. Postup metody:
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Z mladé rostliny Macodes petola (Bl.) Lindl byly ntizkami odstfizeny lodyhy
S potiebnym poctem listii. Celé lodyhy s listy byly oplachovany ve vlazné

sterilni destilované vodé.

Po oplachnuti byly lodyhy vyjmuty z vody a ntzkami z nich byly oddéleny
explantaty. Kazdy explantat byl tvofen jednim listem a dvéma ¢astmi

internodii. Kofen se nevyskytoval na zddném z téchto explantati.

Kazdy explantat byl ponofen na 15 sekund do 70 % etanolu. Po 15 sekundach

byl kratce omyvan v kadince se sterilni destilovanou vodou.

Poté byly explantaty premistény do 2,5% roztoku Sava s kapkou smacedla a

za obCasného michani v ném byly ponechany po dobu 20 minut.

Po jejich vyjmuti byly explantaty sterilni pinzetou pfemistény do kadinek se

sterilni destilovanou vodou a promyvany 3x po dobu 5 minut.

Po vyjmuti byly za pomoci sterilnich ostrych nizek a sterilni pinzety
z explantati odstranény 1-3 mm dlouhé casti internodia pod listem a

explantaty premistény na agarové médium.

Explantaty umisténé na agarovém médiu byly pfeneseny do kultiva¢niho

boxu.

Tabulka ¢. 1: Metody pfevodu rostlinnych explantatti na agar

Prehled pouzitych metod

Cislo Pocet rostlinnych Etanol 70% (s.) Koncentrace Sava (%) | Doba pusobeni (min.)
metody explantata (ks)
1 10 - 5 15
2 10 - 5 15
3 10 15 2,5 10
4 8 - 3 25
5 5 15 2,5 15
6 7 15 2,5 20
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Rostlinné explantaty orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl byly pfevedeny
na zivna agarova média metodami uvedenymi v kapitole 3.5 této diplomové prace.
Tyto rostlinné explantaty byly sledovany po nékolik tydnt a jejich stav a vyvoj byl
prabézné¢ zapisovan. Pozornost byla vénovdna zejména sledovani poctu
kontaminovanych explantati a explantati bez kontaminace, u kterych byl dale
sledovan pocet explantatl, které zacaly rist, a téch, které nevykazovaly rlst, popf. se

u nich objevovala nekrotizace rostlinnych pletiv.

Metoda ¢. 1

U této metody bylo jako sterilizacni €inidlo pouZito pouze Savo, a to v 5%
koncentraci, s pfidanim malého mnozstvi smacedla. Doba sterilizace ¢inila 15 minut.
Tato metoda se ukéazala jako nevhodna, jelikoz u rostlinnych explantatti se pomérné
rychle objevovala kontaminace a béhem 3 tydnii vSechny rostlinné explantaty

zkontaminovaly.

Metoda ¢. 2

Pii pfevodu rostlinnych explantati do prostfedi in vitro touto metodou bylo
pouzito stejné koncentrace sterilizaniho ¢inidla 1 doby ptlisobeni jako u metody ¢. 1,
tedy plisobeni 5% roztoku Sava s kapkou smacedla na rostlinné explantaty po dobu
15 minut. Dale vSak bylo oproti metodé ¢. 1 sledovano, zda pii zmenSeni listové
plochy bude dochdzet k lepSimu rlstu rostlin vlivem snizeni transpirace. Tento
predpoklad se nepotvrdil, rostliny se jevily oslabenymi, a vzorky v pomérné kratké

dob¢ zkontaminovaly (do 3 tydnti zkontaminovalo 100% vzorki).

Metoda ¢. 3

Pii této metodé byla pouzita kombinace 70% etanolu a roztoku Sava
0 koncentraci 2,5% s kapkou smacedla. Jelikoz etanol ptisobi v silnych koncentracich
dehydrataci rostlinnych pletiv, coz vede k oslabovani rostlin, popt. k nekrotizaci
rostlinnych pletiv, byla vzhledem k povaze rostlin zvolena pouze 70% koncentrace a
rovnéZ koncentrace Sava byla oproti jinym metodam znaéné sniZena, a to na 2,5 %.
Pouzivani kombinace obou téchto dezinfekénich prosttedkl byla ptizptisobena i doba

sterilizace v roztoku Sava, a to na 10 minut.
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U explantatd pievadénych do podminek in vitro touto metodou se
kontaminace objevila velmi rychle, avSak pouze u casti vzorkii. Do 1 tydne
zkontaminovalo 50% vzorkl, b&hem 3. tydne dosdhla kontaminace hodnoty 80%
vzorkl. Po tfetim tydnu se u zbyvajicich 20% vzorkl kontaminace jizZ neobjevila. U
téchto 20% rostlinnych explantati se neobjevily zadné vyrazné projevy nekrotizace
tkani, rostliny puasobily zdravé a po 8 tydnech od kultivace se u vSech 20%
explantatl objevilo vyrlstani novych listi.

U vzorkli pfevadénych metodou ¢. 3 se objevila napf. nésledujici

kontaminace:

Obrazek ¢. 6: Metoda ¢. 3 — kontaminace (Suchy, 2011)

Pti pouZiti této metody zUstaly 2 rostlinné explantaty bez kontaminace a navic

se u nich objevil rist:

Obrazek €. 7: Metoda €. 3 — rostlinné Obrazek ¢. 8: Metoda €. 3 — riist nového listu u rostlinného explantatu
explantaty bez kontaminace (Suchy, 2011) (Suchy, 2011)
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Metoda ¢. 4

Desinfekénim prostiedkem pii prevadéni rostlinnych explantati orchideje
Macodes petola (Bl.) Lindl do prostiedi in vitro bylo v této metodé pouze Savo
S kapkou smacedla. Oproti jinym metoddm pievodu rostlinnych explantath
do prosttedi in vitro popisovanym v této praci, pii kterych byl pouzit pouze roztok
Sava s malym mnozstvim smacedla, doslo pii této metodé k vyraznému prodlouzeni

doby sterilizace.

Cilem této metody bylo zjistit, zda pii sterilizaci timto desinfekénim
prostiedkem hraje vyznamnégjs$i roli vySs$i koncentrace roztoku pii krat$i dobé
pusobeni (metody ¢. 1 a 2) ¢i naopak nizsi koncentrace Sava pfti prodlouzeni doby
sterilizace. Proto byla pfi této metod¢ snizena koncentrace Sava na 3% a doba

sterilizace prodlouZena na 25 minut.

Explantaty pievedené do prostfedi in vitro touto metodou nevykazovaly
po dobu prvnich 3 tydni z4dné znamky kontaminace. Béhem 4. tydne se vSak

kontaminace postupné projevila u vSech rostlinnych explantatd. Po 4 tydnech

od kultivace byl tedy pocet zkontaminovanych vzorkt 100%.

Obrazek ¢. 9: Metoda ¢. 4 - Rostlinné explantaty kultivované metodou €. 4 po 3 tydnech od kultivace (Suchy, 2011)

Obrazek €. 10: Metoda ¢. 4 — kontaminace (Suchy, 2011)
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Metoda ¢. 5

Tato metoda je zalozena na desinfekci rostlinnych explantati pomoci 70 %
etanolu a 2,5% roztoku Sava skapkou smacedla. Kombinace téchto dvou
desinfek¢nich prostfedkil byla s ¢aste€nym uspéchem pouzita u metody ¢. 3. Doba
desinfekce v 70 % etanolu ¢inila pfi pouziti této metody, stejné jako u metody ¢. 3,
15 sekund, doba desinfekce v roztoku Sava s kapkou smacedla vsak byla oproti
metodé ¢. 3 mimé& prodlouZena, a to na 15 minut. Cast internodia pod listem

u rostlinnych explantatt pfi pouziti této metody nebyla odstranovana.

Po 3 tydnech od ptevodu rostlin do prostiedi in vitro se objevila kontaminace

u 40%. Béhem 4. tydne se objevila kontaminace u dalsich 20%.

Obrézek €. 11: Metoda ¢. 5 — kontaminace (Suchy, 2011)

U rostlinnych explantatd kultivovanych do prostedi in vitro touto metodou
byl zaznamenan rast u 1 rostlinného explantatu. Jednalo se o rist kofene, vyristani

novych listl pozorovano nebylo.

Metoda ¢. 6

Pii této metodé byly pouzity stejné desinfekéni prostiedky ve stejnych
koncentracich jako u metody ¢. 5. Pouze doba pusobeni roztoku Sava s kapkou

smacedla na rostlinné explantaty byla prodlouzena na 20 minut.

Béhem prvnich 3 tydnd se kontaminace neobjevila u zddného ze vzorkid a
¢inila tedy 0%. Po 4. tydnu od kultivace rostlinnych explantatii kontaminace

dosahovala hodnoty 28,5%.

Ve 4. tydnu od prevedeni explantati na zivnou pudu se objevily u 2

rostlinnych explantati znamky ristu. Rist byl pozorovan zejména v Gzlabi listi
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na vrcholové ¢asti rostliny, kde se objevily nové vyrtstajici listy. Behem pozorovani

nebyl zaznamenan zadny rist kotent.

Obrazek €. 12: Metoda €. 6 - rist rostlinnych explantatt orchideje Macodes petola (BI.) Lindl

Tabulka €. 2: Vysledky

(Suchy, 2011)

Vysledky celkem
Cislo Kontaminace (%) Bez kontaminace (%) | Riist (% vSech vzorkii)
metody [“pg 3 tydnech | Po 4 tydnech Po 4 tydnech

1 100 100 0 -

2 100 100 0 -

3 80 80 20 20

4 0 100 0 -

5 40 60 40 20

6 0 28,5 715 28,5

Na zaklad¢é vptedu uvedenych skute¢nosti, zjisténych pii kultivaci rostlinnych
explantatti tropického druhu orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl, Ize v diplomové

praci formulovat nasledujici vystupy:

1. Vybér vhodného steriliza¢niho prostiredku a vliv doby jeho aplikace

Pouzivani pouze roztoku desinfek¢éniho prosttedku Savo o koncentraci 3 — 5%
s malym mnoZstvim smacedla se pii mikropropagaci orchideje Macodes petola (BI.)
Lindl neosvédcilo, nebot’ kontaminace se postupné projevila u vSech rostlinnych
explantatti prevedenych do prostiedi in vitro, u kterych byla povrchova sterilizace

provadéna timto zptisobem.

Rostlinné explantaty orchideje Macodes petola (BI.) Lindl, které byly povrchové

sterilizovany v roztoku Sava o niz8§i koncentraci po del§i dobu sterilizace zlstaly
51



bez kontaminace po delsi dobu, nez ty rostlinné explantaty, které byly povrchové

sterilizovany v roztoku Sava o vyssi koncentraci a kratsi dob¢ sterilizace.

Jednozna¢né nejucinngjsimi se ukazaly byt metody zalozené na kombinaci
pouzivani 70% etanolu a nasledné roztoku Sava. S vyuzitim téchto metod bylo
dosazeno velmi dobrych vysledkl pii povrchové sterilizaci rostlinnych explantatt
(zejména u metody €. 6). Rovnéz nebyly shleddny zadné vyraznéjsi znamky nekrdzy

rostlinnych pletiv. U takto pfevedenych explantatl se objevily znamky ristu.

SVOBODOVA (2007), ktera provadéla povrchovou sterilizaci rostlinnych
explantatti orchideje Macodes petola (BI.) Lindl 70% etanolem po dobu 20 s. uvadi,
ze pii pouziti tohoto zpusobu povrchové sterilizace zlstalo 100% rostlinnych
epxlantatt bez kontaminace, avsak rust se neobjevil ani u jednoho z kultivovanych
rostlinnych explantati. Metody zalozené na snizeni doby ptsobeni 70% etanolu
nal5 sekund a pouziti jest¢ dalSiho desinfekéniho prostiedku, pouzivané pii
provadéni kultivace rostlinnych explantat orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl.
do prostiedi in vitro se ukazaly byt efektivni z hlediska celkového vlivu na rostlinné
explantaty této orchideje. Prestoze pocet rostlinnych explantati kultivovanych
in vitro bez projevené kontaminace nebyl v tomto ptipadé 100% (nejlepsi dosazené
vysledky byly 71,5%), celkovy stav téchto rostlinnych explantati byl velmi dobry,

neobjevovaly se nekrézy rostlinnych pletiv a navic byly zaznamenany projevy ristu.

2. Citlivost rostlinnych explantati orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl

pri riznych metodach povrchové sterilizace

Vybér desinfekénich prostiedki a postup sterilizace pii kultivaci rostlinnych
explantatl je nutné pfizpisobit konkrétnimu druhu rostliny, stafi rostliny a jejimu
zdravotnimu stavu, nebot tyto faktory rovnéz hraji dilezitou roli v uspésnosti

ptrevodu rostlin do podminek in vitro.

ORCUTT a NILSEN (1996) uvadéji, Zze druhy rostlin, které jsou prizptisobené
prostfedi s niz§i ozafenosti, maji vetsi a tenci listy s ten¢i kutikulou. S pfihlédnutim
k tomuto poznatku byly pouzivany pii kultivaci orchideje Macodes petola (Bl.)
Lindl. do prostfedi in vitro desinfekéni prostfedky o nizsich koncentracich a dobach
pusobeni, aby rostlinna pletiva byla pii povrchové sterilizaci pokud mozno co
nejméné poskozena.
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U nékterych metod pouzitych pii kultivaci orchideje Macodes petola (BI) Lindl.,
popisovanych v této diplomové praci, byla odstiihavana cast internodia pod listem
o velikosti 1 — 3 mm. HRADILIK (2005) doporucuje odfiznuti obou konct internodii
rostlinného explantatu, které by mohly nasat sterilizaéni roztok. Cast internodia pod
listem byla zkracovana pii provadeéni kultivace rostlinnych explantatii orchideje
Macodes petola (Bl.) Lindl do podminek in vitro pomoci metody ¢. 3, ¢. 4 a metody
¢. 6. Pii pouziti metod €. 3 a ¢. 6 byl zjistén nejen rast u rostlinnych explantatu, ale
i jejich dobry zdravotni stav. U rostlinnych explantat kultivovanych in vitro

metodou €. 5 nebyl pozorovan rist lista.

3. Dalsi faktory ovliviiujici kultivaci rostlinnych explantati orchideje

Macodes petola (Bl.) Lindl v prostiedi in vitro

Pfi kultivaci Macodes petola (Bl.) Lindl do prostiedi in vitro je dilezité vzit
Vv tvahu skute¢nost, Ze tato orchidej patii mezi velmi pomalu rostouci rostliny. Podle
DuSkAa a KRISTKA (1986) se rlst u rostlinnych pletiv orchideji kultivovanych
do prostfedi in vitro pomoci meristémovych kultur rostlin objevuje po 3 tydnech,

v nékterych piipadech teprve po 3 mésicich.

KoVvAC (1992) uvadi, ze nejvySsiho rlstu rostlinnych explantati v kulturdch
in vitro je dosahovano tehdy, jsou-li rostlinné explantaty odvozovany z rostliny, ktera
se nachdzi vaktivni rdstové fazi. Podle PROCHAzZKY, S. (1998) ovliviiuje
morfogenezi v kulturach in vitro fytohormonalni stav v pletivech, ze kterych jsou
rostlinné explantaty odvozovany. Pti kultivaci orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl
se rust objevil u rostlinnych explantati ve stejnou dobu, pifestoZze u nékterych
rostlinnych explantatt tato doba cinila 8 tydnd a u jinych necelé 4 tydny od kultivace

do podminek in vitro.

Ohledné svételnych narokd orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl, jiz bylo
zminéno, ze rostliny rodu Macodes rostou v oblastech, kde je nizka intenzita
osvétleni (BALOUNOVA a RAJCHARD, 2001). PROCHAZKA, S. (1998) uvadi, ze
hodnota kompenza¢ni ozéatenosti (tzv. svételny kompenzaéni bod) se u rostlin
nejcastdji vyskytuje mezi 5 — 20 pmol.m2s* FAR. DVORACEK (2007) zjistil, Ze
svételny kompenzacni bod fotosyntézy u Macodes peola (Bl) Lindl nastava

pii hodnoté ozafenosti kolem 50 pmol.m?.s™. Svételné podminky nastavené
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Vv kultivacnim boxu pfi kultivaci orchideje Macodes petola (BI.) Lindl. v podminkéach
in vitro, popisované v této diplomové praci, se v této souvislosti zdaji byt nastaveny
vhodné i vzhledem ke skute¢nosti, Ze pii kultivaci in vitro se obvykle pouzivaji
snizené hodnoty ozafenosti. Podle DUSKA a KRISTKA (1986) Ize orchideje Gispésné

péstovat bez pritomnosti denniho svétla.
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5. ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo ovéfovani nékterych zpusobu Kultivace

tropické orchideje Macodes petola Bl. Lindl v prostfedi in vitro. Za timto ucelem

byly kultivovany jednonodalni segmenty této rostliny na arovni primokultury.

Desinfekénimi prostiedky pouzivanymi pii povrchové sterilizaci rostlinnych
explantatti byly etanol v koncentraci 70% a roztoky desinfekéniho prostiedku Savo
o riaznych Kkoncentracich s pfidainim malého mnozstvi smacedla. V nékterych
ptipadech byl pouzivan pouze roztok Sava, jiné metody vyuzivaly kombinace obou

téchto desinfek¢nich prostiedkd.

Nalezeni optimalni koncentrace desinfek¢nich prostfedkit a vhodné doby
jejich pouziti ke sterilizaci rostlinnych explantati je individudlni, predevsim
S ptihlédnutim ke druhu kultivované rostliny. Byly zkouSeny rtizné metody s cilem
nalezeni téch vhodnych pro vyty¢eny cil a naopak vylouceni nevhodnych metod
k povrchové sterilizaci rostlinnych explantati orchideje Macodes petola BI. Lindl.
Rostlinné explantaty kultivované v prostiedi in vitro byly po provedeni jednotlivych
metod pribézné¢ sledovany, zejména z hlediska zda dochazi k projevim
kontaminace. Na zaklad¢ pribéznych vysledki vyvoje v téchto kulturach byly

koncipovany metody, pouzivané pti dalSich kultivacich této orchideje.

Jako nejvhodnéjsi se ukazala byt sterilizace 70% etanolem po dobu 15 sekund
s naslednou sterilizaci v 2,5% roztoku Sava s kapkou smacedla, popisovana v metodé
¢. 6. Tato metoda vedla k uspé$nosti 71,5% pfi kultivaci jednonodélnich segmentti
orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl v podminkach in vitro. Zaroven se ukazalo, ze
pouziti tohoto zpusobu sterilizace je Setrné K rostlinnym pletivim této orchideje,
nebot’ se neobjevily vyznamné nekrozy rostlinnych pletiv a dokonce se objevily

projevy rustu.
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