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1 UVOD

V poslednich letech si orchideje ziskavaji stale vice pfiznivel — péstiteld. Jejich povest
jako velmi obtizné péstovanych rostlin zanikd a stile vice milovniki exotické kvéteny je
zalina s Gspéchem péstovat i v byté

V rostlinné {i8i tvofi orchideje jednu znejbohatSich cdeledi — Orchidaceae
(vstavacovité), ktera obsahuje kolem 30000 druhii, dé€licich se do vice nez 500 rodil. Orchideje
patfi k vyvojové nejmladS$im rostlindm a jsou Casto Gzce specializované na urdité prostredi.
Mnoho z nich je endemickych — tj. rostoucich pouze na jediném misté na svétg, dasto velmi
malém (napf. na svazich jediné hory). Né&které druhy tak zni¢enim dané lokality z pfirody
nendvratné zmizi a mnohdy pieZivaji jen ve sbirkach péstiteld.

V soudasné dobé stoji terestrické orchideje v popredi ochranafskych zdjmi v
souvislosti s druhovou ochranou a jejich citlivou reakci na rudivé vlivy vnéjSich faktorii na
pivodni prostiedi. Z divodu nieni deStnych pralesii a pfirozenych stanovi$f dochazi
k vyhynuti spousty vzacnych taxoni. Znaéné naroky terestrickych orchideji na nenarufena
stanovisté souvisi s jejich mykotrofnim zplisobem, tzn. vazbou na symbiotické houby
v pidnim humusu. K vyvoji mykorhiznich hub v pidnim prostfedi dochazi pouze za
dostatecného zasobeni kyslikem, vodou a Zivinami.

Skodu zpiisobuji také obchodnici, ktefi protizdkonn& drancuji jejich stanoviité a
prodavaji hlizy “milovnikim* orchideji. Pravé kvili ohroZeni jsou v mnoha statech vydavany
zdkony na ochranu orchideji. Zakony jsou nutné a v pfipadé tropickych orchideji, s nimiz se
pfedeviim obchoduje, bezprostiednim pfedpokladem pro zachovéni druhi.

Jednou z nejslibnéji se rozvijejicich oblasti zem&dé&lské biotechnologie je manipulace
s vyS$§imi rostlinami na Grovni izolovanych bunék, pletiv a organii. Komplex metod zaloZeny
na kultivaci in vitro — explantatové kultury — pfedstavuje v soutasné dob& moZnost zachrany,
jak pro ohroZené rostliny, tak také pro jejich ptirozena stanovisté.

Cilem prace je vypracovani postupu vegetativniho mnozeni pro tropicky druh orchideje
Macodes petola v podminkach in vitro. Byl sledovan vliv sloZeni Zivného média (koncentrace
soli, vitaminii, riistovych regulatorti a ostatnich organickych sloZek na iniciaci explantatu,

multiplikaci - zmnoZeni vyhonii a zakofenéni in vitro kultur) a vliv zptisobu a délky povrchové

sterilizace explantatii.




Mikropropagaéni techniky jsou nejvhodng&j$i pouZitelnou metodou pro rychlou
multiplikaci a zachovani cennych genotypi. Tyto metody jsou rovnéZ hojné vyuZivany v

systému Slechténi rostlin, pti ziskdvani novych odrid, ale také zachranu ohroZenych odrid,

ozdravovani rostlin, klonové mnoZeni cennych genotypti, genobanky.




2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika ¢eledi Orchidaceae

Celed’ vstavadovitych (Orchidaceae) — vZit&j$im ndzvem orchideje — jsou co do
detnosti a rodii i druhii nejbohatsi &eledi v ¥i§i vy3Sich rostlin (JATIOVA a SMITAK 1996). Tato
Celed’ &itd na 30000 druhd (DYKYJOVA 2003). Proto jsou orchideje botanicky neobycejné
zajimavé (BUTTLER 2000).

Rozsifeny jsou téméf po celé zemékouli vyjma trvale zalednéné polarni oblasti, pousté
a svétovd moife a ocedny (JATIOVA a SMITAK 1996). Nekteré druhy rostou za severnim
polarnim kruhem a jiné i v horskych oblastech Himaldji ve vyskiach nad 2000 m
(SYROVATKA). Nejvétsi ¢ast celé Celedi a souCasné téméf vSechny orchideje amatérskych
sbirek a sklenikd jsou orchideje subtropického a tropického pasma. Na orchideje nejbohat3i
oblasti je Asie, pak Amerika, méné orchideji roste v Africe a v severni €asti Australie. I na
uzemi na$i republiky se ve volné pfirodé vyskytuje asi 70 druhd orchideji mirného pasma
(GOTHARDOVA 1992).

Orchideje plati za vyvojové mladou skupinu: nejstari fosilni nalez, ktery se s ur€itou
pravdépodobnosti miiZze pokladat za orchidej, pochazi z miocénu a je stary asi 15 miliéni let.
Ukazuje to na pomérng nizké fylogenetické stafi (BUTTLER 2000).

2.1.1 Historie péstovani

Historie péstovani orchideji zafind témét pied 200 lety, kdy byly zdosud
neprozkoumanych tropickych a subtropickych oblasti dovezeny do Evropy prvni exotické
druhy (RITTERSHAUSEN a QAKEY G. & D. a SUTHERLAND 1995).

Prvni tropické orchideje p¥ivezli do Evropy Spanélé ze zdpadoindickych ostrovii. Po
dosud neznamych rostlinach se postupné vytvofila silna poptavka. Zacatky péstovani orchideji
viak byly provdzeny &etnymi nelspéchy, protoZze viechny dovezené druhy byly sazeny do
norméalni zahradnické pidni smési, v niZ pfirozeng hynuly. Teprve objev kultivaénich narokt
orchideji oteviel dvefe jejich hromadnému péstovani. Zahradnické podniky i bohati

soukromnici (vesmés z Anglie) vysilali do tropti viech svétadili “lovce orchideji®, ktefi

ptivaZeli celé lodni ndklady nasbiranych rostlin.




Novy impuls dostalo péstovani orchideji objevem jejich souZiti s houbami, moznosti
jejich ktizeni a $lechténi a hlavng objevem symbiotického mnoZeni. V padesatych letech 20.
stoleti doglo k dal$imu svétovému objevu — mnoZeni orchideji pomoci explantatovych kultur
(vieobecnd nazvaného meristémova kultura). V3echny védecky propracované metody jejich
péstovani snizily cenu orchideji natolik, Ze je bylo moZno zpfistupnit jako trzni zahradnické

zboZi co nejsirsi vefejnosti (DUSEK a KRISTEK 1986).

2.1.2 Druhy orchideji

Obecné miizeme orchideje rozdélit na druhy epifytické, které Ziji na jinych rostlinach a
vyuZivaji je pouze jako podkladu a terestrické (geofyty), rostouci v zemi (PROCHAZKA a
VELISEK 1983).

Cetnost zastoupeni druhti vstavadovitych klesa od rovniku k p6liim. Zatimco v tropech
vyrazné prevazuji epifytni druhy nad terestrickymi, se vzriistajici zemépisnou Sitkou klesd
polet druhti osidlujicich stromy, pies subtropy, kde se jejich pomér vzajemné vyrovnava, az
do mirného pasma, kde jsou domovem jiz vyhradné jen zemni — terestrické druhy orchideji

(JATIOVA a SMITAK 1996).

2.1.3 Vyuziti orchideji

Sirsi praktické pouZiti ma pouze piivodné mexicky
druh vanilka plocholistd Vanilla planifolia. Jeji valcovité
dlouhé tobolky v nedozrélém stavu obsahuji vanilin, ktery
je jednim z nejroziifen&jSich aromat (PROCHAZKA a
VELISEK 1983). Vzhledem k vysoké cené pfirodniho kofeni

je vyrdbén jako nahrada také synteticky, je v3ak proti

pFirodnimu aromatu, které obsahuje mnoho desitek dal3ich

organickych latek, mén& lahodny a m4 ostfeji chut Or. & I:Vam-m, planifolia

(http://encyklopedie.seznam.cz, 10. 4. 2007). (ip:/fyantifis Bavei0.ce)
Zahradnicky vyuZivané jsou pfedeviim tropické druhy, péstované pro svou

mimo#4dnou krasu, piivab, neobvyklost a pomérné snadné mnoZeni (POTUCEK a CACKO 1996).




V Evropé i jinych &stech svéta mél v minulosti rozsahlé pouziti salep, dodnes velmi
7adany predev§im v Malé Asii. Jedna se o suSené hlizy orchideji sbirané béhem kvétu nebo

tésn& po odkvétu. Pro znadny obsah slizovych latek se vyuziva v Iékaistvi (PROCHAZKA 1980).

2.1.4 OhroZeni a ochrana

Celad &eled nalezi ke skuping “bezprostiedné ohroZenych vyhubenim*. OhroZeni
orchideji je v prvni fad® zapfi¢inéno omezenim jejich Zivotniho prostoru. Vhodné biotopy se
vyskytuji stile fidSeji. Orchideje nesnaleji zvySen¢ a velkoplosné hnojeni, odvodiiovani a
primyslové vyuzivani pidy, jeZ se dnes provadi v mnoha mistech. Skodu zptisobuji také
obchodnici, ktefi protizakonn& drancuji jejich stanovisté a prodavaji hlizy “milovnikim
orchideji“ (BUTTLER 2000).

Lze konstatovat, Z¢ pokud zmizi destné pralesy, zanikne s nimi 90% druht orchideji na
Zemi. Neusmérnime-li explozi a rozvoj pramyslu, majici za nasledek vieobecné zhorSovani
¥ivotniho prostiedi, &eka podobny osud i orchideje mirnych pasi (JATIOVA a SMITAK 1996).

Pravé kviili ohroZeni byly v mnoha stitech vydany zikony na ochranu orchideji.
Kromé& toho jsou orchideje zahrnuty do Washingtonské dohody o ochrané druhii, ktera
reguluje mezinarodni obchodovéni se zvifaty a rostlinami (BUTTLER 2000).

CR rovné? pfijala a respektuje napt. Umluvu o mezinirodnim obchodu s ohroZenymi
druhy volné Zijicich Zivogichii a plan& rostoucich rostlin CITES. Pfedmé&tem ochrany je
v soucasné dob® asi 2000 druhii zvifat a 35000 druhi rostlin. Mezi druhy kriticky ohroZené
vyhubenim patfi také tyto druhy orchideji: derangis ellisii, Cattleya trianaei, Dendrobium
cruentum, Laelia jongheana, Laelia lobata, Paphilopedilum spp., Peristeria elata,

Phragmipedium spp., Renanthera imschootiana, Vanda coerulea (www.zoopraha.cz, 5. 3.

2007). Zakony jsou nutné a v pfipad& tropickych orchideji, s nimiz se pfedevsim obchoduje,
bezprosttednim predpokladem pro zachovani druhii (BUTTLER 2000).

2.2 Charakteristika modelového druhu

2.2.1 Rod Macodes

Orchideje rodu Macodes jsou typickymi rostlinami tropického detného lesa, popf.
ml#ného lesa, v nadmotskych vyskach od 300 do 1400 m. Zde rostou terestricky v bylinném




patfe v zastinu vysSich pater vegetace, nékdy i epifyticky na kmenech stromt porostlych
mechy a dalsi vegetaci, jsou vSak schopny rist i na skalach, po nichZ stéka voda, vzdy
v podminkach trvalé vlhkosti vzduchu a nizké intenzity rozptyleného osvétleni (BALOUNOVA a
RAJCHARD 2001).

VSechny druhy vyzaduji silné stinéni a teplo. Jako pldni substrat se osvédéuje smds

sphagna s listovkou, raselinou a piskem. Rod Macodes Lindl. 1840 zahrnuje 7-10 druh:

- M. argyroneura - M. petola (Bl.) Lindl.
- M. cominsii - M. rollinsoni

- M. dendrophila - M. sanderiana

- M. javanica - M. lowii

- M. marmorata
(DUSEK a KRISTEK 1986).

Uvedené druhy rostou v Malajsii, na Sumatfe, Jav&é, Borneu, Nové Guineji a na
Salamounovych ostrovech (RICHTER 1965). Taxonomicky je rod Macodes tazen do subtribu
Physurinae, zahrujiciho rostliny s duznatymi, vzptimenymi, popf. poléhavymi stonky.

Orchideje rodu Macodes jsou rostliny drobného vzrlistu s ojedinélou kresbou listi.
(BALOUNOVA a RAJCHARD 2001). RiiZicovité uspoiadané listy na kratké duznaté lodyze jsou
sametové zelené niebo bronzové se svétlou, stéfbrnou nebo nazlatlou nervaturou (RICHTER
1965). Zilnatina ohranituje na ploge listové Cepele policka, Cervenavé nebo Cervenohnédé
zbarvena. Na licni strané listu je toto zbarveni zpravidla piekryto zeleni, 1épe je patrné na
spodni strané listd, kde tmavsi poli¢ka tvofi jakousi mozaiku na velmi svétle zbarveném
(téméf bilozeleném) podkladu. Zbarvenim listii se fadi mezi nejkrasn&j$i rostliny.
(BALOUNOVA a RAJCHARD 2001).

Blizké rody podobné vzhledem i biologii jsou Anoectochilus, Haemaria, Ludisia,

Eucosia a Goodyera (http://www.cloudsorchids.com, 5. 3. 2007).




2.2.2 Macodes petola

Obr. &. 2: Macodes petola |

Nejcastéji pé€stovanym druhem je pravé druh Macodes petola (Bl.) Lindl., ktera je
znama z Javy, MalakKky, Sumatry a Filipin. Je to drobna rostlina se vzpfimenymi nebo mirng&
poléhavymi lodyhami o priméru do 5 mm (RICHTER 1965). Ovalné, mirné za3picatélé listy
maji rozméry cca 6x3-4 cm. Listy jsou sametové svétle zelené, protkané zlatavé lesklymi
podélnymi i pfi¢nymi nervy, a bronzové skvrnité (DUSEK a KRISTEK 1986).

V nodech stonkil vyristaji kratké a silné vzdusné kofeny, ve vlhkém prostiedi husté
porostlé kofenovym vlaSenim. Kofen vyrdzi vzdy na strané protilehlé k listové pochvé.
Rostliny rostouci v podminkach nadbytku svétla maji listy zbarveny jednotvarné Zlutozelend
s malo vyraznou a nelesklou Zilnatinou. Internodia téchto rostlin jsou kratsi, kratké, kolikovité
maji i vzdudné kofeny, listy jsou tuZzsi a tlustsi, pokud kvetou maji kratsi kvétni lodyhy s méné

kvéty.

Kvétenstvi tvoii vzpiimeny hrozen s kvéty o velikosti
7-10 mm. Stfedni sepal a petaly tvoii pfilbovity utvar.

Drobné, nevyrazné kvéty jsou hnédavé s bilymi Spickami

tepali. Kvétd byva na lodyze 5-10. Trvanlivost kvétd je | o
pfiblizné 2 tydny. Rostliny kvetou kaZdoroéné Obr. &, 3: Kvetouc Macodes petol-
(BALOUNOVA a RAIC 2001) (http://i25 .photobucket.com)

V tropické zoné€ nejsou roéni doby, ale je tam vice nebo méné vytvoifeno obdobi sucha

a obdobi dest'h. Orchideje vykvétaji vétSinou v obdobi sucha, kdy je pon&kud kratsi den, malo




srazek, ale velmi intenzivni slune¢ni svit. Rostliny zt&chto oblasti kvetou v naSich
podminkach od podzimu do pocatku jara, tedy v obdobi, kdy je nejmensi intenzita slune¢niho
svitu.

Naroky na vldhu odpovidaji vlhkostnim pomérim mist, na nichz v pfirodé rostou.
Substrat tedy udrZzujeme stale vlhky, zésadn€ v3ak nesmi byt trvale podmaceny (DUSEK a
KRISTEK 1986).

Nejlépe rostou v podminkéch trvalé vysoké vlhkosti vzduchu (70-80%), dennich teplot
v rozmezi 21-27°C, v noci klesajicich na 16-18°C a nizké intenzity rozptyleného osvétleni
(http://orchidlady.com, 2. 4. 2007). Casto jim neublizi, kdyz kratkodobé stoupne teplota
vysoko nad 30°C, ale pokles pod 15°C, zvlasté jsou-li mokré, miiZze byt smrtelny (DUSEK a

KRIiSTEK 1986). Vzhledem k podminkdm s minimem svétla rostou velmi pomalu a vystadi
s minimem pfistupnych Zivin.
Piestoze se jedna o rostliny z vyhranénych stanovist’ dedtnych lest, je mozné jejich

uspésné péstovani i v bytovych podminkach (http://orchidlady.com, 2. 4. 2007).

2.3 Orchideje a obchod

Kazdého nadSence a zacinajiciho péstitele orchideji zajimaji nejen moZnosti kultivace,
ale také moZnosti jejich ziskani i jejich cena (GOTHARDOVA 1992).

Rezané kvé'ty orchideji se zaCaly pouzivat az ve 20. stoleti (RITTERSHAUSEN a OAKEY
G. & D. a SUTHERLAND 1995). Jesté v 70. letech bylo shanéni orchideji spojeno s nadlidskym
usilim, k fezu je péstovalo jen malo zahradnickych provozoven a rovnéZ amatérské p&stovani
orchideji nebylo zdaleka rozsifeno tak jako v poslednich letech. Od té doby se vSak situace
radikélné zlepsila (MUZIK 1992).

Orchideje se vétSinou prodavaji ve specializovanych obchodech, kde je moznost vybrat
si nejen zrozsahlé nabidky, ale zaroveii ziskat rady od odbornikd. Také zahradnictvi a
jednotlivi péstitelé ¢as od Casu prodavaji pfebytky, ale jejich nabidka neni pfili§ rozmanita
(RITTERSHAUSEN a OAKEY G. & D. a SUTHERLAND 1995).

Nejvétsi vybér rostlin za rozumné ceny viak maji bezesporu kluby péstitelt orchideji.

Tyto organizace nejen poskytuji svym ¢&lentim za pfijatelny poplatek mnoho uZiteénych

informaci, ale také pofadaji burzy rostlin. Mezi nejvétsi kluby u nas patfi napiiklad Orchidea
klub Praha, nebo Orchidea — Klub CZS Brno (MUZiK 1992).




Orchideje se prodavaji bud’ jako mladé rostliny, které kvetou aZ po n&kolika letech
nebo témeF dospélé rostliny, poprvé kvetouci &i plng rozvinuté (RITTERSHAUSEN a OAKEY G.
& D. a SUTHERLAND 1995). Stale &ast&ji je moZné setkat se pfi nakupu rostlin s podstatné
levné&jsimi mladymi rostlinkami jest$ v lahvich na Zivné agarové piadé (Muzik 1992).

Okouzlujici barvy a népadné tvary kv&td &ini orchideje idealnimi objekty pro
aranZovani (RITTERSHAUSEN a OAKEY G. & D. a SUTHERLAND 1995). Kvéty orchideji
vynikaji také rozsahlou $kélou nejriizn&jsich viini, od omamnych parféma tropickych druhii i
nékterych nasich druhd (DYkYJOVA 2003).

I pfes dlouhou dobu transportu ke koneénému zikaznikovi zistévaji orchideje v dobré
kvalité, trvanlivost orchideji je tedy naprosto srovnatelna s jinymi skupinami rostlin
(RITTERSHAUSEN a OAKEY G. & D. a SUTHERLAND 1995).

Ceny rostlin jednotlivych firem jsou rozdilné, aviak konkurence je stlatuje do urgitych
mezi. Mezi zndmé zahrani¢ni firmy patfi firma Green Orchids z Thajska, kde se teplomilné
rody péstuji jen pod pfistfeSkem s minimélnimi energetickymi naroky, firma Orchids by
Hausermann z USA pobliz Chicaga, firma Yamamoto, Hawai, USA (GOTHARDOVA 1992).
Ceny importovanych kvétin se vétSinou odviji od cen na burzich - v Nizozemsku VBA
Aalsmeer nebo FLORA Holland, Naaldwijk a v Némecku VBA/VBN v Poryni (SITUACNI a
VYHLEDOVA ZPRAVA — OKRASNE ROSTLINY 2005). Ceny jsou sice pomé&mé& vysoké, ale
sortiment kvalitnich rostlin je velky (MUZiK 1992).

2.3.1 Okrasné zahradnictvi

2.3.1.1 Spolecna organizace trhu EU

V ramcei Spoletné zemé&délské politiky je pro produkty okrasného zahradnictvi a dalsi
Zivé rostliny vymezena Spole¢n4 organizace trhu s kvétinami a Zivymi rostlinami. Organizace
trhu stanovuje jakostni standardy a opatfeni pro ochranu trhu EU. Statistikou vnitiniho

obchodu se zabyva systém INTRASTAT.

2.3.1.2 Kvétina¥stvi v CR
Trend vzestupu produkce kvétin, ktery tuzemské kvétinaistvi zaznamenavé od roku
1997 (SITUACNI a VYHLEDOVA ZPRAVA — OKRASNE ROSTLINY 2005).

e s e e
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Tab. &. 1: Produkce kv&tinistvi v CR (v mil. K&)

1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 2002 | 2003 | 2004
650 | 650 640 660 740 840 | 1011 | 1162 | 1322 | 1423 | 1495
Pramen: Svaz kvétinafh a floristi

Graf &. 1: Struktura tuzemské kvé&tinafské produkce v roce 2004

Struktura tuzemské kvétinaiské produkce v roce 2004
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(SITUACNI a VYHLEDOVA ZPRAVA — OKRASNE ROSTLINY 2005).

2.3.1.2.1 Spotieba a uZiti kvétin v CR

Spotieba kvétin v R se na rozdil od vé&tdiny evropskych zemi neustale zvysuje.
Dlouhotrvajici trend riistu poptavky po produktech kvétinafstvi v CR je diisledkem zijmu
spotiebiteld a rostouci kupni sila obyvatelstva, které okrasné rostliny stale vice vnima jako
darkovy predmét nebo sezénni dekoraci, ale také jako trvalou a pkijemnou soudast svého

¥ivotniho prostfedi (SITUACNI a VYHLEDOVA ZPRAVA — OKRASNE ROSTLINY 2005).
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Tab. &. 2: Spoteba kvétin v CR ve spotFebitelskych cendch v K&/os./rok

Rok Spotieba kvétin Meziroéni pFirustek (%)
1994 288

1995 316 +10
1996 332 +5
1997 433 +30
1998 457 +6
1999 540 +18
2000 566 L 5*
2001 631 +11
2002 693 +10
2003 709 F2re
2004 776 +10

Pramen: Svaz kvétinafi a floristl
Poznamka: * vliv snizeni DPH, po o&isténi vlivu cca +13%
** yliv poklesu trzeb po zéplavach 2002 v jarnim (rozhodujicim) obdobi roku 2003

Graf &. 2: Struktura tuzemské spotieby kvétinatskych produktii v r. 2004 ve spotiebitelskych
cenach

Struktura tuzemské spotieby kvétinaiskych produkta v roce 2004
ve spotiebitelskych cenach
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(SITUACNI a VYHLEDOVA ZPRAVA ~ OKRASNE ROSTLINY 2005).

Odbyt produktii zabezpetuji odbytové organizace CZ-FLORA, odbytové druzstvo a CZ
VITA PLANT, odbytové druzstvo. Odborné svazy sektoru reprezentuji Svaz kvétinail a floristh

CR a Svaz gkolkatt CR.
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2.3.1.2.2 Cenovy v§voj

Spotiebitelské ceny kvétin se v CR meziroénd neustile zvy$uji. V zimnich mésicich
jsou v CR ceny kvétin vyssi nez v mésicich letnich, co? mimo jiné souvisi s vy$§imi naklady
na jejich péstovani v zimnim obdobi, Tento vykyv neni pfili§ znatelny napiiklad u karafiati
nebo orchideji, jejichZ ceny jsou v priibéhu roku vice méné stalé.

Ceny importovanych kvétin se vétSinou odviji od cen na burzach. Tyto ceny vykazuji
vyrazné sezénni vykyvy (zvySuji se zvla§t€ v obdobi svatki — Valentyn, Den matek,
Velikonoce apod.)

Od dubna 2004 podléhaji Zivé rostliny zakladni sazbé (19%) dané z ptidané hodnoty.
Tato skutecnost se v roce 2004 promitla na zvy3eni cen piedeviim Zivych rostlin a na mirném

zpomaleni riistu prodeje.

2.3.1.3 Zahrani¢ni obchod CR s kvétinami

Bilance zahraniéniho obchodu CR s kvétinafskymi produkty je vyrazn& pasivni.
‘ Pozitivni skutecnosti je stoupajici trend exportu nasich vypéstki od roku 1999. Celkovy objem
vyvozu je viak proti dovozu nepatrny (SITUACNI a VYHLEDOVA ZPRAVA — OKRASNE ROSTLINY
2005).

3

Tab. &. 3: Vyvoj bilance zahrani¢niho obchodu CR s kvé&tinami (v mil. K&)

Ukazatel | 1998 | 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005*
Import 085,2 | 1207,2 | 1367,0 | 1463,3 | 1575,7 | 1530,8 | 1739,7 | 1255,6*
Export 88,5 73,6 78.8 89.6 1332 1517 190,5 168,7*

Saldo zahr.

-896,7 | -1133,6 | -1288,2 | -1373,7 | -1442,5 | -1379,1 | -1549,2 | -1086,9*
obchodu

Pramen: Celni statistika
Poznamka: *Gdaje 1.1. - 31.8. 2005

Tab. &. 4: Vyvoj bilance zahrani&niho obchodu CR s fezanymi orchidejemi (v tis. K&)

Operace 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005*
dovoz 59789 | 57950 | 55607 | 52469 | 50857 | 41579 | 37475 | 23830%*
VyvOZ 233 119 205 177 187 38 286 2145%*

Pramen: Celni sprava
Poznamka: *adaje 1.1. - 31.8. 2005
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Tab. &. 5: Dovoz orchideji do CR podle stati (v tis. K&)

Zemé Rok 2003 Rok 2004 Rok 2005 do 31.8. 2005
Ekvador 5 - -
Jihoafricka rep. 47 15 10
Kefia - - 1
Mauritius 217 237 61
Némecko 305 107 4
Nizozemsko 22396 25540 16398
Rakousko 6 - -
Tanzanie - 2 -
Thajsko 18600 11548 7353
USA 1 4 -
Pramen: Celni statistika
Tab. &. 6: Vyvoz orchideji z CR podle statii (v tis. K&)
Zemé Rok 2003 Rok 2004 Rok 2005 do 31.8. 2005
Polsko - 7 -
Rusko - - 1720
Slovensko 38 279 425

Pramen: Celni statistika

V roce 2005 dle vyvoje do 31. 8. 2005 dochézi k vyraznému nériistu exportu, divodem

Je pfedev3im vyznamny podil spekulativnich reexportii zboi do Ruska.

[
Tab.C. 7: Vytah z kapitoly 06 celniho sazebniku pro dovoz zboZi pro rok 2005

Obchodné politicka opatieni
KN - kod Nazev zboZi | Celni sazba pro 3. zemé St o el oo
dovoz VYVOZ
0601 2030 Orchideje 9,6% CITES CITES
0603 1030 | Cerstvé orchideje (D) = .

Pramen: Nafizeni Komise (ES) & 1719/2005, Cesky integrovany tarif 2005
Poznamka: (1) od 1.1. do 31.5. = clo 8,5%, od 1.6. do 31.12. = clo 12%, od 1.11. do 31.12. =clo 8,5%

2.4 Generativni mnozeni

VSechny naSe druhy orchideji jsou dokonale uzplisobeny k pohlavnimu
(generativnimu) rozmnoZovéni. Mezi nejCastdj§i zplsob opylovani patii ptenos pylu
blanokfidlym hmyzem (v¢ely, vosy, émeldci) & motyly (miiry, lifaji). Nékteré druhy orchideji
jsou schopny fakultativniho samospradeni (JERSAKOVA A KINDLMANN 2004). Cizospraseni a
na né navazujici oplodnéni cizim pylem je u orchideji roziitend forma pohlavniho

rozmnoZovani (BUTTLER 2000).
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Generativnim mnoZenim méiZe vznikat zcela novy genotyp i fenotyp a lze jim
namnoZit rostliny velice rychle (DUSEK a KRISTEK 1986). Semena orchideji jsou velmi mald a
neobsahuji Zadné zasobni latky. Kligeni v pfirozenych podminkéch zavisi na kolonizaci
houbami rodu Rhizoctonia, které dodavaji zarodku potfebnou vyZivu. Jedinec, ktery se
s hyfami p¥isluiné houby nestretne, je odsouzeny k zéaniku. Proto ptiroda poskytla orchidejim
velky podet semen, dosahujicich u ngkterych druhil az miliénovych podti. Existuji viak take
bakterie a parazitické houby, které kli¢ivost semen inhibuji. Semeno ma proto ve volné

pfirodé velice malou Sanci na preZiti (ZAKREIS 1980).

2.4.1 Zpusoby generativniho mnoZeni

Generativni mnoZeni je mozné tfemi zptisoby:

1) vysevem k mate¢nym rostlinam

2) symbiotickou metodou

3) asymbiotickou metodou

Vysev semene k mateSnym rostlindm je moZny pouze v ptipadé, Ze substrat obsahuje
symbiotickou houbu.
’ Vysev symbioticky je rovnéz opuitén. Z kofenli orchideji se nejdtive izoluje Cista
kultura a houby a kni se vyseji semena orchideji (DUSEK a KRISTEK 1986). Z hlediska
rozmno¥ovani je pfi této metod€ problém s udrzovanim optimalni koncentrace houby
(ZAKREJS 1980). Houba pomiiZe semeniim vyklitit a dat vznik semendcim, ale Casto se
zvrhne v parazita a kli¢ici semena zni&i (DUSEK a KRIiSTEK 1986). Proto je tato metoda,
vychazejici z teoretickych poznatkii o kli¢eni v pfirode, nevhodna (PROCHAZKA A VELISEK
1983).

Princip asymbiotického zpiisobu generativniho mnoZeni orchideji spodiva na poznatku,
%e houbu, ktera pomdha pii kli¢eni semen a vyzivé semenaci, lze nahradit riznymi
chemickymi latkami (DUSEK a KRISTEK 1986). Vyznamny objev ucinil v roce 1922 pti
pokusech s tropickymi orchidejemi Ameri¢an L. KNUDSON. Dezinfikoval semena a vyséval je
do sklen&nych nadob na agar s mineralnimi solemi a roztokem malt6zy. Dokazal, Ze ke kli¢eni
neni nutna ptitomnost houby, ale jen dostateného mnoZstvi organickych latek. Pozdéji bylo
zjisténo, Ze maltoézu v zivnych pidach mohou zastoupit i jiné glycidy (glukdza, fruktoza,
sacharéza), které predstavuji v piirodé pro obligatné mykotrofni stadium kli¢icich orchideji
zdroj uhliku (PROCHAZKA A VELISEK 1983).

14

_



2.5 Vegetativni mnoZeni

U &etnych druhii orchideji se vyvinula znaéna schopnost nepohlavniho (vegetativniho)
rozmnoZovani, kterd miZe hrat vét3i roli neZ rozmnoZovani pohlavni (JERSAKOVA A
KINDLMANN 2004). Tuto metodu lze pouZivat pouze u orchideji s oddenky (PROCHAZKA
1980). Vétvenim oddenkd se milZze rozmnoZit pocet pupenii a vyhonkd (BUTTLER 2000).
Vegetativné namnoZené rostliny maji stejny genotyp a fenotyp.

Mikropropagace je in vitro metoda vegetativniho mnoZeni rostlin. V padesatych letech
20. stoleti doglo k svétovému objevu — mnoZeni orchideji pomoci explantatii z meristémovych
pletiv (tzv. meristémové kultury). Autorem byl francouzsky fyziolog a virolog J. MOREL. Tato
metoda umoznila radikdlni sniZeni ceny velkého poétu komerénich kultivarQ orchideji,

zejména ocenénych klonti (JERSAKOVA A KINDLMANN 2004).

2.5.1 Explantatové kultury rostlin

2.5.1.1 Historie a principy problematiky

Nektefi badatelé povaZzuji teoreticky pocatek kultur rostlinnych explantéti in vitro
u némeckého rostlinného fyziloga KLEBSE (1887), ktery studoval Zivotni projevy jednotlivych
bungk vlaknitych fas izolovanych z vlakna plazmatickou maceraci. Pfitom vyslovil domnénku,
7e podobné pokusy by se také snad mohly podafit na materidlu z vysSich rostlin semennych
(PETRU a RETOVSKY 1956).

RECHINGER (1893) uvefejnil vysledky pokusti s péstovanim fragmentl riiznych Casti
rostlin v umélych podminkach a jako prvni pouzil Zivného roztoku v kulturdch in vitro
(HRADILIK 2005).

HABERLANDT (1902) dokazoval na zakladé pokusii, Ze neexistuje spodni hranice
( velikosti fragmentu podmifiujici rist v kultufe in vitro a Ze bude moZné zvolit k pokusiim
jedinou buiiku (PETRU a RETOVSKY 1956).

Prvni dlouhodobé kultury kofenovych $picek kli¢énich rostlin rajéete se podafily udrzet
WHITEOVI (1934). Ve stejné dobé se také WHITEOVI a soucasné francouziim GAUTHERETOVI
(1934) a NoBECOURTOVI (1937) podatilo Gsp&iné mnozZit explantatové kultury rostlin.

V roce 1985 na védeckém sympoziu o mikropropagaci uvedl PROF. MURASHIGE, Ze

v roce 1968 byla explantitova technika pouZivana jen asi u tficeti druhfi, zatim co o deset let
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pozdéji to bylo jiz 300 druhi a za dalsich deset let stoupl podet explantovanych rostlin na 3000
druhii. V souasnosti pocet explantovanych rostlin miiZzeme odhadovat na 5000 druhi.

Explantaci se rozumi asepticka kultivace rostlin, nebo jejich &asti v kontrolovanych
podminkach na sterilnich Zivnych pidéch. Jedna se vétSinou o &asti rostlin uméle od celistvé
rostliny oddélené a péstované v podminkich “in vitro“, tedy ve sklenéné, nebo plastové
nadobce (HRADILIK 2005).

Vegetacni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti stonkd, listil, kofene, reprodukéni &asti jako
mikrospory, vajitka, embrya, semena nebo spory, jakoZ i jednotlivé buiiky a protoplasty
mohou byt kratkodobé kultivovany in vitro a za urCitych podminek dopéstovany v nové
rostliny. To umoZiluje uskuteénéni cyklu rostlina — explantat — kultura in vifro — organogeneze

nebo embryogeneze — intaktni rostlina.

matecnd rostlina =» explaniat - mikropropagace <% zakofeiiovani =¥ aklimatizace =¥ intakini rosilina

[
h .

\ =]
[} |

k“-]
J,:-?

7~y

Mo ~ e k\/_/
In vivo
In vitro Ex vitro
(extra vitrum)

In vivo

Obr. &. 4: Schéma kultivace in vitro (KOVAC 1995)

Diferenciace rostlin in vitro probiha v téchto riznych systémech:
1) organizované struktury — meristémy a zygotickd embrya
2) diferenciovana pletiva resp. komplexy pletiv
3) pletiva na rizném stupni dediferenciace, zejména ve forme kalusu
4) izolované buriky a protoplasty
(NovAK 1990).
Zakladni podminkou uspésného péstovani rostlinnych explantith in vitro je spinéni

pozadavku sterility (RAKOUSKY 2000). Z tohoto divodu je nezbytné zabyvat se sterilitou
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rostlinného materidlu pouZivaného jako explantat, sterilitou kultivaénich médii a sterilitou
prostiedi, ve kterém jsou tkatlové kultury realizovany. Pfi nedodrZeni sterility v nékterém

stupni kultivace dojde ke kontaminaci kultur plisnémi ¢i bakteriemi (KOVAC 1995).

2.5.1.2 Vyziva explantatovych kultur

Pokroky v explantatové technice jsou dany v neposledni fadé i realizaci chemickych
podminek nutnych pro zdarny rist, reprodukci a diferenciaci rostlinné buiky in vitro.
Fyzikalni podminky a kultivaéni technika mohou vysledky kultivace podstatné ovliviiovat,
neuspéchy v¥ak obvykle spadaji na vrub nevhodné nebo nelplné Zivné pidy (RAKOUSKY
2000).

2.5.1.2.1 Zivna média

V podminkach in vitro Zije rostlina v uzavieném prostoru nadoby a latkovd vyména
s vn€jSim prostfedim je redukovani na omezenou vyménu plynt. Pfi zaloZeni kultury a pfi
dalSich subkultivacich je nutné dodat veskeré potiebné Ziviny a vétSinou i organické regulaéni
latky, které jsou potiebné pro vyvoj rostliny v nasledném subkultivaénim intervalu.

Jedno z nejpouzivanéjSich médii je MS médium (MURASHIGE A SKOOG), jehoZ sloZeni
bylo publikovéno vr. 1962. Jeho sloZzky jsou dobie vyvazeny, celkova koncentrace soli je
viak pomé&rné 'Vysokzi, proto se asto uZiva v poloviéni nebo jesté niz$i koncentraci. Smés
makro- a mikroprvki je zdkladem fady jinych médii (asi 20% publikovanych), které se lisi jen
obsahem organickych dodatkti (NOVAK 1990).

Dal3imi b&Zné pouZivanymi jsou LINDSMAIER AND SKOOG (1965) (LS), GAMBORG ET.
AL. (1968) (BS), CHU (1978) (N6), NITSCH AND NITSCH (1969), VPM LLOYD AND Mc COWN
(1980) (HRADILIK 2005).

VétSina médii byla v8ak vytvafena pro uréity druh orchideji, a proto kli¢eni jinych
druhii na tomtéZ médiu nemusi byt Gsp&iné (DUSEK a KRISTEK 1986). V dnesni dobé existuji
¢etné komercné distribuované tekuté ¢i praskové koncentraty zivnych médii a to nejen tzv.
“b&Znych“ typl, ale i mnohych dalSich. Jsou dodavany nejen v zakladni formé (v
komponentech je napf. zahrnuta jen mineralni slozka) ¢i Gplné formé (véetné cukrii, vitamin
a ristovych latek), ale i v mnoha modifikacich a podslozkach, umdﬁ’cﬁujicich pomérné rychlou

optimalizaci chemickych podminek kultivace.
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2.5.1.2.2 Slozky médii

Z4akladnimi slozkami zivné pidy jsou:

a) anorganické latky

b) organické slouceniny

¢) chemicky neuréené smési latek ptirodniho pivodu
d) interni nosi¢ pro zpevnéni pidy

(RAKOUSKY 2000).

e Anorganické latky

Zakladni slozkou vech médii a zdrojem vodiku a kysliku je voda. PouZiva se vidy
destilovana (NOVAK 1990). Rostlinné bufiky jsou na kvalitu vody méné citlivé, pfesto se pro
ptipravu Zivnych pid musi pouZivat voda pfipravend dvoj- az trojndsobnou destilaci
v aparatufe z tvrdého skla. Doba skladovani nema byt dlouha, nebot’ i v destilované vodé
vegetuji kromé fas i nékteré druhy bakterii (RAKOUSKY 2000).

Makroelementy dodivané do kultivaénich médii zahrnuji est nejdtlezit&jSich prvki:
1 N, P, K, Ca, Mg a S (KOvAC 1995). Dusik se do Zivnych médii dodava ve formé NOs' a
NH4*! i vézany v aminokyselinich. Pfi nizké teploté je preferovan piijem NH;"', coz vede
k okyselovani média a'k naslednému zvy3eni p¥jmu NO;™. Okyselovani miiZe zpiisobit Hdnuti
médii ztuZenych agarem (NOVAK 1990). Nedostatek fosforu v médiu se projevi okamZit¢
sniZenou intenzitou ristu pletivovych kultur. Kultury rychle rostouci narokuji vice fosforu nez
kultury s pomalou proliferaci (RAKOUSKY 2000). Draslik se do médii dodava ve formé
dusiénanu nebo chloridu v koncentraci 20-30 mM. Optimalni koncentrace fosforu, hot¢iku,
siry a vapniku se pohybuje v rozsahu 1-3 mM (KOVAC 1995).

Mezi mikroelementy pouZivané pro kultivaci rostlinnych explantti fadime Fe, které
z fyziologického hlediska patfi mezi makroelementy, dale pak Mn, Zn, B, Cu, Co a Mb.
Koncentrace t&hto prvkil v Zivném médiu se pohybuje v rozmezi od 0,1 pM do 100 uM
(HRADILIK 2005).
e Organické slouceniny

Organické slouteniny jsou soudasti Zivnych piid, funguji jednak jako Ziviny, jednak

plisobi jako faktory, které specifickym zpisobem reguluji riist a metabolismus pé&stované
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buitky. KaZda plida proto obsahuje vedle znaéného mnoZstvi sacharidd i velmi nizké
koncentrace fytohormonii (auxinli, cytokinind a giberelindl), vitamind a aminokyselin
(RAKOUSKY 2000).

Jako nejcast€jsi zdrej uhliku a energie je pouZivana sachar6za. V nékterych pfipadech
je moZné sacharézu nahradit glukézou ¢&i fruktézou. Sacharidy se do médii dodavaji z divodu
pievazné heterotrofni vyZzivy explantatii (KOvAC 1995).

Vitaminy mohou byt pro rostlinné buiiky, pletiva nebo organy limitujicim faktorem
Jjejich riistu. Mezi nejcastéji pouzivané patii thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin, myo-
inositol, v malych davkach se n&kdy ptidava i kyselina askorbovd (i jako antioxidant),
kyselina pantotenova, biotin, kyselina listova a riboflavin (HRADILIiK 2005).

Aminokyseliny slouZi buiikdm jako bezprostfedni zdroj dusiku nebo mohou byt pfimo
vyuZivany k syntéze proteinii. Dusik se v organické formé& dodava do Zivnych médii nejcastéji
ve smési aminokyselin (napf. kasein hydrolyzat). Velmi &asto se pouZiva také L-glutamin, L-
asparagin, glycin a adenin (KOVAC 1995).

Rust, d€leni i diferenciace rostlinné buiiky jsou fizeny komplexem &initelii, mezi nimiz
zaujimaji riustové latky (fytohormony) kli¢ové postaveni (RAKOUSKY 2000). Ristové
regulatory pouZivané v kultivatnich médiich je moZné rozdélit do &tyf zdkladnich skupin:
auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova (KOVAC 1995).

Auxiny jsou pouzivgny pfedevsim k stimulaci ristu kalusu a bunék, k indukci tvorby
adventivnich kofend, kindukci somatické embryogeneze a stimulaci ristu apikalnich
meristéml. VyuZivd se napf. kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-maselna
(IBA), 2,4-D, NAA. Utinnost uvedenych auxinii je riizna a je zévislad na typu explantatu
v riistovych podminkich (HRADILIK 2005).

Cytokininy jsou potfebné nejen pro indukci kalogeneze, ale téZ k udrzovani mitotické
aktivity kalusovych a suspenznich kultur. Neméné vyznamna je jejich role pfi vyvolavani
morfogennich zmén v t&chto kulturach. Cytokininy funguji v pfitomnosti auxinu (RAKOUSKY
2000). Do skupiny cytokinind pfidavanych do kultiva¢nich médii patfi BAP, kinetik, TDZ,
zeatin a také adenin, ktery sice nevykazuje fytohormondlni aktivitu, ale zvySuje G&innost
cytokinint.

Z dostupnych giberelinit je vyuZivan giberelin GA; a GA; (HRADILIK 2005).

Gibereliny podporuji kveteni, prodluZzovani stonkii a prekonavani klidového stadia rostlin
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(dormance) semen, pupenti a hliz (RAKOUSKY 2000). VétSina explantati giberelin pro svijj
rist v médiu nevyZaduje.

Abscisova kyselina je pfidavana vyjimecné pro indukci somatickych embryi, kvétni
indukci, navozeni dormance nebo k zbrzdéni ristu explantatu (HRADILIK 2005).
e Chemicky neurcené smési latek p¥irodniho piivodu

Nejvétstho rozsiteni doznalo kokosové mléko, méné se vyuZivd kvasniény a
{ bramborovy extrakt, sladovy vytaZek a kukufi¢na voda, piipadné extrakty z nezralych obilek,
piedeviim kukutiénych (RAKOUSKY 2000). Extrakt z bananli, pomeran¢ové ¢i rajéatové $tavy.
Pouziti téchto nedefinovanych smési je vSak lépe pokud moZzno vynechat pravé z diivodu
jejich nedefinovaného sloZeni. Do médii se také nékdy dodava aktivni uhli. Pfipisuji se mu tfi
zakladni funkce v Zivném médiu: absorpce latek inhibujicich riist, absorpce rlstovych
regulatorti a ztmavnuti média (KOVAC 1995). Optimalni davka aktivniho uhli v médiu je 0,5-
3,0 % (HRADILIK 2005).
e Interni nosi¢ pro zpevnéni pudy

Nejcastéji pouzivanym ztuZovacim agens je agar. Agar je polysacharid s vysokou
.4 molekulovou hmotnosti. Jedna se o stélky moiské fasy rodu Gelidium (ZAKREJS 1980). Agar
ma vhodné fyzikalni vlastnosti: pfi pokojové teploté pfijima znaéné mnoZzstvi vody, pii
teplotach kolem 80°C tvofi koloidni roztok, ktery chladnutim ptechdzi v elasticky gel
(RAKOUSKY 2000).

Tuhost agarového gelu je moZné regulovat obsahem agaru v médiu (0,8-1,0 %),
druhem agaru a pH média (HRADILIK 2005).

Kontaminace a skutenost, Ze bézné komercni produkty jsou rizné kvality, vyZaduji,

aby pred pouzitim byl béZny vlaknity i mlety agar ¢istén. Koncentrace 0,5 az 1,5% v médiu se

povazuje za optimalni(RAKOUSKY 2000).
l Vedle agaru je mozné pevné médium vytvofit pomoci dalSich latek jako napt. Agardzy,

‘ Phytagelu a Gerlite, které se pouZivaji v koncentraci 1,25-2,50 g.I"' (HRADILIK 2005).

2.5.1.3 Fyzikalni podminky kultivace

Dilezité jsou zejména: teplota, svétlo, vzdusna vlhkost, aerace a fyzikalni stav Zivné
pidy. Bé&Zné se explantitové kultury péstuji pfi konstantni teploté, jejiz optimum je uréovano

typem kultury a genotypem. Pro vét§inu kalusovych a suspenznich kultur je optimum
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v rozmezi 24-27°C, pro protoplasty 25-28°C. Rist a morfogenni reakce kultur jsou ovlivnény
intenzitou, kvalitou a dobou osvétleni. Relativni vihkost je velmi diileZita pro Kultury in vitro.
Nejlastéji je atmosféra nad objekty, jeZ jsou umistény na agarové piidé nebo vhodném nosici,
sycena pouze odpafovanim vody z ¥ivné pidy. ProtoZe uzavery kultivadnich nadobek
neodd&luji hermeticky vnitini atmosféru od vnéjsi, doporuéuje se udrzovat relativni vzdusnou

vihkost v kultivaéni mistnosti na hodnoté 80-85% (RAKOUSKY 2000).

2.5.1.4 Pievod in vitro rostlin do pady

Zakofefiovanim in vivo se rozumi zakofefiovani pryti odvozenych in vitro
v nesterilnich podminkach na substrétech, jinych nez jsou kultivaéni média. Jedna se o riizné
umélé piidy popt. porézni materidly. Pikladem mohou byt perlit, vermikulit, smési obsahujici
pisek, radelinu, &editova vata atd. Substrat pouzivany k zakofefiovéni in vivo by mél byt slabé
kysely az neutralni, m&l by zajistovat dostatecnou aeraci a m&l by mit vysokou vodni kapacitu
(KovAC 1995).

NamnoZené rostliny je nutno pfevadét do nesterilnich podminek s mimofadnou péci.
Pfi pfevodu do pidy (nesterilnich podminek) jsou rostliny vystaveny abnormalnimu stresu.
Samotny pievod je proto kritickou fazi mnoZeni in vitro. U vétSiny pievodi je nezbytnou
podminkou pfevodu ptitomnost dostatené vyvinutého kofenového systému.

Naroky pﬁ'pfcvodu in vitro rostlin do pady jsou: zpoSatku (prvni dny) — cca 100%
vlhkost vzduchu a &4steéné stin&ni, adaptace (n&kolik tydnii) — sniZeni relativni vlhkosti na 70-
80%, ptipadng i niZe, postupné zvySovani intenzity osvétleni.

Komeréni firmy zabyvajici se masovym mnoZenim rostlin obvykle maji k uvedenému
i¢elu specieln& upravené skleniky s programovatelnym automatickym rezimem stinéni,
vlh&eni, zalivky, osvétleni a temperace. U zavedenych technologii pfevodu byvaji ztraty
materidlu minimélni. Adaptované rostliny jsou do doby distribuce peélivé kontrolovany a

preventivné ofetfovany proti nejzavazn&jsim Skiidcim a patogentim (RAKOUSKY 2000).

2.5.1.5 Vyuziti explantatovych kultur

Rostlinné explantéty, zejména techniky, které jsou orientovany na mikropropagaci,
nachézeji stale ir$i vyuZiti v zahradnické praxi (HRADILIK 2005). V poslednim desetileti se

explantatové kultury rostlin staly nepostradatelnou soucasti celé fady biologickych oborti
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zabyvajicich se studiem rostlin, vyuZivaji se k biotechnickym, fyziologickym, morfologickym
a genetickym studiim. V fadé vyspélych zemi se staly nedilnou soucasti zemédélské produkce
rostlin (KOVAC 1995).
Nékteré specifické rysy mikropropagace:
- rychlé namnoZeni druhti obtiZzné mnozitelnych konvenénimi postupy
- namnozeni nove Vy§lechtén)?ch odrtid (Casto okrasnych rostlin) — umoziiuje rychlé
uvedeni velkého poétu jedincii na trh a z ekonomického hlediska rychly navrat
vloZenych prosttedki
- ozdravovani rostlin
- ve §lechténi rychlé namnoZeni vybranych nové vytvofenych linii
- moznost zachrany ohroZenych plané rostoucich rostlin i cennych genotypt
- nezavisi na roénim obdobi
Ve velkém méfitku jsou asepticky mnoZeny rizné druhy: Anthurium, Begonia,
Gerbera, Philodendron..., &etné druhy orchideji (Cattleya, Cymbidium, Dendrobium,
Oncidium, Vanda,.) a jejich hybridl, bromelii (4nanas, Dracena). Usp&n& byly
rozpracovany projekty na zachranu nékterych ohroZenych druhii rostlin jako hofci, vstavady,
hmyzozZravych druhii, sukulentid atd.
Je tfeba si uvédomit, Ze vegetativni mnoZeni in vitro je cenové nakladné a stava se
rentabilnim pouze v pfipadé “ekonomicky zajimavych objekti ¢i aplikaci“ a masové produkce

- dasto statisice jedinci (RAKOUSKY 2000).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material

Pro mikropropagaci in vitro byly pouZzity komeréné ziskané rostliny Macodes petola
(Bl.) Lindl. a Erythrodes nobilis. Aby bylo pro praci zajisténo dostate¢né mnozstvi rostlinného
materialu, byly rostliny piedpéstovany do kelimkii na podzim v roce 2005. Rostliny byly
zasazeny do smeési raSeliny, raSeliniku, perlitu a mul€ovaci kiry a poté umistény do
sklenén¢ho boxu. Teplotu v boxu reguloval termostat na 25-27 °C. Vlhkost vzduchu byla

udrZovana okolo 90% neustalym dopliiovanim vody na dno boxu.

“ S *

Obr. ¢. 5: Pfedpéstované rostliny ve sklenéném Obr. &. 6: Macodes petola a Erythrodes nobilis
boxu

3.2 Priprava zivného média

Pro péstovani rostlinného materidlu byly pouzity &étyfi druhy kultivaénich médii: AK
mnozivé, AKB mnoZivé s pfidavkem bananového extraktu, AK TDZ supermnozivé a NAM
kofenici a riistové médium. Zakladni slozkou uvedenych médii bylo MS (MURASHIGE a
SK0O0G 1962) médium v piné nebo 1/2 koncentraci.
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Tab. &. 8: SloZzeni média MS (MURASHIGE a SKOOG 1962)

Slozky Zivného média ml, mg.I"' média
NH4NO; 1650 mg
KNO; 1900 mg
MgS0,4.7H,O 370 mg
KH,PO, 170 mg
Fe'' komplexované EDTA 43 mg
Scharoza 30000 mg
CaCl,.2H,0 (zasobni roztok) 29ml
MS-mikroelementy (zasobni roztok) I ml
MS-vitaminy (zasobni roztok) 1 ml
KI Jodid draselny 0,83 mg

Zdroj: VOTRUBA M. a kolektiv (1987): Explantatoveé techniky, VSZ Praha

AK mnozZivé médium

Tab. &. 9: Standardni sloZzky AK mnoZivého média

Slozky Zivného média mg.l' média
MS 172
Inositol 100
Glycin 10
Thiamin 3
Pyridoxin 1,667
Adenin sulfat 5
BAP 4,667
NAA 0,467
Schar6za 20000
" Gluké6za 10000
Maltoza 3333
L-cystein 0,667

Zdroj: VS 1998, 2003

Chemické nazvy: BAP (benzyladenin), NAA (kys. 1-natyloctova)

AKB mnozivé médium

4' Ke slozkam mnoZivého média AK bylo p¥idano 16666,7 mg.I" bananového extraktu.

AK TDZ supermnoZivé médium
Slozky zustavaji stejné jako u AK mnozivého média, sniZi se pouze mnozstvi BAP na

2,33 mg.I" anavic médium obsahuje 2,33 mg.l" ristového regulatoru TDZ (thidiazuron).
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NAM kofenici a ristové médium

Tab. &. 10: Standardni slozZky NAM kofeniciho a ristového média

Slozky Zivného média mg.I” média
MS (100%)
Inositol 1500
Glycin 150
Thiamin 75
NAA 50
< TIAA 25
BAP 5
Schardza 300000
L-cystein 10
Aktivni uhli jemné 8000

Zdroj: VS 1992
Chemické nazvy: NAA (kys. 1-natyloctova)BAP (benzyladenin), IAA (kys. 1-indolyloctova)

3.3 Postup kultivace
1) Pted vlastni kultivaci byla provedena sterilizace:
a) prostiedi
‘ n

Obr. &. 7: Flow-box

Pro dosaZeni sterilniho prostfedi byly pouzity flow-boxy Fatran Ceskoslovenské
vyroby, které postacuji pro b&€Znou praci. Vnitfni strany flow-boxu bylo nutné vytfit
desinfekénim roztokem (70% etanol). Box byl spustén asi 15 min pied zahdjenim prace, aby

doslo k ustaleni proudu vzduchu a soucasn¢ na kultivaéni prostor pisobilo UV zifeni

germicidni lampy.
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b) nastroji
Do suSarny byly umistény laboratorni nastroje
potiebné k odbéru explantatl (kadinky, Petriho misky,
pinzety, preparacni jehly, skalpely).

¢) destilované vody

Prevarena destilovand voda byla rozlita

do kadinek, které byly wvysterilizovany v suSarné.

Obr. &. 8: SuSarna

Kadinky se ihned piekryly Petriho miskami, aby voda

nebyla kontaminovana mikroorganismy.

2) Preparace rostlinného materialu

Byl vybran rostlinny materidl dobré kvality i po strdnce zdravotniho stavu. Mlady
vyhon velikosti 5-10 cm byl oddélen ostrym skalpelem od matené rostliny nebo byla pouZita
celd rostlina. Odebrany material byl v nesterilnim prostfedi umyt vodou a ocidtén. Umyta
rostlina se pfenesla do aseptického boxu, kde se jiz provadély veskeré dal3i pracovni ikony.
Vyhon byl preparovan ostrym sterilnim skalpelem na n&kolik explantati tak, aby obsahoval 1-

3 listové zaklady (primordia) a 2-4 viditelné zaklady listf.

iiii

Obr. €. 9: Piiprava na preparaci Obr. ¢. 10: Vypreparované explantéity
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Vypreparované explantity byly proplachovany v riznych dezinfekénich roztocich v
zavislosti na zvolené metodé kultivace. Sterilovany explantit musi byt zcela ponofen v
dezinfek¢nim roztoku a to nejlépe tak, aby hladina roztoku byla asi 2 cm nad sterilizovanym

objektem. Po vyjmuti z dezinfekéniho roztoku byl oplachnut 2-3x sterilni destilovanou vodou.

Obr. €. 11: Dezinfekce explantatii v aseptickém prostiedi
boxu

3) Sterilizace rostlinného materialu

3.3.1 Moznosti pievodu
Pro ovéfeni moénosti kultivace byly vyzkouSeny 4 metody, které byly zaloZeny na
uvedeném postupu, ale lidily se v pouZiti dezinfekénich roztoki, v dobé jejich plisobeni a v

pouziti rznych kultivaénich médii. U kazdé metody byly pokusy nékolikrit opakovany.

metoda I: Dezinfekce 70% etanolem

1. pokus — 17. 1. 06
2 explantaty Macodes petola byly ponotfeny na 20 sekund do 70 % ETOH a nasledné

oplachnuty ve sterilni destilované vodé. Pak byly explantaty umistény do sklenénych nadobek,
na povrch agarového média AK a peclivé uzavieny.

2. pokus —31. 1. 06

K pokusu byl pouzit 1 explantat rostliny Erythrodes nobilis a 1 explantit Macodes

petola. Rostliny byly pfi tomto pokusu dezinfikovany po dobu 1 minuty v 70% ETOH. Ke

kultivaci bylo pouZito AK mnoZivé médium.
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metoda II: Oplichnuti 95% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1) + 2-3
kapky smadedla

1. pokus — 18. 4. 06

V aseptickém prostiedi boxu byla celéa rostlina Erythrodes nobilis proplachnuta nejprve

v destilované vodé s 2-3 kapkami smacedla (Jar), pak vsamotné destilované vodé,

nasledovalo ponofeni na 15 sekund do 95 % etanolu a nakonec opét namoceni do destilované
vody.

Na Petriho misce byla rostlina rozdé€lena na 4 explantaty. Kazdy byl vydezinfikovan v
roztoku destilované vody se Savem (9:1) s 2-3 kapkami smacedla. Doba dezinfekce byla
postupné prodluzovana. 1. explantat byl v roztoku dezinfikovan 16 minut, dalsi 18, 19 a
. posledni 20 minut. Po vyjmuti z roztoku byly explantaty 3x oplachnuty ve sterilni destilované
| vodeé a pieneseny na tuhé AK kultivaéni médium.

2. pokus —9. 5. 06

Postup dezinfekce byl stejny jako pti 1. pokusu této metody, ale byla pouZita rostlina
. Macodes petola, z niz byly ziskany 3 explantity. Dezinfikovany byly 16, 18 a 20 minut a
i umistény na mnozivé meédium AK.

3. pokus — 16. 5. 06

Celkem 8 explantati bylo dezinfikovano v délce 26, 28, 30 a 32 minut. Ke kultivaci

bylo pouzito AK médium.

metoda II1: Opliachnuti 80% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1) + 2-3

kapky smadedla

1. pokus - 30. 5. 06

! Celé rostliny Erythrodes nobilis a Macodes petola byly proplachnuty nejprve
v destilované vodé s 2-3 kapkami smacedla, v samotné destilované vodg, poté 15 sekund v 80
% etanolu a nakonec opét v destilované vodé€. Nasledné byla kazda rostlina rozdélena na 4
explantaty, takZe dohromady vzniklo 8 explantati. Kazdy byl namocen do roztoku destilované
vody se Savem (9:1) s 2-3 kapkami smacedla postupné na 32; 33,5; 34,5 a 36 minut.
Explantaty byly 3x oplachnuty ve sterilni destilované vod€ a umistény na povrch agarového
média AK.
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2. pokus — 18. 10. 06
Celkem 11 explantatii bylo postupné dezinfikovano 26, 28, 30, 32, 34 a 36 minut.

5 explantath bylo kultivovdno na mnoZivé médium AK a 6 na ristové (kofenici) NAM
medium.

3. pokus — 8. 11. 06

Doba dezinfekce u 8 explantati se pohybovala od 26 minut do 31 minut. Byly pouZity
AK i NAM média.

metoda IV: Oplachnuti 90% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1) + 2-3

kapky smacedla

1. pokus — 4. 12. 06
Rostliny byly postupné proplachnuty v téchto roztocich:

Obr. &. 13; Oplachovaci roztoky

Po preparaci byly vzniklé explantity dezinfikovany v roztoku destilované vody a Sava
(9:1) s 2-3 kapkami smacedla od 30 do 34 minut. Pro kultivaci bylo pouZito mnozici médium
AK.

2. pokus —13. 3. 07

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

pro kultivaci pouZity supermnoZivé médium AK TDZ a mnoZivé s extraktem bandnu AKB.

3. pokus —26. 3. 07

Doba dezinfekce byla prodlouzena na 35 az 41 minut. Explantaty byly pfeneseny na
AK TDZ kultivaéni médium.
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4) Kultivace

Vypreparovany a dezinfikovany explantat byl pfenesen na tuhé kultivatni médium.
Béhem dvou aZ t¥ dni se objevila pfipadna infekce, ktera mohla byt diisledkem nedokonalé

sterilizace nebo kontaminace. Naopak riist se projevil v prib&hu tii tydnii aZ n€kolika mésici.

Obr. &. 12: Explantaty na agarovém médiu ve sklené&nych nadobkach

Ptipravené, nové zaloZené a uzaviené explantaty byly pfeneseny z aseptického boxu do
nesterilntho prostfedi kultivadni mistnosti, kde byly ponechany pii teplot¢ 25-27°C pfi
zafivkovém osvétleni, nastaveném svételném reZimu, intenzité osvétleni a vysoké vzdusné

vlhkosti.
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4 VYSLEDKY

4.1 Metoda I: Dezinfekce 70% etanolem
Cilem metody I bylo ovéfit moZnost kultivace v podminkach in vitro pii dezinfekci
rostlinného materialu 70% etanolem. U 1. pokusu byly 2 explantaty Macodes petola ponofeny
na 20 sekund do 70% etanolu a pfi 2. pokusu byla doba sterilizace prodlouZena na 1 minutu.
Po né&kolika tydennim sledovani explantiti umisténych ve sklenénych nadobkach na AK
mnozivé médium nebyla zaznamenana kontaminace u Zadného z nich, avSak nedoSlo ani

k jejich ristu.

4,2 Metoda II: Oplachnuti 95% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1) +
2-3 kapky smacedla
Pii metodé Il byly v jednotlivych pokusech rostliny nejprve postupné oplachovany:
destilovana voda + 2-3 kapky smadedla — destilovana voda — 15 sekund v 95% etanolu —
destilovana voda. Po oplachnuti byly dezinfikovany v destilované vodé se Savem (9:1) a s 2-3
kapkami smadedla, pfi¢emzZ byla ménéna doba pilsobeni (tab. ¢. 11). Ke kultivaci bylo pouZito

AK mnozivé médium.

Tab. &. 11: Vysledek kultivace podle jednotlivych pokusi u metody Il

Pokus | Typ explantitu DO'():];:I t:lst;l))em Kontaminoviny | Bez kontaminace
1 Erythrodes nobilis 16, 18, 19, 20 19, 20 16, 18
2 Macodes petola 16, 18, 20 20 16, 18
3 Erythrodes nobilis 26, 28, 30, 32 26, 32 28, 30
Macodes petola 26, 28, 30, 32 - V3echny

4.3 Metoda III: Oplichnuti 80% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1)
+ 2-3 kapky smacedla
Metoda II1 byla svym postupem obdobna metodé II, ale pfi oplachovani byl pouzit
méné koncentrovany 80 % etanol a vyrazné byla prodlouZena doba dezinfekce. U této metody

byly u 2. pokusu vyuzity jako vychozi rostlinny material pro kultivaci zkontaminované
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(zplesnivélé) explantaty, proto musely byt pied zahdjenim vlastni prace dikladné ogistény.

Explantaty byly kultivovany na mnoZivé médium AK i na ristové (koienici) NAM médium.

Tab. €. 12: Vysledek kultivace podle jednotlivych pokusii u metody III

. Doba piisobeni | Typ G Bez
Pokus | Typ explantatu i) aiédin Kontaminovany OO .
1 Macodes petola |32;33,5; 34,5; 36 AK 32 33,5; 34,5; 36
Erythrodes nobilis | 32; 33,5; 34,5; 36 34,5 32; 33,5; 36
Macodes petola on K 24, 33 -
5 " 26,28,32, | NAM - 26, 28, 32
i 26, 28, 30 AK 28, 30 26
Bpnedesnosilsissy G O 32, 34 36
26 AK - 26
; Macodes petola 58 NAM : T
.. | 27,28,29,30,31| AK Vsechny -
Erythrodes nobilis o NAM : 31

4.4 Metoda 1V: Opliachnuti 90% etanol, dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1)
+ 2-3 kapky smacedla
Pfi metodé 1V byly rostlinné explantaty proplachovéany v tomto poradi:
destilovana voda + 2-3 kapky smagedla — destilovand voda — 15 sekund v 90% etanolu —
destilovana voda. Nasledovala dezinfekce v destilované vodé se Savem (9:1) a s 2-3 kapkami
smacedla, doba pﬁsol;em' byla postupné prodlouZena aZ na 41 minut. Explantity byly
pfenadeny na mnozici AK médium, supermnoZivé AK TDZ a mnozZivé s extraktem bananu

AKB.

Tab. &. 13: Vysledek kultivace podle jednotlivych pokust u metody IV

Pokus | Typ explantitu Dol():ﬁ[:::lstt;l;em l:g‘;[;a Kontaminovany b tal:r‘::;nace
1 Macodes petola | 30,31, 32, 33, 34 AK 31,34 30, 32, 33
Erythrodes nobilis 32,33, 34 32, 33, 34 -
Mucideamesoly 27, 28, 30, 35 AK TDZ 28, 35 27, 30
5 32,33, 34, 35 AKB 32, 34, 35 33
%, 27, 30 AK TDZ - 27, 30
Erythrodes nobilis 30 AKB 30 :
3 Mapodes perale 35,37, 39,41 AK TDZ 39 35,37, 41
35,37, 39, 41 AKB 35, 39,41 37
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5 DISKUZE

Cilem predloZené diplomové prace bylo ovéfeni moZnosti kultivace u tropické
orchideje Macodes petola (Bl.) Lindl. v podminkach ir vitro. Testovana orchidej je vhodnym
modelovym objektem pro obecné feSeni problematiky geneticky ohroZenych druhii rostlin,
nebot’ pasivni ochrana je nedostadujici. Mikropropagaéni techniky jsou nejvhodnéjsi

i pouZitelnou metodou pro rychlou multiplikaci a zachovani cennych genotypil.

Odvozeni kultury in vitro znamena pievedeni rostlinného materidlu z pfirozeného
prostfedi do sterilnich podminek in vitro. UdrZeni sterilniho prostfedi je zikladnim
pfedpokladem kultivace a pfezivani kultury. Zdrojem infekce mohou byt Spatné sterilovana
nebo 3patné uchovavana média, nesterilni pracovni nastroje, vzduch a pracovni prostiedi pfi
manipulacich s kulturami, pracovnik i sdm rostlinny material. Sterilizace rostlinnych
explantit je vétSinou velmi obtiZzn4, protoZe na rostlinach rostoucich v pfirozeném prostiedi
byva zachyceno velké mnoZstvi plisni a bakterii, které jsou Casto dosti odolné proti
chemickym sterilizaénim prostfedkim. Stanoveni doby piisobeni nutné ke zniCeni patogeni,
aby nedoslo k poskozeni explantatu, zavisi na druhu explantatu.

Pro testovani moZnosti kultivace byly pfi vyzkumu vyzkouSeny 4 metody, které se
lisily v pouZiti dezinfekénich roztokd, v dobé jejich pisobeni a v pouZiti riiznych kultivacnich
médii. U kaZdé metody se pokusy nekolikrit opakovaly.

U metody I bylo pfi sterilizaci explantitu Macodes petola jako sterilizatni agens
pouzito kratké oplachnuti (nejprve 20 sekund a pfi 2. pokusu 1 minutu) v 70% etanolu.
Sterilizaci 70% etanolem doporuduji také NORTON A NORTON (1989). PIERIK (1987) uvadi, Ze
vice procentni etanol (96%) je prili§ koncentrovany, pfi jeho pouZiti by do3lo k nadmémé
dehydrataci pletiva.

Po diikladném oplachnuti 3x ve sterilni destilované vodé ve flow boxu byly explantaty
umistény na agarové Zivné prostfedi AK mnozivého média, jehoz zikladem je médium
sestavené MURASHIGEM A SKOOGEM (MS-médium 1962) pro tkafiové kultury tabédku,
bohatého na anorganické latky. Slozky MS-média jsou velmi dobfe vyvaZeny, celkova
koncentrace soli je v§ak pomérné vysoka. Proto se Casto pouZiva v polovi¢ni nebo jest€ nizsi

koncentraci.
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Explantity byly nékolik tydni sledovany, zda nedojde ke kontaminaci. Viechny
explantaty byly Gsp&ng& kultivovany, neobjevila se infekce, avSak etanol je aZ ptili§ vysusil,
rostliny byly spalené a nerostly.

P¥i metods II byly v jednotlivych pokusech rostliny nejprve postupné oplachovany:
destilovana voda + 2-3 kapky sméacedla —» destilovana voda — 15 sekund v 95% etanolu —
destilovana voda. Pro kvalitni povrchovou sterilizaci bylo nutné pouZiti smacedla (Jar), které
snizuje povrchové napéti a steriliza¢ni roztok tak lépe pronikd k povrchu rostliny (PIERIK,
1987). CHALUPA A DURZAN (1973) uvadgji, Ze z chemickych sterilizaénich agens se osveéd¢ili
chlornan vépenaty, chlornan sodny, peroxid vodiku a etylalkohol, pfi¢emZ nejast€ji se podle
nich pouziva 1,5% chlornan sodny NaClO ve form& komeréniho pfipravku SAVO nebo
chlornan vapenaty Ca(OCl),. VEISADOVA, BUSINSKY, SEDIVA A DOSTALEK (2000) doporuduji
nechat pusbit aktivni chlér na rostlinny material 15-20 minut s pfidanim nékolika kapek
smadedla. Proto byly explantity po oplachnuti dezinfikovany v destilované vodé se Savem
(9:1) a s 2-3 kapkami smécedla. Doba piisobeni se pohybovala od 16 do 32 minut. Steriliza&ni
¢inidla je nutno pelivé odstranit omytim 2 aZ 3x sterilni vodou (NORTON A NORTON, 1989).
Explantéty pak byly pteneseny na tuhé AK kultivatni médium.

Vysledkem kultivace bylo poznani, Ze kontaminovany byly u 1. a 2. pokusu
explantaty, na které pisobil dezinfekéni roztok nejdéle, tzn. p¥i 19 a 20 minutich dezinfekce.
3. experiment byl proveden na 8 explantatech, z nichz byly infikovany pouze 2, a sice pfi 26 a
32 minutéch sterilizace. Kontaminace, ke které doslo celkem u 4 explantati lze pfisoudit na
vrub znetiténé sterilované vody, ktera byla pouZita k odstranéni sterilizatniho €inidla jiZ u
prvnich explantat nebo také samotné praci. Ukédzalo se tedy, Ze metoda II je jednou
z moznych cest k Gsp&sné kultivaci orchideje Macodes petola.

Metoda IIT byla svym postupem obdobné ptedchozi metod€. Pro oplachovéni byl
zvolen méné koncentrovany 80 % etanol a vyrazné byla prodlouZena doba dezinfekce.
Explantaty byly umistény na mnoZivé médium AK i na ristové (kofenici) NAM médium.
Zakofetiovaci média obsahuji méné soli nez indukéni, kterd podporuji rist pryti. Podle
NORTONA A NORTONA (1989) je v nékterych piipadech vhodné pouZit médium bez
makroelementii. Jak uvadi CHALUPA (1975) schopnost bun&k vytvafet kofenovad primordia
zévisi na piitomnosti auxinu (IAA), latek fenolického typu a enzymii. Dle SKOOGA (1954) je

tvorba kofeni indukovana pfi nizkém poméru cytokininu kauxinu v Zivném médiu.
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Koncentrace cukrii v zakofefiovacim médiu &ini obvykle podil 2-4 % gluk6zy nebo sachar6zy.
Explantaty bez ptitomnosti cukrii v médiu ¢ernaji nebo u nich nedochézi ke tvorb& kofeni
(NORTON A NORTON, 1989). Pro stimulaci tvorby kofenil se do média obvykle pfidava aktivni
uhli v koncentraci 600 mg.l’ (MARKS, 1991). Aktivni uhli stabilizuje pH (FAsT, 1980) a
zvySuje aeraci média (ARDITTI A ERNST, 1984). Zpiisobuje ztmavnuti média, které stimuluje
pfirozené prostiedi.

Pro 1. pokus bylo pouZito pouze AK médium. Infekce byla pozorovina pouze u 2
testovanych explantéti. Ve 2. a 3. experimentu bylo pfi praci vyzkouSeno i NAM (ristové a
kotenici) médium a jako vychozi rostlinny materidl byly vyuZity zkontaminované
(zplesnivélé) explantaty, které musely byt dikladng ofistény. PfevdZnd vétsina vzorki
umisténych na AK médium byla kontaminovéana, naopak explantity na NAM médiu byly
krom& 2 zdravé. Za hlavni pric¢inu kontaminace byl povaZovan vybrany rostlinny material,
ktery byl $patné kvality po strance zdravotnfho stavu. Pfi metod€ III byla kontaminace
minimalni, ale pfesto nebyla zaznamenana tvorba kofene. Jak uvadi CHALUPA (1975),
k indukci kofenovych primordii je pravdépodobné zapotiebi tzv. kofaktoru, jehoZ plsobeni
spole¢né s auxinem miiZze indukovat tvorbu kofentl.

Metoda IV se odliSovala v pouZiti 90% etanolu pfi oplachovéni rostlin. Explantaty byly
kultivovany na 3 druhy médii: mnozici AK, supermnoZivé AK TDZ a mnoZivé s extraktem
baninu AKB. Fytohormon TDZ (thidiazuron) rovn&Z vyuZivali ve svych pracich napf.
ETTINGER A PREECE (1985), PREECE A IMEL (1991), IAPICHINO A CHEN (1995) a HSsIA A
KORBAN (1997). Nejhojn&jsi regenerace byla pozorovana pravé na médiu s pfidavkem TDZ.

STUDNICKA (1984) doporuéuje jiny zpisob povrchové dezinfekce explantati, a sice
roztokem, ktery se pfipravi smichanim 1 litru vody s 200 mg jodu a 400 mg jodidu draselného
a pfidanim nékolika kapek smacedla, pti dobé dezinfekce 20 minut. Tato metoda nebyla na
Macodes petola vyzkouSena.

Nektefi autofi podpofili regeneraci listovych explantiti stifdanim intenzity osvétleni
(HsIA A KORBAN, 1998; ECONOMON A READ, 1988; VEISADOVA, 1997) nebo pisobenim urdité
teploty na kultivované explantity (NORTON A NORTON, 1989; HSIA A KORBAN, 1989;
MERTENS ET AL., 1996). Tyto varianty nebyly pfi praci testovany.
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6 ZAVER

Kultivace a rozmnoZovani orchideji metodou ,in vitro* patfi nepochybné¢ mezi
progresivni biotechnologické metody, které jiz v minulosti umoZnily v rimci komercni sféry
saturovat poptavku po téchto atraktivnich rostlinach a zéroveni do urdité miry chranit jejich
ohroZené pfirodni zdroje. P&stovani né&kterych druhii pomoci rostlinnych explantati je
z technologického hlediska jiZ velmi dobfe zvladnuto, u jinych druhii jsou metody pievodu a
kultivace teprve hledany.

Cilem prace bylo ovéfit nékteré moznosti pfevodu rostlin orchideje Macodes petola
(Bl.) Lindl. na agarové médium a jejich reakci na rizné sloZeni tohoto média. Tohoto cile bylo
dosaZeno pouze Castetn&. A&koliv byla nalezena vhodna doba sterilizace rostlin v pouZitém
steriliza¢nim &inidle, kterd zabranila kontaminaci vloZenych explantatil, doslo zfejmé& zaroveri
i k poskozeni citlivych pletiv rostliny. Rostliny v kultivaénich nddobach nebyly tedy napadeny
Z4dnym infektans, na druhou stranu v3ak ani po pomé&mé dlouhé dobé sledovani nevykazaly
zietelné znamky riistu bez ohledu na sloZeni pouZitého média z hlediska obsahu fytohormont
a fada z nich postupné nekrotizovala. Ur€ity vliv mohlo mit i pouZité vybaveni laboratore,
které i pfi pouziti flow-boxi nemohlo zcela garantovat absolutni sterilitu okolniho prostredi
pfi pfevodu rostlin na agar. Pro orchideje rodu Macodes a podobné rostliny se znatné
nesmacivym povrchem a jemnymi pletivy budou zfejmé€ vhodné€jSi metody sterilizace
vyuZivajici napf. bromovych par, nebo desinfekénich u¢inkd jodu a jeho sloucenin. Tyto

metody vSak v priibéhu prace nebyly zkouseny.
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