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l tryoD

V poslednlch letech si orchideje zlskivaji strlle vice pliarivc0 - pEstiteli. Jejich pov€st

jako velmi obtiZnd pdstovanfch rostlin zanik6 a striLle v(ce milovniki exotick€ kvdteny je

zadin6 s fsp6chem p6stovat i v bytd.

V rostlinnd IiSi wotl orchideje jednu z nejbohatlich deledi - Orchidaceae

(vstavalovitd), kter6 obsahuje kolem 30000 druht, ddllcfch se do v(ce neZ 500 rodrl. Orchideje

patll k vfvojovd nejmlad5im rostlin6m a jsou dasto rizce specializovan6 na urditd prostfudf.

Mnoho z nich je endemichjch - tj. rostoucich pouze na jedinCm mistE na svdt€, dasto velmi

maldm (napt. na svazich jedin6 hory). NEkter6 druhy tak zriienim dand lokality z phrody

nendvratnd zrnizi a mnohdy pteZivaji jen ve sbirMch p6stitelfl.

V soudasnd dob€ stoji terestrickd orchideje v popiedi ochran&skjch zSjm& v

souvislosti s druhovou ochranou a jejich citlivou reakci na ru5iv6 vlivy vndj5fch faliconi na

p0vodni prostfudi. Z divodu nideni deltnjch pralesri a piirozenjch stanovi5f doch6zf

k vyhynuti spousty vai.anich taxoni. Znadnd nfroky terestrichjch orchideji na nenaru5en6

stanovi5td souvisi s jejich mykotroftfm zpisobem, tm. vazbou na symbiotick6 houby

v pridnim humusu. K vjvoji mykorhiznich hub v prldnim prostiedi dochini porze za

dostatedndho zdsobeni kyslikem, vodou a Zivinami.

Skodu zprisobtrjl tak6 obchodnlci, kteff protizdkonnd drancuji jejich stanovist6 a

prodivaji hl2y "milovnik0m" orchideji. Prdv6 knlli ohroZeni jsou v mnoha st6tech vyd6vdny

z6kony na ochranu orchideji. Z6kony jsou nutnd a v pffpadd tropickfch orchideji, s nimiZ se

pledevlim obchoduje, bezprostiednim pfudpokladern pro zachov6ni druhi.

Jednou z nejslibn ji se rozvijejicich oblasti zemdd6lskd biotechnologie je manipulace

s vy5S{mi rostlinami na irovni imlovanfch bundlq pletiv a orgrinrl. Komplex metod zaloienf

na kultivaci in vitro - explanlAtovd kultury - piedstavuje v soudasn6 dobE moZnost zintrny,

jak pro ohroZen6 rostliny, tak tak6 pro jejich piirozenf stanoviStd.

Cilem pnice je vypmcov6n( postupu vegetativnlho mnoZenl pro tropichj druh orchideje

Macodes petola v podm{nkdch in vitro. Byl sledovin vliv sloZeni Zivndho mddia (koncentrace

soli, vitaminfi, r0stovfch regulitorfi a ostatnlch organichjch sloZek na iniciaci explantitu,

multiplikaci - zmnoZeni vjhonri a zakolendni in vitro ku,lttr) a vliv zprisobu a d6lky powchov6

sterilizace explanuiti.



Mikropropagadni techniky jsou nejvhodndjif pouZitelnou metodou pro rychlou

multiplikaoi a zachovrini cenn;ich genotypri. Tyto metody jsou rovn6Z hojn6 vytiv6ny v

syst€mu Slechtdni rostlin, pli zlsk6vdnf novjch odrfld, ale tak6 z6chranu ohroZenfch odrrid,

ozdravoviini rostlin, klonov6 mnoZeni cennlich genotypri, genobanky.



2LITERARNi Pf,NM,ED

2.1 Charakteristikr ieledi Orchidaceae

Celed vstavaiovidch (Orchidaceae) - ditEj3im ndzvem orchideje - jsou co do

detnosti a rodi i druhrl nejbohat5i deledi v iiSi vySsich rostlin (JenovA a SrrnrAr 1996). Tato

d€led ditd na 30000 druhrl (DYKYrovA 2003). Proto jsou orchideje botanicky neobyCejn6

zaj imav6 (BtrrnER 2000).

Roz5ileny jsou t6mdi po cel6 zem6kouli vyjma trvale zalednEn6 pohirni oblasti, pou5td

a svEtov6 moie a oceiny (JATIoVA a Surri.r 1996). N6kter€ dnrhy rostou za sevemlm

polimim kuhem a jin6 i v horshjch oblastech Himal{l ve vj5k6ch nad 2000 m

(SyRovATKA). Nejvdtsi d6st celd deledi a soudasnd tdm6l vsechny orchideje amatCrskfch

sbirek a sklenikfi jsou orchideje subtropick6ho a tropick6ho p6sma. Na orchideje nejbohatli

oblastl je Asie, pak Amerika m6n6 orchideji roste v Africe a v severni d6sti Austnilie. I na

fzemi na5i republiky se ve voln€ pHrodd vyskytuje asi 70 druhti orchideji mim6ho prisma

(GorHARDovA 1992).

Orchideje plati za vfvojovd mladou skupinu: nejstarii fosilni ndlez, kterj se s urditou

pravddpodobnosti mriZe pokl6dat za orchidej, pochini z mioc.6nu aje starj asi 15 mili6ni let.

Ukazuje to na pomdrqE nizk€ fflogenetickd strili (BuruER 2000).

2.1.1 Historie p6stovini

Historie p6stovdni orchideji za$n& GmEt pied 2O0 lety, kdy byly z dosud

neprozkoumanjch tropichjch a subtropickfch oblasti dovezeny do Ewopy prvni exotickd

druhy (furrensueusEN a OAKEY G. & D. a SrmrrnreNo 1995).

Prvni tropick6 orchideje pfivezli do Ewopy SpandlC ze aipadoindickfch ostrovti. Po

dosud nezn6mjch rostliruich se postupnd vytvoiila siln6 popt6vka. Zaditky p'Estovdni orchideji

v5ak byly proviizeny detnjmi nerispEchy, protoie v5echny dovezen6 druhy byly sfzeny do

normSlnl zahradnickd pidni smdsi, v niZ pfirozend hynuly. Teprve objev kultivadnlch nfuokf,

orohideji otevlel dvde jejich hromadnimu p,6stov6ni. Zahradnickd podniky i bohati

soukromnici (vesmds z Anglie) vysllali do tropt vlech svEtadilt "lovce orchideji", kteif

plivriZeli celd lodnf nfklady nasbiranfch rostlin.



Novj impuls dostalo pdstovrfuri orchideji objevem jejich souiiti s houbami, moznosti

jejich kiiZeni a Slechtdnl a hlavnd objevem symbiotick6ho mnoZeni. V pades6$.ich letech 20.

stoleti doSlo k dalSfmu sv6tov6mu objelu - mnoZeni orchideji pomoci explant6tovich kultur

(vseobecne nazvandho meristdmov6 kultura). vseohny vbdecky propracovand metody jejich

p6stovrirri sniZily cenu orchideji natolik, Ze je bylo moZno zplistupnit jako t{mi zafuadnick6

zboZi co nej5ir5i veiejnosti (DUSEK a IGisrEK 1986).

2.1.2 Druhy orchideji

obecnb mriZeme orchideje rozdElit na dnrhy epistick6, ktere ziji na jinfch rostlin6ch a

vyLivaji je pouze jako podkladu a terestrick6 (geo$rty), rostouci vzemi (PRocHAzKA a

VELiSEK 1983).

dehost zastoupenf druhfi vstavaiovifich klesd od rovniku k p6him . Zatimca v fiopegh.

vjmznd pievaiuji epifutni druhy nad terestrichimi, se vzristajici zemdpisnou Siikou kles6

podet druhfl osidlujicich stromy, pies subtropy, kde se jejich pom6r vzijemnd wrovn6v6, af,

do mim6ho p6sma, kde jsou domovem jiZ vyhradn€ jar zemni - terestrick6 druhy orchideji

(JenovA a SrratrAr 1996).

2.1.3 Yyni.itiPrchidejl

SlrSi pratcicrc pouZiti md pouze ptvodn6 mexickf

dnrh vanilka plocholisti Yanilla planifolia. Jeji v6lcovit6

dlouh6 tobolky v nedozrril6m staru obsahuji vanilin, ftler'.f

je jednim z nejroziiiendj5ich aromat @nocnAzra a

VprissK 1983). Vzhledem k vysokd cen6 plirodniho koienf

je vyn{bdn jako ndhrada tak6 s1'nteticky, je v5ak proti

plirodnimu aromatu, kter6 obsahuje mnoho desltek dal5ich

organic\fch l6tek, m6n6 lahodni a m6 ostiejii chut'

(htto://encyklopedie.seznam.cz. 10. 4. 2007).

Zahradnicky vyuZlvan6 jsou pfedevSim tropick6 druhy, p6stovand pro svou

mimol6dnou k6su, pivab, neobvyklost a pomEmd snadn6 mnozeni (Por0eEK a eeero 1996).

Obr. E. 1: Vdnilla planlfolia
(lrttp://vanilka.navaio.cz)



v Ewop6 i jinfch ddstech svEta m€l v minulosti rozs6hld pouziti salep, dodnes velrnt

z,6danj ptudevslm v Mal6 Asii. Jedn6 se o susend hl@ orchideji sbiran6 b€hem kv6tu nebo

tdsn6 po odkv€tu. Pro znadnf obsah slizovich l6tek se vyuliv6 v l6lofuvi (PRocHAzKA 1980).

2.1,4 Oh.roileni a ochrana

cel6 deled naleht ke skupinE "bezprosttednE ohrozenich vyhubenlm". ohrozeni

orchideji je v prvni lad6 zapiidinEno omezenlm jejich zivotniho prostoru. vhodnd biolopy se

vyskynrjl st6le tiddeji. orchideje nesnaseji zvjsend a velkoplosnd hnojeni, odvodiov6nl a

prumyslovC vyuZivd,ni pridS jez se dnes prov6di v mnoha mistech. Skodu zprisobujl Akd

obchodnici, kteff protizikonnd drancuji jejich stanovistd a prod6vaji hl@ "milovnik&m

orchideji" @urn-rR 2000).

Lze konstatova! ze pokud zmizi de5tn6 pralesy, zanikne s nimi 90% druhfl orchideji na

Zemi. NeusmemimeJi explozi a rozvoj prfimyslu, majlci za nrisledek vleobecnd zhorSovdnl

zivotniho prostfudi, dek6 podobnf osud i orchideje mimfch p6srl (JenovA a srvrlrAr 1996).

PnivE lrvfili ohroZeni byly v mnoha stftech vydriny zflkony na ochranu orchideji.

Krom6 toho jsou orchideje zahrnuty do washingtonsk€ dohody o ochrand druhi, kteni

reguluje mezinirodni obchodov6nl se zvlfaty a rostlinami @urn-En 2000)'

CR rovn6Z pfijala a respektuje napf. timluw o mezin6rodnim obchodu s ohroZenfmi

druhy voln6 z[iicich zivodichri a pland mstouclch rostlin CITES. ptudmdr€m ochrany je

v soudasn€ dob6 asi 2000 druhi zvlfut a 35000 druhri rostlin. Mezi druhy kriticky ohroZen6

vyhubenim patff takc tyto druhy orchidej{: Aerangis ellisii, cattleya trianaei, Dendrobium

cruentum, Laelia jongheona, Laelia lobata, Paphilopedilun spp., Peristeria elata,

Phragnipedium spp., Renanthera imsclnotiana, Yanda coerulea S&IUaS9@&SZ' 5' 3'

2N7). Zilkony jsou nutn6 a v piipadE tropickych orchidejf, s nimiZ se pledevstm obchoduje'

bezprosfiednim pHpokladem pro zachovdnl druht @urrLER 2000)'

2.2 Charakteristiks modelov6hodruhu

2.2.1 RlodMaeodes

orchideje rodu Macodes jsou typiclcimi rostlinami tropick6ho destndho les4 popf'

mlZndho les4 v nadmofskfch vjSk6ch od 300 do l4oo m, zde rostou terestricky v bylinndm



patie v z:istinu vy5sich pater vegetace, ndkdy i epifl,ticky na kmenech stromri porostlfch

mechy a dal5i vegetaci, jsou v5ak schopny rfist i na skalSch, po nichZ st6k6 voda, vZdy

v podmink6ch trval6 vlhkosti vzduchu a nizke intenzity rozptllen6ho osv6tleni (BalorxovA a

RATCHARD 2001).

V5echny druhy vyZaduji siln6 stin6ni a teplo. Jako pridni substnit se osvddduje sm6s

sphagna s listovkou, radelinou a piskem. Ptod Macodes Lindl. 1840 zahrnuje 7- l 0 druhri:

- M. argtroneura

- M. cominsii

- M. dendrophila

- M. javaniccr

- M marmorata

- M. petola (BI.) Lindl.

- M. rollinsoni

- M. sanderiana

- M. lowii

(DUSEK a KftisrEK 1986).

Uvedend druhy rostou v Malajsii, na Sumatie, Jrivd, Bomeu, Nov6 Guineji a na

Salamounowjch ostrovech (fucHTER 1965). Taxonomicky je rod Macodes iazen do subtribu

Physurinae, zahmujfciho rostliny s duZnadmi, vzpiimenlimi, popi. pol6havjmi stonky.

Orchideje rodu Macodes jsou rostliny drobn6ho vzr$stu s ojedin6lou kresbou listfi.

(BALouNovA a RATcHARD 2001). RfiZicoviG uspoi6dan6 listy na knitkd duZnat6 lodyze jsou

sametovd zelen6 ebo bronzov6 se sv6tlou, stiibrnou nebo nazl6tlou nervaturou (fucHTER

1965). Zilrratina ohraniduje na plose listov6 depele polidka, dervenavd nebo dervenohnddd

zbarvefi|. Na licni strand listu je toto zbarveni zpravidla piekryto zeleni, l6pe je patrn6 na

spodni strand listi, kde tmav5i polidka tvoii jakousi mozaiku na velmi sv6tle zbarvendm

(tdm6i bilozelen6m) podkladu. Zbarvenim listri se iadi mezi nejkrdsn6j5i rostliny.

(BALor,NovA a RAJCHARD 2001).

Blizkd rody podobn6 vzhledem i biologii jsou Anoectochilus, Haemarict, Ludisia,

Eucosia a Goodyer4 (htlpl U! {.c19!dsarghldg.AS!0, 5.3.2007).



2.2.2Macodes petola

NejdastEji pdstovanfm druhem je pr6vd druh Macodes petola @1.) Lindl., kter6 je

n6ma z Jhvy, Malakky, Sumatry a Filipin. Je to drobn6 rostlina se vzpf{murjmi nebo mim6

pol6havymi lodyhami o prfimEru do 5 mm (Rtcurun 1965). Ov6ln6, mimd za5pidat6l6 listy

majf rozm6ry cca 6x34 cm. Listy jsou sametovd svdtle zelen6, protkan6 zlatav6 leskljmi

pod6lnjmi i pffdnfmi nervy, a bronzov6 skvmitd @uSrr a Kfrisrer 1986).

V nodech stonkfi vyr$staji k6tkd a siln6 vzdu5ni koieny, ve vlhkdm prostiedi hust6

porostld kolenovjm vl65enim. Kolen vyr6.Zi vtAy na strand protilehl6 k listov6 pochv6.

Rostliny rostouci v podminkich nadbytku wdtla maji listy zbarveny jednotv6mE Zlutozelend

s m6lo qiraznou a nelesklou lilnatinou. Intemodia tEchto rostlin jsou kat5i, knltk6, kol{kovitd

maji i vzdu5nd koleny, lisy jsou tuZ5i a tlustii, pokud kvetou maji krat5i kvEtnf lodyhy s mdnd

kvdty.

Kvdtenstvi tvoff vzpiimenj hrozen s kvdty o velikosti

7-10 mm. Sfiednf sepal a petaly woff ptilbovitj riWar.

Drobn6, nevjraznd kvdty jsou hnddavd s biljmi Spidkami

tepalt. Kv6tri b!v6 na lodyze 5-10. Trvanlivost kvEtt je

piibliZnE 2 t!,dny. Rostliny kvetou kaZdorodn6

(BALouNovA a RAJCHARD 2001).

V tropick6 z6nd nejsou rodni doby, ale je tam vlce nebo m6n6 vytvoieno obdobi sucha

a obdobi deSt'fi. Orchideje vykvdtajl v6t5inou v obdobf such4 kdyje pon6kud krat5i den, mrllo

Abr. 8.3: Kvetnuct Macodes petola
(http://i25.photobucket.com)

Obr. 8.2:. Macodes petola



sr6lek ale velmi intenzivni slunedni svit. Rostliny z tEchto oblasti kvetou v nalich

podminlcich od podzimu do poditku jar4 tedy v obdobf, kdy je nejmen5i intenzita slunedniho

svitu.

Ndroky na vl6hu odpovidajl vlhkostrim pomdrflm mist, na nichZ v piirodd rostou.

Substr6t tedy udrZujeme st6le vlhkf, zisadnE vSak nesmi bit trvale podmftenf @uSrr a

KnisrEK 1980.

Nejldpe rostou v podmink6ch trvald vysok6 vlhkosti vzduchu (70-80%), dennich teplot

v rczmezi 2l-27'C, v noci klesaj{cich na 16-18"C a n{rk6 intenzity rozpfjlen6ho osvEtleni

Gfip./orchidladJ.sa!0, 2. 4. 2007). Casto lim neubliZl, kdyZ kritkodobd stoupne teplota

vysoko nad 30"C, ale pokles pod 15"C, zvl65tE jsouli mok6, muZe bjt smrtelnj (DUSEK a

K*.isTEK 1986). Vzhledem k podminkdm s minimem svdtla rostou velmi pomalu a vystadi

s minimem pffstupnjch Zivin.

PfustoZe se jedn6 o rostliny z vyhrandnjch stanovi3f deStnfch lesrl, je moin6 jejich

risp65n6 pEstovrinf i v byovjch podminkrich (http://orchidlady.com. 2. 4.2007).

23 Orchideje a obchod

Ka2rddho nad3ence a zaEinajiciho pEstitele orchideji zajimaji nejen moinosti kultivace,

ale tak€ moZnosti jejich ziskAni i jejich cena (GomenoovA 1992).

Rezand kvdty orchidejl se zadaly pouiivat ai ve 20. stoletl (RmERsHAUSEN a Oerey

G. & D. a Stmrenr,nNo 1995). JeStd v 70. letech bylo sh6ndn{ orchideji spojeno s nadlidslcjm

risilim, k fezu je pEstovalo jen m6lo zahradnickfch provozoven a rovn6Z amatdrskd p6stovdni

orchideji nebylo zdaleka roz5iieno tak jako v poslednlch lsiech. Od td doby se vSak situace

radik6ln6 zleplila (MuZir 1992).

Orchideje se vdt5inou prod6vaji ve specializovanjch obchodech, kde je moZnost vybrat

si nejen z rozsiirlf nabldky, ale zArovei ziskat rady od odbomik&. Takd zahradnictvl a

jednotlivi pbsticld 6as od dasu prod6vaji pfubytky, ale jejich nabidka neni piili5 rozmaniti

(RrI-TERSHAUSEN a Oaxsy G. & D. a SurrDRr-AND 1995).

Nejv6t3i vjbdr rostlin za rozumnd ceny v5ak maji bezesporu kluby p'dstitehl orchidejl.

Tyto organizace nejen poskytuji wjm dlenlm n phjxeln! poplatek mnoho uZitednlich

informaci, ale tak6 potfdajl burzy rostlin. Mezi nejvdt5f kluby u nris patlf napllklad Orchidea

klub Praha, nebo Orchidea - Khb eZS Bmo (MuZiK 1992).



orchideje se proddvajf bud jako mladd rostliny, kiere kvetou az po nEkolika letech
nebo tdmdi dospdld rostliny, poprvd kvetouci di plnd rozvinutd (RTTTERSHAUSEN a oarny G.
& D. a stmfiRLAND 1995). St lle dastEji je moZn6 setkat se pli n6kupu rostlin s podstatnd
levndjdimi mf adfmi rostlinkami jestd v lihvich na Zivn6 agarovd prid d [MruziK lgg2).

okouzlujici barvy a n6padn6 tvary kv6ti dinf orchideje idedlnlmi objekly pro
aruniovani (RJTTERSHAUSEN a oAKEy G. & D. a surrfiRLAND 1995). Kvdty orchideji
vyrikaji tak6 rozsi{hlou Skalou nejnizndjilch vrlnl, od omamnfch parf6mri tropiclcjch druhfi i
nEkterjch na5ich druht (DyKyrov,A 2003).

I pies dlouhou dobu transportu ke konedndmu zakamkovi zt\xhvaji orchideje v dobr6
kvalit6, trvanlivost orchideji je tedy naprosto srovnatelnd sjinjmi skupinami rostlin
(RrrrERsrrAUSEN a Oax.Ey G. & D. a SuTHERLAND 1995).

ceny rostlin jednotlivjch firem jsou rozdilnl, avsak konkurence je stlatuje do urditfch
mezi. Mezi zn6m6 zalranilni firmy patfi firma Green orchids z Thajska, kde se teplomiln6
rody pdstuji jen pod piisdeskem s minim6lnimi energeticlcfmi nriroky, firma orchids by
Ffuusermann z USA pobliz chicag4 firma yamamoto, Hawai, usA (GorHARDovA 1992).
ceny importovanych kvdtin se vdtsinou odviil od cen na burzich - v Nizozemsku vBA
Aalsmeer nebo FLORA Holland, Naaldwijk a v Ndmecku vBA/vBN v poryni (Snuadnt a
vvIrLEDovA zpnAva - OKRASNE Rosrl-rNy 2005). ceny jsou sice pom6mE vysok6, ale
sortiment kvalitnich rostlin je velh_i (MvZIK 1992).

2.3.1 Okrasn6 zahradnictvi

2.3.1.1 Spoleind organizace trhu EU

v r6mci spolednd zem6ddlskd politiky je pro produkty okrasndho zahradnicwi a dalsi
ziv6 rostliny vymezena Spoledn6 organizace trhu s kv6tinami a Li,vfmi rostlinami. organizace
trhu stanovuje jakostni standardy a opatieni pro ochranu trhu EU. statistikou vnitiniho
obchodu se zabjv6 systdm INTRAsTAT.

2.3.1.2 Kviltinf istvi v iR
Trend vzestupu produkce kvdtin, ktery tuzemskd kvdtin6iswi zamanen6v6 od roku

1997 (SrruACNi a rnir[eoovA zpnAvA - OKRASNE Rosrur.ry 2005).
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en

Pramen: Svaz

Graf d. I : Struktura tuzemskd kv6tin6iskd produk"" fjgg 2091

2.3.1.2.1 Spotieba a uZiti kv€tin v dR

Spotiebakv6tinviRsenarozdi lodvdt5inyewopsh.y'chzemineust6|ezvysuje.

Dlouhotrvajici trend nistu popt6vky po produktech kv6tin6iswi v en ;e drisledkem zijmu

spotiebitelrlarostoucikupnisilaobyvatelstva,kter6okrasn6rostlinystrilevicevnim6jako

d6rkovj piedmdt nebo sez6nni dekoraci, ale tak6 jako trvalou a plijemnou soud6st svdho

Zivotniho prostiedi (SITUAdNi a vfHrEDovA zPR'AvA - OKRAsNE RosrLrNY 2005)'

Strukture tuzamsk6 kvEtinilskd produkc€ Y roc€ 2004

:i 8EXi,
Sut{}ttrJ krer:|1'

cd.; ir'\'rr Y
c.41.n

1'- g6'.':

4e.55'b

Zii:rt)rrdvu | !5tlr tY
.o {ili

(st'ruAeM a vlH{-EDovA zpRAVA - OKRASNE ROSTLTNY 2005)'

l 0



Talr d. 2 kv6tin v CR ve spotiebitelsk
Rok Spotfeba kvEtin MeziroCni pFirfistek (%)

1994 288
t99s 316 +10

1996 . JJL +5

1997 433 +30

1998 457 +6

1999 s40 +18

2000 160 +5+

2001 631 + l l

2002 693 +10

2003 709 +2',(]

2004 776 +10

S v z a

Kd/os./rok

Pom6mka: * vliv sntzenf DPH, po odistdni vlivu cca +1370
i* vliv poklesu trZeb po zAplavich2}l2 vjamim (rozhodujicim) obdobi roku 2003

Graf 8.2: Struktura tuzemskd spotieby kvdtin6islc.ich produktt v r. 2004 ve spotiebitels\ich

(SrruACNi a viHLEDovA zPRAvA - OKRASNE RosrLNY 2005)'

odbyt produktri zabezpeluji odbytovd orgarizace cz-FLoRA, odbytovd druzstvo a cz

vlTA PLANT, odb$ov6 druZswo. odbom6 svazy sektoru reprezentuji Svaz kvdtin6iri a floristi

iR a Svaz Skolkairi CR.

dn

Strultura uramd(A spotfsbv hYatinifskich pr..lukti v roc' 20O'l
ve 69olt€bitols&ich esnAch
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2.3.1.2.2 Cenovf vfvoj

Spotfebitelsk6 ceny kvdtin se v CR mezirodnd neust6le zrrySuji. V zimnich mdsicich

jsou v eR ceny kvdtin vy55i neZ v mEsfcich letnich, coZ mimo jind souvisi s vy55imi ndklady

na jejich pdstovrini v zimnim obdobi, Tento v_ikyv nenf piiliS znatelnf napiiklad u karafi6tri

nebo orchideji, jejichZ ceny jsou v pnibdhu roku vice m6nE stdld.

Ceny importovan;ich kvdtin se v6t5inou odviji od cen na burzfch. Tlto ceny vykazuji

v'_iraznd sez6nni vyky"y (zvy5uji se zvli5td v obdobi sv6tkri - Valentyn, Den matelg

Velikonoce apod.)

Od dubna 2004 podl6hajf Ziv6 rostliny zilkladni nzbl (l9Vo) danE z plidand hodnoty.

Tato skutednost se v roce 2004 promitla na nn-iseni cen pledeviim Zivlch rostlin a na mlmdm

zpomaleni nistu prodej e.

2.3.1.3 ZahraniCni obchod iR s kvdtinami

Bilance zahranidniho obchodu tR s kudtin,i'isloymi produlty je vl,raznd pasivni.

Pozitivni skuteCnosti je stoupajici trend exportu na5ich vypdstku od roku 1999. Celkovj objem

vjvozu je v3ak proti dovozu nepatrni (SITUAdNi a viTILEDovA zpRAvA - OKRASNE Rosrt,rNy

2005). 
,

CR

Pramen: Celni statistika
Pozn6mfta: +ridaie 1.1. - 31.8.2005

Pramen: Celni spniva
Pozriimka: *ridaje 1.1. - 31.8.2005

Tab. d. 3: VVvoi bilanr:e zahranidniho obchodu s kvdtinami (v mil.
Ukazatel 1998 1999 2000 2001 2402 2003 2004 2005*
Import 985.2 1207.2 1367.0 1463.3 1s75.7 1530.8 1739.7 1255,6*
Export 88,5 73,6 78,8 89.6 133,2 151.7 190,5 168.7,r,

Saldo zahr.
obchodu

-896,7 -1133,6 -1288,2 -t373,7 -1442,5 -r379,1 -1549,2 -1086,9*

Tab. d. 4: V'ivoi bilance zahranidniho obchodu CR s v tis.
Operace 1998 1999 2000 2001 2002 2003 20/i,4 2005*

dovoz 59789 57950 55607 s2469 50857 4t579 37475 23830i
vlvoz l l 9 205 177 187 38 286 2145*



en

Pramen: Celni statistika

ERd. 6: Vfvoz orchideii z CR podle s&itrj (r tls.
7.em6 Rok2003 Rok20(X Rok 2005 do 31.8.2005
Polsko 7
Rusko 1720

Slovensko 38 279 425
Pramen: Celnl statistika

v roce 2005 dle vyvoje do 31. 8.2005 dochini kvlrazn6mu n6r&stu exporhr, drivodem
je piedeviim v'-iznamnli podil spekulativnich reexportt zboLi do Ruska.

ab.

Tab.d.
.

: Vytah z kapitoly 06 celniho sazebniku pro dovoz zboLi oro rck2005

KN - k6d N6zev zboZi Celni sazba pro 3. zemE
ObchodnE politickri opatFeni

dovoz vyvoz
0601 2030 Orchidele 9,6% CITES CITES
0603 1030 eerstv6 orchideie ( l )

Pramen: Nalizeni Komise (ES) d. 1719/2005 tarif 2005
Poznr imka:(1)odl . l .do31.5. :c to8,5%,od1.6.do31.12.=cto12o/o,odt .  .do3l . l2 .=c lo8j%

inte$ovani

2.4 GenerativnimnoZeni

V5echny na3e druhy orchideji jsou dokonale uzptsobeny k pohlavnimu
(generativnimu) rozmnoZovdni. Mezi nejdast6j5i zprisob opylov6ni patii plenos pylu
blanoKidllim hmyzem (vdely, vosy, dmel6ci) di motily (mfry, lisaji). Ndktere druhy orchidejf
jsou schopny fakultativnlho samosprii3eni (JERsAKovA A KTNDLMANN 2004). cizospniieni a
na n6 navazujici oplodndni cizim pylem je u orchideji rozsiiend forma pohlavniho

rozmnoZovrin i (BurrLER 2000).

ab. d. 5: Dovoz orchideii do CR podle stritfi tis. K
Z*mE Rok 2003 Rok 2004 Rok 2005 do 31.8.2005

Ekv6dor 5
Jihoafiiclci rep. + I l 5 l0

Keia I
Mauritius 217 237 6 l
Ndmecko 30s t07 +

Nizozemsko 22396 25540 16398
Rakousko 6
Tarl-z,finie 2
Thajsko 18600 l1548 7353

USA I 4



Generativnim mnozenim mfiZe vmikat zcela no't! genotyp i fenotyp a lze jim

namnoZitrostlinyvelicerychle(DUSEKaKftisTEKlg86).Semenaorchidejijsouvelmimal6a

neobsahuji iAdnd zAsobni l6tky' Klideni v piirozenich podminkdch zivisi na kolonizaci

houbamircduRhizoctonia.kterddod6vajiz6rodkupotiebnouvjZivu.Jedinec,kterjse

shyfamipiislu5n6houbynestietne,jeodsouzenjkz6niku.Protopiirodaposkytlaorchidejim

velklipodetsemen,dosahujicichunEktm.ichdruhiaZmili6novfchpodtt.Existujivsaktak6

bakterieaparazit ick€houby,her6kl ldivostsemeninhibuj i 'semenom6protovevoln6

piirodE velice malou Sanci na pieZiti (ZAKREJS 1980)'

2.4.1 Zpfirsoby generativniho mnoieni

Generativni mnoZeni je moZn6 tfemi zprisoby:

l) vfsevem k mateinfm rostlin6m

2) sYmbiotickoumetodou

3) asYmbiotickou metodou

Vjsevsemenekmatednimrostlin6mjemoZnllpouzevpiipadd'Zesubstritobsahuje

symbiotickou houbu.

Vfsev symbiotich.i je rovndZ opuit6n' Z koienri orchideji se nejdiive izoluje distri

ku | tu raahoubyakn isevyse j i semenaorch ide j i (DUsEKaKf r is rs r1986) .Zh led iska

rozmnoZovSnijcpfi t6tometoddprobl6msudrZovfnimoptim6lnikoncenlracehouby

(ZAKREJS1980).HoubapomtZesemenfimvykl iditad6tvzriksemenii lr im,aledastose

zwhnevparazitaakl id{cisemenaznidi(DUSEKaKft isrsr1986).Protojetatometod4

vych6zejicizteoretickfchpoznatkrioklidenivpiirodE,nevhodn6(PRocHAzKAAVELiSSK

1983).

Principasymbiotick6hozptsobugenerativnihomnoZeniorchidejispodiv6napozratku,

Zehoubu,k te r6pomt i t r6p i i k l iden isemenavfZ ivdsemenr id f i ' l zenahrad i tn izn imi

chemic\imi l6tkami (DuSx a Kiisrsr lg86)' Vjznamnf objev udinil v roce 1922 pii

pokusech s ttopiclcjmi orchidejemi Ameridan L' KNUDsoN' Dezinfikoval semena a vysdval je

dosklendnfchn6dobnaagarsminerdlnimisolemiaroztokemmaltozy.Dokiaa|,Zekek|ideni

neninutn6piitomnosthouby,alejendostatedn6homnoZstviorganich.y'chl6tek.Pozddjibylo

zji5tdno, 2e malt6zu v Zivnfch ptdich mohou zastoupit i jin6 glycidy (gluk6za' frukt6za'

sachar6za), kter6 piedstavuji v piirodd pro oblig6tn6 mykotroftrl stadium klidicich orchideji

zdroj uhliku (PnocHAzKA A VELiSEK 1983)'
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2.5 VegetativnimnoZeni

U detnfch druht orchideji se vyvinula znatn6 schopnost nepohlavniho (vegetativnlho)

rozrnnoZoviini, kteri mriZe hnlt v6t5i roli neZ rozmnoZovi4nf pohlavni (JERSAKovA A

KTNDLMANN 2004). Tuto metodu lze poutfvat pouze u orchidejf s oddenky (PRoorAzKA

1980). Vdtvenim oddenkri se mtZe rozrnnoZit podet pupeni a vfhonkfi (BurrLER 2000).

Vegetativnd namnoZend rostliny majf stejnj genotyp a fenotyp.

Mikropropagace je in vitro metoda vegetativniho mnoZenl rostlin. V pades6tich letech

20. stoletf do5lo k sv6tov6mu objevu - mnoZeni orchideji pomoci explantrltfi z meristdmovjch

pletiv (tzv. merist6mov6 kultury). Autorem byl franoouzski fyziolog a virolog J. MonEI-' Tato

metoda umoZnila radikr{lni snfZeni ceny velkdho poCtu komerdnich kultivani orchidejf,

zejmdna ocendnjch klonrl (JensArovA A KTNDLMAI.{N 2004).

2.5.1 Explantitov6 kultury rostlin

2.5.1.1 Historie a principy problematiky

Ndkteti badatelC povaZuji teoretichj pod6tek kultur rostlinnfch explan&itti rz vilro

u ndmcck6ho rostlinnCho fyziloga KLEBsE (1887), kterj studoval Zivotni projevy jcdnotlivich

bun6k vlfrknitych las izolovanjch z vlikna plazrnatickou maceraci. Pfitom vyslovil domn€nku,

2e podobnd pokusy by se tak6 snad mohly podalit na materi6lu z vy55ich rostlin semennych

(Pernt a RerovsKV 1956).

REcTtrNGER (1893) uvetejnil vjsledky pokusrl s pdstovinim fragmentfi rtznich d6sti

rostlin v um6lfch podminlcich a jako prvnl pou l Zivn6ho roztoku v kulturfch iz vilro

(HRADTLIK 2005).

HABERLANDT (1902) dokazoval na zifl:adl pokusrl, Ze neexistuje spodni hranice

velikosti fragrnentu podmiiujici rfist v kultuie in vitro a Ze bude moln6 zvolit k pokusrim

jedinou buiku (Pnrnt a RnrovsKf 1956).

Prvni dlouhodobe kultury kofunovich Spidek kliCnich rostlin rajdete se podaiily udrZet

WHrrEovI (1934). Ve stejnd dob6 se takd WHlrEovI a soudasnd francouz0m GAUTHERETovI

( 1934) a NoBEcouRrovt ( 1937) podaiilo irspd5n6 mnoZit explantritov6 kultury rostlin.

V roce 1985 na vddeckdm symp6ziu o mikropropagaci uvedl PRoF. MURASHIGE, ze

v roce 1968 byla explantStovd technika pouZiv6na jen asi u tiiceti druhri, zat{m co o deset let

l 5



pozddji to bylo jiZ 300 druhfi a za dalsfch deset let stoupl podet explantovanfch rostlin na 3000

druhfi. V soudasnosti podet explantovanich rostlin mtZeme odhadovat na 5000 druhri.

Explantaci se rozumf aseptick6 kultivace rostlin, nebo jejich d6sti v kontrolovanfch

podminkrich na sterilnich Zivnjch ptdrich. Jedn6 se vEGinou o dSsti rostlin umdle od celisw6

rostliny odddlend a pdstovan6 v podmink6ch "in vitro", tedy ve sklendn6, nebo plastov6

nridobce (HRADTLIK 2005).

Vegetadni wcholy, postranni pupeny, d6sti stonkri, listri, koiene, reprodukdni d6sti jako

mikrospory, vajidka, embrya, semena nebo spory, jakoZ i jednotlivd buiky a protoplasty

mohou b;it kr6tkodobd kultivovr4ny in vitro a za urdtych podminek dopdstoviiny v nov6

rostliny. To umoZriuje uskutedndnf cyklu rostlina - explantrll - kultura lz vitro - organogeneze

nebo embryogeneze - intaktni rostlina.

nrilledni rosllina t expla||tdt t nrikropropagec! t Trkolei{ovAnl + aklirnatizrcc t inlaktni roGllina

trar
K'->E*Mi)*->

ln vivo ln vlvoEx vitro
(extra vitrum)

Obr. d. 4: Sch6ma kultivace in vitro (KovAe 1995)

Diferenciace rostlin in vitro probihrl v t6chto rrfrznfch syst6mech:

l) organizovan6 struktury - merist6my a zygotickd embrya

2) diferenciovan6 pletiva resp. komplexy pletiv

3) pletiva na ruzn6m stupni dediferenciace, zejm6na ve form6 kalusu

4) izolovan6 buiky a protoplasty

(NovAK 1990).

Zfikladni podminkou irsp65ndho pdstov6ni rostlinnfch explant6tt in vitro je splndni

poZadavku sterility EAKoUSKV 2000). Z tohoto dfivodu je nezbltn6 zab.fvat se sterilitou



rostlinndho materiilu pouZivandho jako explantAt, sterilitou kultivadnich midil a sterilitou

prostledi, ve kter6m jsou tlcifiov6 kultury realizovr{ny. Pli nedodrZenf sterility v ndkterdm

stupni kultivace dojde ke kontaminaci kultur plisndmi 6i bakteriemi (KovAe 1995).

2,5.1.2 Yfiina explantrltovfch kultur

Pokr- oky v explartitovd technice jsou driny v neposlednf iad6 i realizaof chemickfch

podminek nuftrfch pro zddmf rrist, reprodukci a diferenciaci rostlinnd burlky in vifro.

Fyzik6lni podmfnky a kultivadn{ technika mohou vfsledky kultivace podstatnd ovlivdovat,

nerlsp€chy vSak obvykle spadaji na vrub nevhodnd nebo neirpln6 Zivn6 pidy (RAKousKf

2000).

2.5.1.2.1 Zivni m6dia

V podminkich in vitro trje rostlina v uzavfundm prostoru nSdoby a l6tkovri vjmdna

s vn6j5im prostledim je redukovan6 na omezenou vjmEnu plyr$. Pti zaloLenf kultury a pti

dal3ich subkultivacich je nutn6 dodat velkerd potiebnd Ziviny a vdtiinou i organick€ regulaEni

l6tky, kteni jsou pofiebn6 pro vjvoj rostliny v ndsledn€m subkultivadnim intervalu.

Jedno z nejpouZivandj5ich medii je MS medium (MURASHcE A Srooc), jehoZ sloZeni

bylo publikovrino v r. 1962. Jeho sloZky jsou dobfu vyvfieny, celkov6 koncentrace soli je

v5ak pomdrnd bsok6, proto se dasto uZiv6 v polovidni nebo je3tE niZ5i koncentraci. Smds

makro- a mikoprvkrl je z6kladem }ady jinfch mddil (asi 20% publikovanfch), ktere se liSijen

obsahem organiclcfch dodatkfi (NovAr 1990).

Dal5lmi bEZnE pouxvanfmi jsou Ltr IDSMArER AND SKooc (1965) (LS), GAMB6RG Er.

AL. (1968) (85), CHU (198) (N6), Nrrsor AND NrrscH (1969), VPM LLoyD AND Mc CowN

(1980) (HRADLIK 2005).

VEtIina m6dii byla v3ak vytvAfuna pro urditj druh orchidejf, a proto klideni jinfch

druhri na tomtdZ m6diu nemusi bft fspdSn6 @u5er a Kft.isrpr 1986). V dne3ni dob€ existuji

d€tnd komedne distribuovand tekutd di pniSkovd koncentrfgr Zivnfch mddii a to nejen tzv.

"bdZnfch" typri, ale i mnohfch dal3ich. Jsou dodiv6ny nejen v zlkladni formd (v

komponentech je napi. zahmuta jen minenilni sloZka) 6i {rplnd form6 (vdetnd cukrfi, vitamint

a rfrstovjch l6tek), ale i v mnoha modifikacich a podsloZk6ch, umoZfiujicich pomdm€ rychlou

optimalizaci chemickfch podminek kullivace.
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2.5.1.2.2 Sloiky m6dii

ZbHadnimi slolkami iivni pridy jsou:

a) anorganick6 l6tky

b) organick6 sloudeniny

c) chemicky neurden6 smdsi l6tek piirodniho pfivodu

d) intemi nosid pro zpevndni pridy

(RAKousKv 2000).

r Anorganick6 l6tky

Zfukladni sloZkou v5eoh mddii a zdrojem vodftu a kysliku je voda. PouZiv6 se vZdy

destilovanri lNovAr 1990). Rostlinnd buiky jsou na kvalitu vody m6nd citliv6, plesto se pro

piipravu Zivnfch prid musi pouZivat voda piipraven6 dvoj- aZ trojn6sobnou destilaci

v aparatuie z tvrddho skla. Doba skladov6ni nem6 byt dlouh6, nebot' i v destilovan6 vod6

vegetuji krom6 las i ndkter6 druhy bakterii (RAKousKi 2000).

Makroelementy dod6vand do kultivadnich medii zahmuji Sest nejdfileZitdj5ich prvk&:

N, P, K, Ca, Mg a S (KovAe 1995). Dusik se do Zivnfch m6dii dod6v6 ve form€ NO:-i a

NH4n1 i vr6zany v aminokyselindch. Pfi nizk6 teplotd je preferovdn piijem NFIatl. coZ vede

k okyselovr{ni mddia a,k ndsledn6mu zqi Seni piijmu NO3'r. Okyselovrini miZe zprisobit ffdnuti

m6dii auZen;ich agarem (NovAr 1990). Nedostatek fosforu v m6diu se projevi okamZitd

sniZenou intenzitou rtstu pletivovfch kultur. Kultury rychle rostouci n6rokuji vice fosforu neZ

kultury s pomalou proliferaci (RAKousKY 2000). Draslik se do m6dii dodiv6 ve form6

dusidnanu nebo chloridu v koncentraci 20-30 mM. Optim6lni koncentrace fosforu, hoidiku,

siry a vdpniku se pohybuje v rozsahu l-3 mM (KovAi 1995).

Mezi mikroelementy pouZivand pro kultivaoi rostlinnjch explantritri iadime Fe, kter6

z fyziologick6ho hlediska patii mezi makroelementy, d6le pak Mn, Zn, B, Cu, Co a Mb.

Koncentrace t6chto prvkfi v Zivndm m6diu se pohybuje v rozmezi od 0,1 pM do 100 pM

(HRADTLIK 2005).

r Organick6 slouieniny

Organick6 sloudeniny jsou soud6sti Zivnfch prid, funguji jednak jako Ziviny, jednak

pflsobi jako faktory, kterd specifich.im zprlsobem regulujl r&st a metabolismus p6stovan6



bunky. KaZd6 prida proto obsahuje vedle znadn6ho mnoZsWf sacharidrl i velmi nizkd

koncentrace fftohormonri (auxinri, cytokinin0 a giberelint), vitaminri a aminokyselin

(RAKousKf 2000).

Jako nejdastdj5i zdroj uhliku a energie je pouZiviina sachar6za. V ndkterych piipadech

je moZn6 sachar6zu nahradit gluk6zou di frukt6zou. Sacharidy se do mCdii dod6vaji z divodu

plev6Znd heterotrofni vjZivy explans6tfi (KovAe 1995).

Vitaminy mohou bjt pro rostlinnd bufrky, pletiva nebo org6ny limitujicfm faktorem

jejich nistu. Mezi nejdastdji pouZivand patii thiamin, kyselina nikotinov:i pyridoxin, myo-

inositol, v malfch d6vk6ch se ndkdy ptid6vd i kyselina askorbov6 (i jako antioxidant),

kyselina pantotenovri biotin, kyselina lis[ov6 a riboflavin (HRADTLIK 2005).

Aminokyseliny slouZi buikdm jako bezprostfudni zdroj dusiku nebo mohou bjt pifmo

vyuiivriny k synt6ze proteint. Dusik se v organickd formd dod6v6 do Zivnfch mddii nejdastdji

ve sm6si aminokyselin (napi. kasein hydrolyzit). Velmi dasto se pouZivd tak6 L-glutamin, L-

asparagin, glycin a adenin (KovAe 1995).

Rrist, dEleni i diferenciace rostlinn6 burlky jsou iizeny komplexem diniteli, mezi nimiZ

zaujimajl rrfistov6 litky (fytohormony) klidovd postaveni (RlrousrY 2000). Rustovd

regulitory pouXvan6 v kultivainich m€diich je moftrd rozdElit do dtyi zdkladnfch skupin:

auxiny, cylokininy, gibereliny a kyselina abscisov6 (KovAe 1995).

Auxiny jsou pouZ{vriny pfudev5im k stimulaci rflstu kalusu a bundk, k indukci tvorby

adventivnich koienri, k indukci somatickd embryogeneze a stimulaci rtstu apikdlnich

meristdmri. YyuLivd se napi. kyselina indolyl-3-octov6 (IAA), kyselina indolyl-3-mriseln6

(IBA), 2,4-D, NAA. fdinnost uvedenfch auxini je rin6 a je zdvisl| nx typu explantritu

v nistovjch podminkAch (HRADIrir 2005).

Cytokininy jsou potfubnd nejen pro indukci kalogeneze, ale tEL, k udrZov6ni mitotickd

aktivity kalusovych a suspenznich kultur. Nem6n6 vjznamn6 je jejich role pii vyvol6vrini

morfogennich zmdn v tdchto kultuftich. Cytokininy funguji v piltomnosti auxinu EAKoUSKV
2000). Do skupiny cytokinini pfid6vanjch do kultivadnich medii patii BAP, kinetik, TDZ,

zeatin a tak6 adenin, ktery sice nevykazuje fytohormondlni aktivitu, ale zvy5uje idinnost

cltokininfi.

Z dostupnfch giberelinrfi je vyrZiv6n giberelin GA3 a GA7 g{naon-ir 2005).

Gibereliny podporuji kveteni, prodluZovr{ni stonkfi a plekon6vdnf klidov6ho stAdia rostlin
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(dormance) semen, pupent a hliz (RAKousKf 2000). Vet5ina explant6tfi giberelin pro svrij

nist v m6diu nevyZaduje.

Abscisovri kyselina je piid6v6na vjjimednd pro indukci somatickfch embryi, kv6tni

indukci, navozeni dormance nebo k zbrzddni ristu explant6tu (HRADILiK 2005).

r Chemicky neurden6 smdsi l6tek pFirodniho ptvodu

Nejv6t5iho roz5iieni domalo kokosovd ml6ko, mdnd se vyuZiv6 kvasnidnf a

bramboroqf extrak! sladovj vjtaLek a kukulidn6 voda, pffpadnd extrakty z nezraljch obilek,

piedev5im kukuiidn;ich (RAKousKf 2000). Extrakt z baniinfi, pomerandovd di rajdatov6 5f6vy.

PouZiti tdchto nedefinovanjch sm6si je v5ak l6pe pokud moZno vynechat pr6vE z drivodu

jejich nedefinovandho sloZeni. Do medii se tak6 ndkdy dod6v6 aktivni uhli. Piipisuji se mu tii

zfikladni funkce v Zivndm m6diu: absorpce l6tek inhibdicich nist, absorpce nistovlch

regulAtoni a ztmavnuti m6dia (KovAd 1995). Optimdlni d6vka aktivniho uhli v mddiu je 0,5-

3,0 % (HRADTLiK 2005).

o Interni nosii pro zpevn6ni prfidy

NejdasGji pouZivanlim ztuiovasim agens je agar. Agar je polysacharid s vysokou

molekulovou hmotnosti. Jednf se o stdlky moisk€ iasy rodu Gelidium (ZAKREJS 1980). Agar

md vhodn6 fyzik6lni vlastnosti: pli pokojovd teplot6 pfijim6 znadnd mnoZstvi vody, pii

teplot6ch kolem 80"C woif koloidni roztok, kteqi chladnutim pYechini v elastic(y' gel

(RAKousKf 2000).'

Tuhost agarov6ho gelu je moZnd regulovat obsahem agaru v mddiu (0,8-1,0 9/o),

druhem agaru a pH m6dia (IJneoILiK 2005).

Kontaminace a skutednost, irc bdin( komerdni produkty jsou nizn6 kvality, vyi:aduji,

aby pied pouZitim byl bdZnf vl6knilj i mlety agar di5tdn. Koncentrace 0,5 ai:1,5% v m6diu se

povaZuje za optim6lni(Rerousrf 2000).

Vedle agaru je moZn6 pevnd m6dium vytvoiit pomoci dalSich l6tek jako napi. Agar6zy,

Phyagelu a Gerlite, kter6 se pouZivaji v koncentraci 1,25-2,50 g.l-t (HRADILiK 2005).

2.5.1.3 Flzikilni podminky kultivace

DrlleZitd jsou zejmdna: teplota, svdtlo, vzdu5nd vlhkos! aerace a fyzik6tni stav Zivn6

pfidy. BdZnE se explantritov6 kultury p6stuji pii konstantni teplot6, jejiZ optimum je urdovilno

typem kultury a genotypem. Pro vdt3inu kalusoqich a suspenznich kultur je optimum



v rozrnezi 24-27"C, pro protoplasty 25-28"C. Rtst a morfogenni reakce kultur jsou ovlivndny

intenzitou, kvalitou a dobou owdtleni. Relativni vlhkost je velmi dileiita pro kultltry inf itro'

Nejdastiji je atmosfdra nad objekty, jeZjsou umist6ny na agarovd pfldE nebo vhodn6m nosidi'

sycena pouze odpaiovrinim vody z Zivn6 pidy' ProtoZe uzivdry kultivadnich n6dobek

neoddEluji hermeticky vnitini atmosfdru od vn6jsi, doporuduje se udrzovat relativni vzdusnou

vlhkost v kultivadni mistnosti na hodnotd 80-85% @eKousKY 2000)'

2.5.1.4 Pievodinvitro rostlin do pfidy

Zakofufiovr6nim in vivo se rozumi zakoieiovani prytri odvozenych in vita

v nesterilnich podmink6ch na substratech, jinfch neZ jsou kuttivadni m6dia. Jedn6 se o rfim6

um6l6 pidy popf. porerri materialy. Pffkladem mohou bjt perlit, vermikulit' sm6si obsahujici

pisek, raselinu, dedidov6 vata atd. substrit pouZivanj k zakolefiov6ni in vivo by m6l bjt slab6

kyseljaZneutr6lni'm6lbyzajiSfovatdostatednouaeraciam6lbymitvysokouvodnikapacitu

(KovAe 1995).

NamnoZendrostlinyjenutnopiev6d6tdonesterilnichpodmlneksmimoiadnoupedi.

Pli pievodu do pidy (nesterilnich podminek) jsou rostliny vystaveny abnorm6lnimu stresu'

Samotnf pfuvod je proto kritickou fiizi mnoZeni in vitro' U v€tiiny pfuvodri je nezbytnou

podminkou pievodu piitomnost dostatednd vyvinut6ho koienov6ho syst6mu'

Nriroky pii'pievod t in vitlo rostlin do pridy jsou: zpod6tku (prvni dny) - cca 100%

vlhkost vzduchu a d6stedn6 stinEni, adaptace (dkolik tidnfl) - snizeni relativni vlhkosti na 70-

80%, piipadn€ i niZe, postupn6 zvy5ovrini intenzity osvdtleni'

KomerdnifirmyzfivajicisemasovfmmnoZenlmrostlinobvyklemajikuveden6mu

irdelu specielnd upraven6 skleniky s programovatelnjm automatichfm reZimem stinEni'

vlhieni, zilivky, osv6tleni a temperace. u zavedenich technologii pievodu byvaii zxiny

materi6lu minimalni. Adaptovan6 rostliny jsou do doby distribuce pedliv€ kontrolovriny a

preventivnE oSetlovfny proti nejzivaZnEj$im Skridc0m a patogenrim @'eKousKf 2000)'

2.5.1.5 Vyuiiti exptantitovfch kultur

Rostlinnd explant{^ty, znjm1na techniky, ktere jsou orientovfny na milsopropagapi,

nachineji stSle 5ir5i vyuziti v zahradnick6 praxi (tlneonir 2005). v poslednlm desetileti se

explanuitov6 kultury rostlin staly nepostradatelnou soud6sti cel6 fudy biologichich obori
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zabyvajiciclt se studiem rostlin, ryuZivaji se k biotechnich-im, fyziologic\fm, morfologic\im

a geneticrym studiim. V iadd vyspdljch zemi se staly nedilnou soud6sti zemdddlsk6 produkce

rostlin (KovAe 1995).

N5kter6 specifick6 rysy mikropropagace:

- rychl6 namnoZeni druhfr obtiZnE mnoZitelnfch konvendnimi postupy

- namnozeni nove vyslechtdnich odrfid (dasto okrasnich rostlin) - umoz:iuje rychld

uvedeni velkdho podtu jedincri na trh a z ekonomickdho hlediska rychlf n6vrat

vloZenfch prostiedkri

- ozdravoviini rostlin

- ve SlechtEni rychl6 namnoZeni vybranyich nov6 vywofun;.ich linii

- moZnost z6chrany ohroZenlch pland rostoucich rostlin i cennfch genotypri

- nez6visi na rodnim obdobi

Ve velk6m mEfftku jsou asepticky mnoZeny rizn6 druhy: Anthurium, Begonia,

Gerbera, Philodendron..., detnd druhy orchidej i (Cattleya, Cymbidium, Dendrobium,

Oncidium, Yanda,..) a jejich hybridri, bromelii (Ananas. Dracena). UspESnE byly

rozpracovi{ny projekty na zAchranu ndkterjch ohroZenfch druht rostlin jako hoicri, vstavadri,

hmyzoirav! ch druhri, sukulentri atd.

Je tfutra si uvddomit, Ze vegetativni mnoZeni in vitro je cenov6 n6kladn6 a st6vii se

rentabilnim pouze v piipadd "ekonomicky zajimav!,ch objektt di aplikaci" a masovd produkce

- dasto statisice jedincri (RerousKY 2000).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinnf materidl

Pro mikropropagaci in vitro byly pouZity komerdnd ziskan6 rostliny Macotles petola

(Bl.) Lindl. a Erythrodes noblrs. Aby bylo pro prdci zaji5tdno dostatednd mnoZstvi rostlinn6ho

materi6lu, byly rostliny piedpdstov6ny do kelimkri na podzim v roce 2005. Rostliny byly

zasazeny do smdsi ra5eliny, ra5eliniku, perlitu a muldovaci kfiry a potd umistdny do

sklen6n6ho boxu. Teplotu v boxu reguloval termostat na 25-27 "C. Vlhkost vzduchu byla

udrZov6na okolo 90% neust6lfm dopldov6nim vody na dno boxu.

Obr. d. 5: Predpdstovan6 rostliny ve sklendndm
boxu

Obr - d, 6: Macodes petola a Erythrodes nobilis

3.2 Pffprava Zivn6ho m6dia

Pro pdstov6ni rostlinndho materi6lu byly pouZity dtyii druhy kultivadnfch m6dii: AK

mnoZiv6, AKB mnoZivd s piidavkem bandnovdho extraktu, AK TDZ supermnoZiv6 a NAM

koienici a rfistovd m6dium. ZSkladni sloZkou uvedenlfch m6dii bylo MS (MuRAsHrcE a

SKooc 1962) m6dium v plnd nebo 1/2 koncentraci.



Tab. d. 8: SloZeni mddia MS rrcE a SKooc 1962)
SloZkv iivn6ho m6dia ml, mg.l-r m6dia

NFi4NOl 1650 me
KNO: 1900 me

MgSOa.TH2O 37Omg
KHzPO+ l 70me

Fe'- komplexovan6 EDTA 43 mg
Schar6za 30000 mg

C aClz.2tl:zO (z6sobn I roztok) 2,9 ml
MS-mikroelementv (zrisobnf roztok) lm l

M S-vitaminy (zisobni roztok) lm l
KI Jodid draselnV 0,83 ms

Zdroi: VOTRUBA M. a kolektiv (1987): Explantilovd techniky Praha

AK mnoiiv6 m6dium

ab. d. 9: Standardni AK mnoZivdho m6dia
SIoZky Zivn6ho m6dia mg.l-' m6dia

MS I/2
Inositol 100
Glycin l 0

Thiamin 5
Pvridoxin 1.667

Adenin sulf6t 5
BAP 4,667
NAA 0,467

Schar6za 20000
' Gluk6za 10000

Malt6za JJJ . f

L-cystein 0.667
2003

Chemickd nrzvy: BAP (benzyladenin), NAA (kys. l-natyloctov6)
Zdroj: VS 1998,

AKB mnoZiv6 m6dium

Ke sloZk6m mnoZivdho m6dia AK bylo piidrino 16666,7 mg.l-r banrinov6ho extraktu.

AK TDZ supermnoZiv6 m6dium

SloZky zfist6vaji stejn6 jako u AK mnoZivdho m6dia" sniZi se pouze mnoZstvi BAP na

2,33 mg.l-t a navic m6dium obsahuje 2,33 mg.l-r rfistov6ho regulStoru TDZ (thidiazuron).
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NAM koienici a rristov6 m6dium

Tab. d. l0: Standardni sloZkv NAM koieniciho a rfistov6ho m6dia
SloZky Zivn6ho m6dia ms.l-' m6dia

MS (100%)
Inositol 1500
Glycin 150

Thiamin 75
NAA 50
IAA 25
BAP 5

Schar6za 300000
L-cystein 10

Aktivni uhli iemn6 8000
992Zdroj:

Chemickd n6zvy: NAA (kys. 1 -natyloctov6)BAP (benryladenin), IAA ftys. I -indolylodove)

3.3 Postup kultivace

1) Pied vlastni kultivacf byla provetlena sledlzg.ce:

d orostiedi

. .!!l

! [

Pro dosaZeni sterilniho prostiedi byly pouZity flow-boxy Fatran deskoslovenskd

vjroby, kter6 postaduji pro bdZnou pr6ci. Vnitini strany flow-boxu bylo nutn6 vytiit

desinfekdnim roztokem (70Vo etanol). Box byl spu3t6n asi 15 min pied zahi$enim prrice, aby

do5lo k ust6leni proudu vzduchu a soudasnd na kultivadni prostor prisobilo W zirieni

germicidni lampy.
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b) ndstrojfi

Do su36my byly umistdny laboratomf n6stroje

podebn6 k odbdru explantiiti ft6dinky, Petriho misky,

pinzety, preparadni jehly, skalpely).

c) destilovand vody

Pievaien6 destilovan6 voda byla rczlita

do k6dinek, kterd byly \.ysterilizov6ny v suirirn6.

K6dinky se ihned piekryly Petriho miskami, aby voda

nebyla kontam inov6na m ikroorganismy.

2) Preparace rostlinn6ho materi6lu

Byl vybr6n rostlinnj materi6l dobrd kvality i po stnince zdravotniho stavu. Mladj

vyhon velikosti 5-10 cm byl odddlen ostqfm skalpelem od matedn6 rostliny nebo byla pouZita

cel6 rostlina. Odebranly' materi6l byl v nesterilnim prostiedl um1.t vodou a odiStdn. Um1t6

rostlina se pienesla do aseptick6ho boxu, kde se jiZ prov6ddly veSker6 dal5i pracovnf rikony.

Vyhon byl preparovdn ostrfm sterilnim skalpelem na ndkolik explantdtri tak, aby obsahoval l-

3 listov6 ziklady (prirpordia) a 2-4 viditeln6 z6klady listfi.

* 1

" i. 'f"

$i

Obr. d. 9: Pffprava na preparaci Obr. d. l0: VlT,reparovand explant6ty

Obr. d. 8: Sui6ma



Vypreparovand explantrity byly proplachovriny v niznfch dezinfekdnfch roztocich v

z6vislosti na zvolend metod6 kultivace. Sterilovanj explantdt rnusi bjt zcela ponoien v

dezinfekdnim roztoku a to nejl6pe tak, aby hladina roztoku byla asi 2 cm nad sterilizovanfm

objektem. Po Wjmuti z dezinfekdniho roztoku byl opl6chnut 2-3x sterilni destilovanou vodou.

Obr. d. 11: Dezinfekce explant6t& v aseptickdm prostiedl
boxu

3) Sterilizace rostlinndho materi6lu

3.3.1 MoZnosti plevodu

Pro ovEieni moinosti kultivace byly vyzkou5eny 4 metody, kterd byly zaloinny na

uveden6m postupu, ale li5ily se v pouZiti dezinfekinich roztokri, v dobd jejich prisobeni a v

pouZiti rfiznjch kultivadnich m6dii. U kaZd6 metody byly pokusy ndkolikrdt opakov6ny.

metoda I: Dezinlekce 70oh etanolem

l. ookus - 17. 1. 06

2 explantrity Macodes petola byly ponoieny na 20 sekund do 7O o/o ETOH a ndslednd

oplichnuty ve sterilni destilovan6 vod6. Pak byly explantrity umistdny do sklendnfch nridobelg

na povrch agarovdho m6dia AK a pedlivd uzadeny.

2 .pokus*31.  1 .  06

K pokusu byl pouZit I explantrit rostliny Erythrodes nobilis a 1 oxplantrit Macodes

petola. Rostliny byly pii tomto pokusu dezinfikovriny po dobu I minuty v 70% ETOH. Ke

kultivaci bylo pouZito AK mnoZivd m6dium.
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metoda II: Oplichnuti 957o etanol, dezinfekce v destilovan6 vod6 se Savem (9:1) + 2-3

kapky smrliedla

1. pokus - I 8. 4. 06

V aseptickdm prostiedi boxu byla cel6 rostlina Erythrodes nobilis proplfichnuta nejprve

v destilovand vodd s 2-3 kapkami smridedla (Jar), pak v samotnd destilovan6 vod6,

n6sledovalo ponoieni na 15 sekund do 95 Vo etanolu a nakonec opdt namodeni do destilovand

vody.

Na Petriho misce byla rostlina rozddlena na 4 explantaty. Kaidf byl vydezinfikovrin v

roztoku destilovand vody se Savem (9:l) s 2-3 kapkami sm6dedla. Doba dezinfekce byla

postupn6 prodluZov6na. l. explant6t byl v roztoku dezinfikoviin 16 minut, dalSi 18, 19 a

posledni 20 minut. Po vyjmuti z rozl.oku byly explant6ty 3x opLichnuty ve sterilni destilovan6

vodE a pieneseny na tuhd AK kultivadni m6dium.

2. pokus - 9. 5. 06

Postup dezinfekce byl stejnli jako pii l. pokusu t6to metody, ale byla pouZita rostlina

Macodes petola, znit byly ziskriny 3 explant6ty. Dezinfikovdny byly 16, 18 a 20 minut a

umist6ny na mnoZivd m6dium AK.

3. pokus - 16. 5. 06

Celkem 8 explanliti bylo dezintikov:ino v d6lce 26, 28, 30 a 32 minut. Ke kultivaci

bylo pouZito AK m6dirim.

metoda III: Oplichnuti 807o etanol, dezinfekce v destilovan6 vodE se Savem (9:1) + 2-3

kapky smriiedla

1. pokus - 30. 5. 06

Cel6 rostliny Erythrodes nobilis a Macodes petola byly proplichnuty nejprve

v destilovan6 vod6 s 2-3 kapkami sm66edla, v samotn6 destilovand vodd, pot6 15 sekund v 80

o/o etanolu a nakonec opdt v destilovand vod6. Ndslednd byla kaZd6 rostlina rozd6lena na 4

explantity, takZe dohromady vzniklo 8 explantrit&. Kaidf byl namoden do roztoku destilovan6

vody se Savem (9: l) s 2-3 kapkami smridedla postupnd na 321, 33,5; 34,5 a 36 minut.

Explantrity byly 3x opl6chnuty ve sterilni destilovan6 vodE a umist6ny na powch agarov6ho

m6dia AK.
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2. pokus - 18. 10. 06

Celkem 1l explant6t0 bylo postupnd dezinfikov&to 26,28,30,32' 34 a36 min'uf".

5 explantrfti bylo kultivovdno na mnoZivd mddium AK a 6 na rristovd ftoienici) NAM

m6dium.

3. pokus - 8. 11. 06

Doba dezinfekce u 8 explantitfi se pohybovala od 26 minut do 3l minut. Byly pouZity

AKiNAMmddia.

metoda IV: Opl6chnuti 907o etanol, dszinfekce v destilovan6 vod6 se Savem (9:l) + 2'3

kapky smiEedla

1. ookus - 4. 12. 06

Rostliny byly postupn6 propl{chnuty v tdchto roztocich:

Po preparaci byly vznikl6 explant6ty dezinfikovdny v roztoku destilovand vody a Sava

(9:1) s 2-3 kapkami smridedla od 30 do 34 minut. Pro kultivaci bylo pouZito mnoXci mddium

AK.

2. ookus - 13. 3. 07

Postup se opakoval, doba dezinfekce byla zvolena od' 27 do 35 minut a tentokrdt byly

pro kultivaci pouZity supermnoZiv6 mddium AK TDZ a mnoZiv6 s extraktem banrinu AKB.

3. pokus - 26. 3. 07

Doba dezinfekce byla prodlouZena na 35 aL.4l minut. Explantity byly pleneseny na

AK TDZ kultivadni m6dium.

Obr, i. 13: Oplachovaal roztoky
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4) Kultivace

Vypreparovanj a dezinfikovanj explantrit byl plenesen na tuh6 kultivadni mddium.

Bdhem dvou ai.lii dni se objevila piipadn6 infekce, kteni mohla bjt dfisledkem nedokonald

sterilizace nebo kontaminace. Naopak rfist se projevil v prtb6hu tli tjdnfi aZ n6kolika mdsicti.

Piipravend, nov6 zaloZen6 a uzavien6 explant6ty byly pieneseny z aseptickdho boxu do

nesterilnlho prostfedi kultivadnl mistnosti, kde byly ponech6ny pii teplotd 25-27"C pti

zriiivkov6m osvdtleni, nastaven6m sv€teln6m reZimu, intenzit6 osvdtleni a vysokd vzduSn6

vlhkosti.

Obr. d. 12: Explanlity na agarovem mediu ve sklur€nfch n6dobk6ch
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4 VYSLEDKY

4.1 Metoda I: Dezinfekce 707o etenolem

Cilem metody I bylo ov6iit moZnost kultivace v podminkich in vitro pii dezinfekci

rostlinndho materi6lu 70olo etanolem. U 1. pokusu byly 2 explanLity Macodes petola ponoieny

na 20 sekund do 70% etanolu a pii 2. pokusu byla doba sterilizace prodlouZena na I minutu.

Po ndkolika tlidennim sledovi4ni explant6tt umistdnjch ve sklen6nly'ch n6dobk6ch na AK

mnoZiv6 m6dium nebyla zaznameniina kontaminace u Zridndho z nich, av5ak nedo5lo ani

kjejich rfistu.

4.2 Metoda II: Oplichnuti 95o/" etanol, dezinfekce v destilovan6 vod6 se Savem (9:1) +

2-3 kapky smriiedla

Pii metodd ll byly v jednotliv;fch pokusech rostliny nejprve postupnd oplachovriny:

destilovan6 voda + 2-3 kapky sm6dedla + destilovanri voda -+ 15 sekund v 95% etanolu -+

destilovan6 voda. Po opl6chrtuti byly dezinfikovdny v destilovan6 vodd se Savem (9:l) a s 2-3

kapkami smededl4 piidemZ byla mdn6na doba pisobeni (tab. d. 1l). Ke kultivaci bylo pouZito

AK mnoZivd m6dium.

Tab. d. 1l: VVsledek kultivace oodle iednotlivych pokusfi u metody II

Pokus Typ explantitu Doba prfisobeni
(minutv) Kontaminovinv Bez kontaminace

I Erythrodes nobilis 16,  18 ,  19 ,20 19,20 16,18
2 Macodes petola 16,  18 ,20 20 t6, l8

3 Ewthrodes nobilis 26.28.30.32 )6  1 ) 28,30
Macodes netola 26,28,30,32 VSechny

4.3 Metoda III: Oplichnuti 809/0 etanol, dezinfekce v destilovan6 vod6 se Savem (9:1)

+ 2-3 kapky smriCedla

Metoda III byla swjm postupem obdobn6 metodd II, ale pfi oplachovdLni byt pouZit

m6nd koncentrovmy 8O o/o etanol a vjraznd byla prodlouZena doba dezinfekce. U tdto metody

byly u 2. pokusu vyuZity jako v'.ichozi rostlinn! materi6l pro kultivaci zkontaminovand



(zplesnivdl6) explant lty, proto musely bjt pied zahfljenim vlastni pr6ce drikladnd odi5Gny.

Explantaty byly kultivovriny na mnoZiv6 m6dium AK i na rfistovd (koienici) NAM medium.

Tab. d. l2: V'isledek kultivace nodle iednotlivVch ookus0 u metodv lll

Pokus Typ explantitu Doba prisobeni
(minutv)

Typ
m6dia Kontaminoviny

Bez
kontaminace

I
Macodes petola 1?.  1?  S.  14  S.  16

AK
J Z 33.5:34.5:36

Erythrodes nobilis 34,5 32; 33,5: 36

2
Macodes petola 30.34 AK 30,34

26,28,32, NAM 26,28,32

Erythrodes nobilis
26,28 ,30 AK 28,30 26
32,34,36 NAM 32"34 36

3
Macodes petola 26 AK zo

28 NAM 28

Erythrodes nobilis
27,28 ,29 ,30 ,3 l AK V3echny

31 NAM . ' I

4.4 Metoda IV: Oplichnuti 90%o etanol, dezinfekce v destilovan6 vodd se Savem (9:1)

+ 2-3 kapky smriiedla

Pii metodd lV byly rostlinnd explantr{ty proplachovdny v tomto poiadi:

destilovan6 voda + 2-3 kapky smddedla -+ destilovanri voda -+ 15 sekund v 90olo etanolu -+

destilovand voda. Niisledovala dezinfekce v destilovand vodd se Savem (9:1) a s 2-3 kapkami

smddedl4 doba pisobeni byla postupn6 prodlouZena aZ na 4l minut. Explant6ty byly

piend5eny na mnoLici AK mddium, supermnoZivd AK TDZ a mnoZivd s extraktem baniinu

AKB.

ab. d. I 3: Wsledek kultivace oodle iednotliv u IV

Pokus Typ explant6tu Doba pfrsobeni
(minutv)

Tvp
m6dia

Kontaminoviny B,ez
kontaminace

I Macodes petola 30,31 ,32 ,33 ,34 AK 31,34 30, 32, 33
Ervthrodes nobilis 32,33.34 32,33,34

2
Macodes petola 27.28 ,30 .35 AKTDZ 28,35 27,30

32,33 ,34 ,35 AKB 32,34,35 J J

Erythrodes nobilis 27 ,30 AKTDZ ) 7  1 n

30 AKB J U

3 Macodes petola 35,37  ,39 ,  41 AKTDZ 39 35,37, 41
35,37 ,39 ,41 AKB 35,39,4l J I



5 DISKUZE

Cilem piedloZend diplomovd pnice bylo ovdieni moZnosti kultivace u tropickd

orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl. v podm(nk6ch in titro. Testovand orchidej je vhodnim

modelovjm objektem pro obecn6 le5eni problematiky geneticky ohroZenfch druhfl rostlin,

nebot' pasivni ochrana je nedostadujici. Mikropropagadni techniky jsou nejvhodndj5i

pouZitelnou metodou pro rychlou multiplikaci a zachov6ni cennich genotypri.

Odvozeni kultury iz vito ntwneni plevedeni rostlinn6ho materi6lu z pfirozendho

prostledi do sterilnich podminek in vitro. UdrZenl sterilniho prosdedi je z6kladnim

piedpokladem kultivace a pieLivbni kultury. Zdrojem infekce mohou byt SpatnE sterilovan6

nebo Spatn6 uchov6van6 mddia, nesterilnl pracovni ndstroje, vzduch a pracovni prostiedi pii

manipulacich s kulturami, pracovnik i sfm rostlinnf malerifl. Sterilizace rostlinnfch

explanuiti je v6t5inou velmi obtiZn6, protoZe na rostlinr{,ch rostoucich v pfuozendm prostiedi

bfv6 zachyceno velk6 mnoZstvi plisni a baktorii, kter6 jsou dasto dosti odoln6 proti

chemickfm sterilizadnfm prostfudkrlm. Stanoveni doby prisobeni nutnd ke znideni patogenri,

aby nedodlo k poSkozeni explantritu, z6visi na druhu explantdtu.

Pro testovfni moinosti kultivace byly pii vjzkumu vyzkou5eny 4 metody, ller€ se

liSily v pouZitf dezinfekdnich roztoku, v dobE jejich prisobeni a v pouZiti niznfch kultivadnich

medif. U kaidd metody se pokusy nEkoliknit opakovaly.

U metody I bylo pii sterilizaci explantri,tu ldacodes petola jako sterilizadni agens

pouZito knitk6 opl6chnuti (nejprve 20 sekund a pii 2. pokusu I minutu) v 707o etanolu.

Sterilizaci 707o etanolem doporuduji tak6 NoRroN A NoRroN (1989). Pmtrr (1987) uv6dl, Ze

vice pmcentni etanol (96%) je piili5 koncentrovanf, pii jeho pouZiti by doSlo k nadmdmi

dehydrataci pletiva.

Po drikladndm oplichnuti 3x ve sterilni destilovand vodE ve flow boxu byly explantSty

umist6ny na agarov6 Zivnd prostiedi AK mnoZivdho mddia, jehoZ z6kladem je m6dium

sestavend MURASHIcEM A SKoocEM (MS-m6dium 1962) pro tk6frovi kultury tab6ku,

bohatdho na anorganickd ftitky. SloZky MS-mddia jsou velmi doble vyv6Zeny, celkov6

koncentrace soli je v5ak pom6rnd vysok6. Proto se dasto pouZivf v polovidni nebo jeSt€ niZ5i

koncentraci.
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Explantrity byly n6kolik tidnl sledov6ny, zda nedojde ke kontaminaci. V5echny

explant6ty byly rispEsnd kultivov6ny, neobjevila se infekce, avsak etanol je aZ ptilis vyzuSil,

rostliny byly sp6lend a nerostlY.

PIi metodE II byly v jednotlivjch pokusech rostliny nejpwe postupnd oplachovdny:

destilovan6 voda + 2-3 kapky sm6dedla -> destilovan6 voda + 15 sekund v 957o etanolu *>

destilovan6 voda. Pro kvalitni povrchovou sterilizaci bylo nutn6 pouiiti smededla (Jar), kterd

sniiuje povrchovd nap{tl a sterilizaCni roztok tak lepe proniki k povrchu rostliny (PIenrx'

1987). CHAL1;PA A DuRzAN (1973) uv6ddji, ie z chemichjch sterilizadnich agens se osvdddili

chlornan vbpenat!, chlornan sodnf, peroxid vodftu a etlalkohol' piidemZ nejdast6ji se podle

nich pouZivd l,5olo chloman sodnj NaCIO ve formd komerdniho pffpravku SAVO nebo

chlornan vr[penafj Ca(OCl)r. VEJsADovi,, BusINsKV, SEDIVA A DosTALEK (2000) doporuduji

nechat prisbit aktivnl ohl6r na rostlinny materi6l 15-20 minut s piid6nim nEkolika kapek

sm6dedla. Proto byly explintrity po op}ichnuti dezinfikovrfury v destilovan6 vodE se savem

(9:l) a s 2-3 kapkami smr{dedla. Doba prisobeni se pohybovala od 16 do 32 minut. Sterilizadn{

iinidla je nutno pedliv6 odstranit omytim 2 al 3x sterilni vodou (Nontow A NoRToN' 1989)-

Explantrity pak byly pfuneseny na tuh6 AK kultivadni m6dium.

Vjsledkem kultivace bylo pozn6nf, Ze kontaminovriny byly u l. a 2' pokusu

explantrity, na kter6 pisobil dezinfeklni roztok nejddlg tzn. pfi 19 a 20 minut"ich dezinfekce.

3. experiment byl prove{en na 8 explantitech, z nichi byly infikovrfuy pouze 2, a sice pii 26 a

32 minutich sterilizace. Konlaminace, ke ktere do3lo celkem u 4 explantitt lze piisoudit na

vrub znedi5tdnd sterilovan6 vody, kter6 byla pouZita k odshanEni sterilizadnlho dinidla jiZ u

prvnich explant6tt nebo takd samotnd pr6ci. Uk6zalo * dy, Ze metoda tr je jednou

z moZnjch cest k rispd5nC kultivaci orchideje Macodes petola.

Metoda III byla svim postupem obdobn6 pfudchozf metodC. Pro oplachovrini byl

zvolen m6n6 koncentrovanf 80 % etanol a vjraznd byla prodlouzena doba dezinfekce.

Explant6ty byly umlstEny na mnoZiv6 mddium AK i na rfistovd (koienic| NAM m6dium.

Zakoleiovaci media obsahuj( m6n6 soli neZ indukCni, kteni podporuj{ rtst prjtu. Podle

NoRroNA A NoRroNA (1989) je v ndkterych ptipadech vhodn6 pouZit mddium bez

makroelementri. Jak uv6di CHALuPA (1975) schopnost bundk vyfvriiet kofunov6 primordia

z6visi na pfitomnosti auxinu (IAA), litek fenolickdho typu a enzymri. Dle SKooGA (1954) je

tvorba kofunri indukovi{na pli nlzkdm pomdru cylokininu k auxinu v Zivndm m6diu.
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Koncentrace cukni v zakofuiovacim mddiu dini obvykle podil24 o/o gluk6zy nebo sachar6zy'

Explant6ty bez plitomnosi cuknl v m6diu dernaj{ nebo u nich nedoch6zl ke tvorbc kofunrl

(NoRroN A NoRroN, 1989). Pro stimulaci tvorby kolent se do m€dia obvykle piid6v6 aktivni

uhli v koncentraci 600 mg.l-t (Mams, l99l). Aktivni uhli stabilizuje pH (F.e.sr, 1980) a

zyy3uje aeraci m6dia (Atorrn a ERNsr, 1984). Zpfisobuje ztmavnuti m6dia" kter6 stimuluje

pfuozendprosfui.

Pro 1. pokus bylo pouZito pouze AK m6dium. Infekce byla pozorovdna pouze u 2

testovanfch explant6t&. Ye 2. a 3. experimentu bylo pti pnici vyzkou5eno i NAM (nlstovd a

kofenici) m6dium a jako wjchozi mstlinnj materiril byly vyuZity zkontaminovan6

(zplesnivEl6) explant6ty, kterd musely bjt dnkhdne odi5tdny. Wevflinh v6tiina vzorki

umistdnfch na AK m6dium byla kontaminovdna, naopak explantrity na NAM mediu byly

kromd 2 zdrav6. Z,a hlavnl pffCinu kontaminace byl povaZovrin vybrani rostlinnf materi6l'

ktmj byl Spafird kvality po strfuic€ zdravotniho stavu. Pii metodE III byla kontaminace

minimdlni, ale piesto nebyla zaznamen6na tvorba koiene. Jak uv6di Crwune (1975),

k indukci kofunovfch prirnordii je pravddpodobnd zapotfubi tzv. kofaktoru, jehoZ prisobeni

spolednd s auxinem mriZe indukovat tvorbu kofunri.

Metoda IV se odliSovala v pouZitl 90% etanolu pli oplachov6.ni rostlin. Explant6ty byly

kultivovr6.ny na 3 druhy m6dii: mnoffci AK, supermnoliv€ AK mZ a mnofiv6 s extraktem

bandnu AKB. Fytohormon TDZ (thidiazuron) rovndZ vnrZ{vali ve wfch pracich nafi.

ET NGER A PREECE (1985), PF€ECE A IMEL (1991), [APIcHrNo A CrsN (1995) a HSIA A

KoRBAN (1997). NejhojnEj5l regenerace byla pozorovr{na pnivd na mddiu s pl{davkem TDZ.

SruoNtdra (1984) doporuduje jinf zpflsob povrchovd dezinfekce explant6t&, a sice

rozlokem, ktery se pfipravi smichrinlm I litru vody s 200 mg jodu a 400 mg jodidu draseln6ho

a ptidri'n{m n6kolika kapek smidedl4 pti dobE dezinfekce 20 minut. Tato metoda nebyla na

Macode s trmtola vyzkou5ena.

Ndktefi autoli podpoiili regeneraci listovjch explant6tfr stffdr6Lnim intenzity osvdtleni

(HsrA A KoRBAN, 1998; EcoNoMoN A READ, 1988; VerseoovA, 1997) nebo ptsobenim urCitd

teploty na kultivovan6 explantrity (NonroN A NoRroN, 1989; HSIA A KoRBAN, 1989;

MERTENS ET AL., 1996). Tyto varianty nebyly pfi pnici testov6ny.
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e z(vftn

Kultivace a rozmnoZovrinl orchideji metodou ,,in vitro" padi nepochybn6 mezi

progresivni biotechnologickd metody, ktere jiZ v minulosti umoZnily v rimci komerdni sfdry

saturovat poptavku po t€chto atraktivnich rostlinrich a z&ovefr do urdit6 mlry chni.nit jejich

okoZen6 pffmdni zdroje. Pdstovinf n€kterjch druht pomoci rostlinnfch explant6tri je

z technologickdho hlediska ji2 velmi dobtu zvl6dnuto, u jinfch druhi jsou metody pievodu a

kultivace teprve hled6ny.

Cilem pnice bylo ovElit n6kterd moftrosti pievodu rostlin orchideje Macodes petola

(Bl.) Lindl. na agarov6 mddium ajejich reakci na r'uzn€ sloZeni tohoto mddia. Tohoto cile bylo

dosaieno pouze dristeinE. Adkoliv byla nalezena vhodnd doba sterilizace rostlin v pouiit6m

sterilizainim dinidle, kteni zabninila kontaminaci vloZenfch explantdtfl, do5lo dejm€ zdroveIl

i k po5kozeni citlivfch pletiv rostliny. Rostliny v kultivadnich n6dob6ch nebyly tedy napadeny

Z6dnlim infektans, na druhou stranu v5ak ani po pomdrn6 dlouh6 dobd sledovdni nevyMzaly

zietelnd znimky ristu bez ohledu na sloZeni pouZit6ho media z hlediska obsahu Stohormonri

a iada z nich postupnE nekrotizovala. UrCity vliv mohlo m{t i pou2ite vybaveni laboratoie,

kter6 i pli pouZiti flow-boxfi nemohlo zcela garantovat absolutni sterilitu okolniho prostfudi

pli pl,evodu rostlin na agar. Pro orchideje rodu Macodes a podobnd rostliny se znaCnd

nesm6tivjm powchem a jemnfmi pletivy budou ziejmE vhodn6j5l metody sterilizace

vyuLivajici napi. bromovfch par, nebo desinfekinich ndinku j6du a jeho slouienin. Tyto

metody v5ak v prfib6hu pnice nebyly zkouSeny.
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