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"ZALOZENI IN VITRO KULTURY

Zalozeni /n vitro kultury - sterilizace vychoziho explantatu

Uvod

Ovocné druhy lze kromé prirozenych polnich podminek péstovat také v umélych laboratornich
podminkach. Jedna se zejména o kultivaci (mnozeni) za specifickych podminek v uzavienych
nejcastéji sklenénych nadobach ve specidlné upravenych kultivaénich mistnostech. Pro tyto kultury
se proto nejéastéji pouzivd nazev kultury in vitro (tedy ve skle). Kromé sklenénych nadob se
pouzivaji také nadoby z priihlednych plastt.

Kromé nazvu in vitro se pouziva také nazev kultury rostlinnych explantati. Na rozdil od polnich
podminek umoziuji kultury in vitro kromé péstovani celistvych rostlin i péstovani jejich oddélenych
Casti — explantatti. Explantatem mohou byt vegetativni i generativni organy a to diferencovana pletiva,
nediferencovana pletiva (nejcast€ji ve formeé kalusu) i jednotlivé izolované bunky a protoplasty. U rostlin
je v télnich bunkach obsazena cel4 genetick4 informace pro vyvoj kompletniho organismu. Za vhodné
nastavenych a kontrolovanych in vitro podminek lze vyvojové procesy u explantati zakoncit kompletni
regeneraci celé rostliny. Na rostliny ovocnych druhi, které jsou péstovany ve sterilnim prostiedi,
nepiisobi, s vyjimkou viri a fytoplazem, zadné jiné organizmy (predevsim houby a bakterie).

Celoroéni mnozeni pomoci modernich biotechnologickych metod v laboratornich podminkach ve
formé in vitro kultur rostoucich na umeélych zivnych médiich predstavuje velkou perspektivu pro
zefektivnéni produkce novych rostlin. Ve sterilnim prostiedi in vitro kultur je minimalizovano riziko
infekce houbovymi nebo bakteridlnimi chorobami a je vyloué¢eno napadeni ZivodiSnymi skidci. In
vitro kultury je mozno péstovat a mnozit v priibéhu celého roku bez ohledu na ro¢ni obdobi. V in
vitro kulturach lze b€hem jednoho mésice dosdhnout u nékterych ovocnych druhii a odrid vice nez
¢tyfnasobného zmnozZeni vychoziho rostlinného explantatu. V priibéhu jednoho roku tak lze z
jednoho vychoziho vrcholu ziskat stovky az tisice novych rostlin na plose nékolika metri
¢tverecnich, coz je ekonomicky efektivni.

Naroky na technické a materialni vybaveni

Pristrojové zabezpeceni

Chemicka laborator a piripravna chemikalii: Chladnicka (+4 °C), mraznicka (—20 °C),
pH-metr, laboratorni vahy, susicka (160 °C), mikrovlnné trouba, magnetické michadlo pro michani
zasobnich roztoki, htidelové michadlo s ohfevem pro michani péstebnich agarovych médii.

Laborator vybavena pro praci s in vitro kulturami: Autoklav (parni tlakovy sterilizator)
pro sterilizaci kultiva¢nich médii, horkovzdusna susarna pro sterilizaci chemického skla, flowbox —
box pro sterilni pasazovani in vitro kultur, kultivaéni mistnost nebo kultiva¢ni box s Fizenou
teplotou a osvétlenim.

Material a chemikalie: Chemikalie pro pripravu kultivaénich médii, filtra¢ni papir, papirové
ruc¢niky, laboratorni sklo (Erlenmeyerovy barnky, sklenice s uzaviratelnym transparentnim vickem,
zkumavky, kadinky, odmérné barky, odmeérné valce, Petriho misky apod.), antibakterialni mikrofiltry,
stricky, michadla, permanentni popisovac na sklo a na plast, sterilizovatelny skalpel, pinzety, pipety.

Pro systém k produkci vychozich in vitro rostlin je treba mit k dispozici vhodné vybavenou
chemickou laborator obsahujici minimalné analytické vahy, presné vahy, pH — metr, laboratorni
michacku, chladni¢ku a mikrovinnou troubu. Pro sterilizaci roztoki a agarovych péstebnich médii
je nutné mit k dispozici steriliza¢ni zarizeni dosahujici teploty nejméné 120 °C (naptiklad parni
tlakovy autoklav). Pro sterilizaci pracovnich néstrojt (skalpely, pinzety) je vhodna horkovzdusna
susarna, ktera vyuziva piisobeni suchého horkého vzduchu pfi stanovenych parametrech teploty a
casu.

Dale je doporucovano zatizeni pro pripravu demineralizované vody reverzni osmozou. V pripadé
reverzni osmozy se jedna o plisobeni vyssiho tlaku, nez je tlak osmoticky na koncentrovanéjsi roztok,
tak aby pres filtraéni membranu prechézela ¢istd voda opaénym smérem z koncentrovanéjsiho
roztoku, zatimco rozpusténé latky jsou svedeny do odpadu. Demineralizovana voda se da rovnéz
vyrobit elektrodestilaci. Tato vy¢isténa voda slouzi pro pripravu kultivaénich, agarem zpevnénych,
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pud. Pro rlst in vitro kultur je nutnd kultivacni mistnost s fizenou teplotou a osvétlenim.
Subkultivace a nésledny prenos in vitro rostlin na cerstvd média je nutno provadét ve sterilnim
prostiedi ,flowboxu“ s proudicim filtrovanym vzduchem. Flowbox umoziuje zachovat material
sterilni pfi manipulaci (pasaZovani) mimo kultiva¢ni nadobu.

Horkovzdusna su$arna a magnetické michadlo Flow boxy pro praci v aseptickém prostiedi

Pro pripravu zasobnich roztoki a médii jsou nutné odmérné valce, odmérné barky,
Erlenmeyerovy banky, kadinky, pipety, stricky, michadla, injekéni strikacky, antibakterialni
mikrofiltry atd.

Pro préaci se sterilnim rostlinnym materidlem jsou nutné skalpely, pinzety, sklenéné petriho
misky, niizky a hlinikové félie. Jako kultiva¢ni nddoby pouZivame predevsim Erlenmeyerovy banky
(100 az 250 ml), sklenice uzaviratelné sterilizovatelnym transparentnim vickem nebo pro tcely in
vitro kultivace specialné vyvinuté plastové nadoby.

Odmérné banky s pripravenymi zasobnimi roztoky, Erlenmeyerovy banky a sklenice
antibakterialni mikrofiltry uzaviratelné transparentnim vickem

1) Rostlinny material

Pro uchovani odrtidové stability doporucujeme zakladat in vitro kultury z vegetac¢nich vrcholt
zpravidla vétSich nez 0,2 mm. V pribéhu jednotlivych mési¢nich kultivaénich cykli pak vedeme tyto
kultury na pevném agarovém médiu ve formeé aktivné rostoucich mnohonasobnych vyhonti s dobie
diferencovanym rtstovym vrcholem. Pro zaloZeni in vitro kultury ristovych vrchold nejsou vhodné
kvétni pupeny, protoZe obsahuji prevazné zaklad kvétu s né€kolika listy a nikoliv zaklad letorostu
s diferencovanym rtstovym vrcholem. K acelim praktického in vitro mnoZeni nedoporucujeme
vyuzivat méné organizované kalusové nebo bunééné kultury mensi nez 0,1 mm vzhledem k riziku
chromozomalni a genetické nestability.

Pti zalozeni kultury je mozno vyuzit vyhony odebrané v zimnich mésicich nebo v predjari v dobé
vegetacéniho klidu (leden az brezen) prfimo z polnich podminek z rostlin ovéfenych z hlediska
odrtdové pravosti. Takto odebrané dormantni vyhony se nasledné nechaji narasit v laboratornich
podminkach pti pokojové teploté. Kromé obdobi vegetacniho klidu lze odebirat a vypreparovat
aktivné rostouci rtistové vrcholy v pripadé potieby i pfimo z polnich podminek nejlépe na poc¢atku
vegetace v obdobi intenzivniho prodluzovaciho ristu.

2) Sterilizace
Pii zakladani in vitro kultury vyhony promyjeme pod c¢istou tekouci vodou. Tim dojde k

odstranéni ¢asti mikrobialni flory, ktera preziva na povrchu vyhonti ve venkovnich podminkéach a
nasledné zptisobuje kontaminace po zaloZeni in vitro kultury. Po provedeni Sikmého fezu na spodni
strané ponotime vyhony do vody a nechame je rasit 2 az 3 tydny pii pokojové teploté. Z rasicich
vegetacnich pupeni s diferencovanym rtastovym vrcholem vypreparujeme ve sterilnim prostiedi
flowboxu vrcholy o velikosti 5 —10 mm. Tim dojde k odstranéni Supin pupeni, ¢asti listl a jinych
povrchovych struktur branicich sterilizaci. Vrcholy je rovnéZ mozno vypreparovat pod
stereoskopickym mikroskopem.
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Jako sterilizacni ¢inidlo pro sterilizaci primarniho rostlinného explantatu lze vyuzit rizné chemické
prostiredky v rtiznych koncentracich (chlorid rtutnaty, chlornan sodny 0,5 %, etanol 70%) s ptidavkem
smacedla. Na zakladé nasich vysledkii doporucujeme z dtvodu bezpecného pouziti pro
stiedoskolska prakticka cviceni chlornan sodny 0,5 % se steriliza¢ni dobou jedna minuta. Tuto latku
lze nalézt napriklad v bézné dostupnych komerénich <¢inidlech uréenych pro dezinfekei
v domécnostech. Pii praci se vSemi steriliza¢nimi ¢inidly je nutné dodrzovat navod vyrobce a to
zejména z hlediska mozné toxicity a rizika poskozeni zdravi. Jako smacedlo lze pouzit Tween 20
nebo i nékolik kapek béZzné uzivanych komercné vyrabénych prostiedkid na myti nadobi (Jar).
Smacedlo je dilezité, protoZe snizuje jinak vysoké povrchové napéti ¢isté vody a umoziuje tak snazsi
proniknuti steriliza¢niho ¢inidla do potencialné kontaminované oblasti, napriklad mezi jen ¢astec¢né
rozvinuté listy vychoziho explantatu Zbytky steriliza¢niho c¢inidla po skondeni sterilizace z
explantatti oplachneme sterilni destilovanou vodou. Poc¢atec¢ni explantaty nasadime po ukonceni
sterilizaéni procedury na pevné agarové médium. Pro odhaleni pfipadnych kontaminaci
nezadoucimi mikroorganismy je nutné in vitro kultury vizualn€ sledovat nejméné po dobu jednoho
meésice.

. - - 1™ 040 ‘ i o
In vitro kultura hruSné :\.ﬂ- ’ Hnédnuti explantatd
‘Lucasova’ po jednom ‘,);_ jabloné a média v jejich

-
mésici od nasazeni na : okoli, zplisobené oxidaci
médium. ' fenolickych latek. Takto
(’ postizené in vitrorostliny je
\.}* > | mozno zachranit pfenosem
/’/v'

v na Cerstvé médium.

Vsechny kontaminované kultury je nutno vyradit a zlikvidovat. Kontaminace se projevuji jako bilé,
nebo barevné zmeény (zakaly, skvrny, povrchovy film). Nekontaminované explantaty pieneseme po
jednom meésici na médium pro proriistani a mnozeni. Ve srovnani s jinymi druhy ovocnych plodin
bylo zejména u jabloni v pokusech provadénych ve VSUO Holovousy s.r.0. zaznamenano po sterilizaci
siln€j$i hnédnuti explantatti a média v jejich okoli. Hnédnuti, které je zptisobeno nadprodukei a
naslednou oxidaci fenolickych latek vytékajicich z feznych ran na povrchu explantatu, je v in vitro
kultuie nezadouci. Oxidaci vznikaji fytotoxické substance, které mohou mit za nasledek odumirani i
nekontaminovanych explantati. Pro omezeni hnédnuti zejména u jabloné se v nasich pokusech
osvédcilo pireneseni vychozich explantatd na ¢erstvé médium po dvou dnech kultivace. Dal$i moznosti
je pridavani antioxidantii (napf. kyselina askorbova) do kultiva¢nich médii pii nasazeni poc¢atecniho

explantatu.
Tabulka 1. Vychpzileydle g ozka g
modifikované MS médiliH,NO3 1650 CuSO;4 - 5H.0 0,025
chemikalie pro in vitro kultiv: KNO; 1900 Na-EDTA - 2H,0 37.3
HsBOs3 6,2 FeSO, - 7H.0 27,8
KH2PO4 170 Thiamin 0,1
Kl 0,83 Pyridoxin 0,5
Na;MoOs - 2H,0 0,25 Kyselina nikotinova 0,5
CoClz - 6H20 0,025 Glycin 2
CaClz - 2H20 440 Sachar6za 30 000
MgSO4 - 7H.0 370 Myo-inositol 100
MnSQ; - 4H.0 22,3 Agar 7 000
ZnS04 - 7H20 8,6 Kyselina askorbova 4
pH média 58

INDUKCE DELENI BUNEK

Po steriliza¢ni procedure a ustaveni nekontaminovanych vychozich explantati probiha faze
multiplikace na médiu s pfevahou fytohormont cytokinind. V soucasnosti je znamo kolem 30
prirozenych cytokininti. Cytokininy jsou pfirozenou cestou vytvareny v rostliné hlavné v oblasti
vrcholt kotfend. Odtud jsou potom transportovany Iykem do nadzemni ¢asti rostliny. Cytokininy u
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rostlin hraji dtlezitou roli v mnoha vyvojovych procesech. Podporuji regeneraci a pomahaji
kontrolovat vyvoj organizmu rostliny. Fyziologicky G¢inek cytokininu je zavisly na druhu rostliny a
pouzité koncentraci. Charakteristickym rysem téchto regulatori ristu je jejich ptisobeni ve velmi
nizkych koncentracich (mg/1). Cilem pouziti cytokinini ve fazi multiplikace in vitro kultury je
stimulace bunééného déleni a tvorba novych vyhonti. Pisobenim cytokininii dochazi k potlaceni
apikalni (vrcholové) dominance a k podpoie vyvoje pupent v tzlabi listovych zaklada v aktivné
rostouci vyhony. Je potieba si uvédomit, Ze pfitomnost cytokinint v kultivaénim médiu zaroven
inhibuje tvorbu korenti. Nejéastéji pouzivanym cytokininem pro mnozeni rostlin z ¢eledi rtizovitych
je BAP (6-benzylaminopurin). Cytokininovou aktivitou se vyznacuji také nékteré chemické latky
odvozené od mocoviny napt. thidiazuron TDZ. Pri pouziti cytokininu TDZ vSak stoupa riziko vyskytu
nezadoucich vyvojovych vad, jako je naptiklad vysoka tvorba kalusu (nediferencované hojivé
pletivo) na spodni ¢asti explantatii nebo abnormélné ztlustlé vyhony (foto 8).

In vitro kultura hru$né
prorustajici na MS
médiu s fytohormonem
TDZ. Viditelna je
vysoka tvorba kalusu
na bazi explantatd

a ztlustlé vyhony.

In vitro kultura hru$né
prorustajici na MS
médiu s fytohormonem
BAP.

V pribeéhu kultivace je vhodné zjistit koeficient multiplikace pro zjisténi a porovnani schopnosti
mnozeni. Doporuéujeme pocitat koeficient mnozeni jako primérny pocet novych vyhoni na vychozi
explantat po 1 mésici riistu na agarovém médiu v kultivaéni mistnosti.

V tabulce 2 je uveden ptiklad vysledku multiplikace u odrtid jabloné, hrusné a tiesné.

Tabulka 2. Koeficienty mnozeni jednotlivych genotypl hrusné, jabloné a tfe$né na médiu s riznymi koncentracemi cytokinind.

g 0 agrance Dita Omega Amid arta
BAP
1.0 1,6 +0,1 25+0,2 1,2+ 0,1 1,0£0,0" | 1,3+0,1 | 1,1£0,0
2.0 2,1+0,1 49+0,2 1,3%0,1 1,2+01" | 1,5+0,1 | 1,3+0,1
4.0 2,6 £0,2% 8,1+0,4 2,1+0,1 1,6+201" | 2,1+0,1 | 1,5+0,1
TDZ
0,5 21+0,1* | 24+02 | 18+0,1* | 20+0,1 | 1,1+0,0 | 1,1+ 0,0 |y - vysoka tvorba kalusu na bazi explantatti
1 45%0,27 | 21201 | 1,620,1% | 21%0,1 | 1,120, | 1,2%0,1 |7- ztlustlé vjhony

INDUKCE TVORBY KORENU POMOCI AUXINU

Auxiny, jako regulatory ristu, hraji v rostlinném organismu dileZitou tlohu pfi fizeni déleni,
prodluzovani a diferenciaci bunék. Auxiny v dostate¢né koncentraci piisobi na rostlinné burky jako
spoustéci mechanismus pro tvorbu primordii (zarode¢nych stadii) kofeni. Tato kofenova primordia

7 se v podminkach in vitro kultur diferencuji z meristematickych
ristovych center priblizné Sesty den po vystaveni rostlinného explantatu
ptisobeni auxinu. Pro vyvolani tvorby kofenti jsou vyuzivany zejména
IBA (kyselina beta indolylmaselna), IAA (kyselina beta indolyloctova) a
NAA (kyselina alfa naftyloctova). Vznik a formovéani koteni je komplexni
jev, ktery mtize byt ovlivnén i dalsimi chemickymi latkami naptiklad
fenoly nebo enzymy peroxidazami. Mezi jednotlivymi odrtidami
ovocnych plodin existuji vyznamné rozdily ve schopnosti zakorenovani
vyhonti.

. Protoze auxiny, patfici mezi termolabilni latky, mohou snadno
Kofenéni tresné ‘P-HL-A’v inviro - podléhat znehodnoceni pouzitim vysoké teploty v procesu zahtivani ve
kulture na MS médiu s pfidavkem  gterilizaénim zafizeni pfi dezinfekei média. Je proto doporucovano jejich
fytohormonu IBA (1 mg - I''). dodateéné pridavani ay do hotovéh terili th 4di v
odate¢né pridavani az do hotového vysterilizovaného média pies
bakterialni mikrofiltry, které slouzi k zachyceni skodlivych mikroorganismi. Pripravena kultiva¢ni
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~ média obsahujici auxiny je nutno skladovat v temnu, aby nedoSlo k rozkladu Géinnych latek
plisobenim svétla (zejména jeho ultrafialovou slozkou) v procesu tzv. fotooxidace.

Po fazi korenéni jsou kotenici rostliny ze sterilniho prostiedi in vitro kultur zpétné pirevedeny do
béznych kultiva¢nich podminek do péstebniho substratu ve skleniku nebo pfimo do volné ptdy.

Explantaty rostou ve fazi in vitro kultury v témér vzduchotésnych kultivacnich nadobach v
podminkach vysoké vzdusné vlhkosti (az 100 %), nizké intenzity osvétleni a pritomnosti z vnéjsku
uméle dodanych ristovych regulatori — fytohormoni. To ma za nasledek formovani rostlin se
zménénym fungovanim organi. Z tohoto dlivodu je proto nutné provadét aklimatizaci na bézné
kultivaéni podminky postupné a to bud’s pouzitim prtihlednych plastovych kryti nebo minisklenikt
s regulovatelnym odvétravanim. Tak lze pozvolna sniZzovat vzdusnou vlhkost v okoli prevadénych
rostlin az na béznou vzdusnou vlhkost. Dal$i moznosti je pouziti kultivacniho boxu s moZnosti
regulace vlhkosti a osvétleni.

OZDRAVOVANI POMOCI TERMOTERAPIE A CHEMOTERAPIE

Ozdravovani pomoci termoterapie

In vitro termoterapie je zaloZena na péstovani rostlin ve vysoké teploté (34—40 °C) po dobu
nékolika dnti nebo tydni. V této teploté dochézi k zastaveni mnoZeni mnoha bézné se vyskytujicich
rostlinnych virt. Dale vzhledem k nerovhomérnému rozlozeni viru v rostliné a poklesu koncentrace
smeérem k ristovému vrcholu Ize predpokladat, zZe vétsina virti neni schopna napadat nové se tvorici
vrcholové meristematické pletivo pri vysoké teploté. Metoda ozdravovani pomoci kombinace
termoterapie a in vitro kultur je zaloZena na predpokladu, Ze vrcholy izolované v priibéhu
termoterapie a nasledné kultivované v podminkach in vitro budou viruprosté. Vysoka teplota
piresahujici 30 °C je stresovym faktorem, vedoucim k odumirani rostlin vétSinou jesté béhem
terapie. Z praktického hlediska doporucujeme na pocatku ozdravovani stanovit teplotni odolnosti
in vitro rostlin oSetfovanych druhi a odrtd. Pfitom se u jednotlivych odriid hodnoti a v dané teploté
vzajemné porovnava rychlost odumirani ristovych vrcholi. Cilem pritom je, aby pti pobytu rostlin
ve vysoké teploté byla nalezena nejzazsi mozna doba odbéru vrcholovych meristémi, ktera by ovSem
zaroven umoznovala preziti a regeneraci alespon ¢asti odebraného rostlinného materialu. Vysledky
testovani tepelné odolnosti in vitro péstovanych rostlin pfi teplotach 39 °C u vybranych odrid
v jednom z pokusti provadénych ve VSUO Holovousy jsou uvedeny v grafu.

OClijo
60
OFragrance
50 ODita
40 OOmega
pocet
rostlin B Amid
30
| | '1'1‘ BMarta
) | | | ] 1
10
o | | | | | ||.”|I.\||| bdoo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Odumirani riistovych
pocet dni vrcholu in vitro rostlin
hrusné pfi termoterapii
Graf - Testovani odolnosti /n vitro péstovanych rostlin v teploté 39 °C. v 39 °C.

Z grafu vyplyva, zZe pii teploté 39 °C odumrelo u vSech studovanych druhti a odrtd do 11 dne
kultivace vice nez 80 % in vitro vrcholl. Nejlépe snasely vysokou teplotu odridy jabloné ‘Clijo’
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a ‘Fragrance’ a nejhiife odridy tiresné ‘Amid’ a ‘Marta’. Stiedni teplotni odolnost vykazovaly odridy
hrusné ‘Dita’ a ‘Omega’.

Ozdravovani pomoci chemoterapie

Jednou z G¢innych metod ozdravovani rostlinného materialu je aplikace chemickych preparatt
s virostatickymi (protivirovymi) tcinky. Chemickou latku s virostatickymi tcinky lze pridat do
pouzivanych kultiva¢nich in vitro médii pomoci tzv. antibakteriadlnich mikrofiltri po sterilizaci
média. Tyto antibakterialni mikrofiltry odfiltruji c¢astice kontaminujicich mikroorganismi a
propusti do média pouze Gc¢innou latku. Ozdravovany rostlinny material je pak nasledné kultivovan
na médiu s virostatikem pti obvyklé péstebni teploté 22 az 26 °C v bézné kultiva¢ni mistnosti.
Nejcastéji pouzivanou antivirovou chemickou latkou pii ozdravovani rostlinného materialu je
ribavirin. V nasich pokusech se aspésnost ozdravovani chemoterapii vyznamné lisila od o do 100 %
v zavislosti na odridé, koncentraci antivirotika a infekci konkrétnimi virovymi patogeny. Pri
chemoterapii byla ve VSUO Holovousy s.r.0. pouzita koncentrace ribavirinu v rozsahu 20 az 160 mg -
It v kultivaénim MS médiu. Nejlepsi vysledek 100% ozdraveni po prvnim RT-PCR testovani byl
dosazen u odriid hrusné ‘Dita’ a ‘Omega’ infikovanych jednim virem ASPV na médiu s 20 nebo 40
mg - 17! ribavirinu. Naopak nejhorsi vysledek a nulové ozdraveni byl zaznamenan na médiu s nizsi
koncentraci ribavirinu 20 mg - 1-* v pfipadé odriidy jabloné ‘Fragrance’ infikované smésnou infekei
tri virt ACLSV, ASGV a ASPV. U této odridy infikované nejvyssim poétem virti musela byt pro
kompletni ozdraveni chemoterapie provedena dvakrat, nejdrive na médiu s 20 mg - 1-* ribavirinu a
nasledné na médiu s vyssi koncentraci ribavirinu 100 mg - 1-. Jednim z problémi, ktery miize
vzniknout pfi aplikaci ribavirinu, je fytotoxicita této latky projevujici se jiz pti bézné pouzivanych
koncentracich v in vitro kulturach ozdravovanych druhti. Intenzita a projev fytotoxicity ribavirinu
se miiZe u jednotlivych rostlinnych druht vyrazné lisit.

In vitro kultura jabloné ‘Clijo’ -
priznaky fytotoxicity na MS
médiu s ribavirinem

v koncentraci 80 mg - I'".

vitalné prorGstajici

v pribéhu chemoterapie na
MS médiu s ribavirinem

v koncentraci

20mg - I".

/nV/'trokulturajabloné‘Clijo’, : A = / -

Systém certifikace zdravotniho stavu vysadbového materialu je zaloZen na smérnici 2008/90 ES
ze dne 29. zaf1 2008 o uvadéni na trh rozmnozovaciho materidlu ovocnych rostlin a ovocnych rostlin
urcenych k produkei ovoce. Touto smérnici je potieba se fidit pii produkei §kolkaiského materialu
ovocnych dievin. Soucasti smeérnice je i priloha ,,Seznam specifickych skodlivych organismt a
chorob snizujicich jakost®, kde jsou vyjmenovany i viry a virim podobné organismy, od kterych je
v pripadé infekce potieba ozdravit vychozi mnozitelsky rostlinny material.

Rejstiik odbornych pojm{

Agar - je prirodni polysacharid s vysokou gelujici schopnosti. Vyrabi se z vybranych druhi
moriskych Fas. Pouzivd se jako jedna ze zakladnich slozek zivnych médii pro kultivaci
mikroorganismi a rostlin.

Asepticky - sterilni, bez pritomnosti mikroorganismi.

Explantat — izolovana ¢ast rostlinného téla — organy (stonek, listy, kofeny), pletiva nebo burnky
péstované ve sterilnich podminkach in vitro kultury.

Flowbox — nékdy také laminarni box je laboratorni zatizeni. Flowbox filtruje vzduch od
mikroorganism pomoci vysoce Géinnych filtr. Pracovnici tak maji moznost pracovat ve
sterilnim prostfedi s minimalnim rizikem kontaminace zpracovavaného in vitro materialu.

Fytotoxicita — negativni projev ptisobeni chemické latky na rostlinu projevujici se sniZzenim
intenzity ristu, pii silném projevu miize dojit az k nekrotizaci a odumfteni celé rostliny.
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Pasazovani — manipulace s rostlinnym in vitro materidlem mimo kultiva¢ni nddobu ve sterilnim
prostredi flowboxu.

Primordium — biologicky Gtvar-zarodeéné stadium, ze kterého se nasledné formuje organ

Reverzni osmoéza — pisobeni vyssiho tlaku, nez je tlak osmoticky na koncentrovanéjsi roztok, tak
aby pres filtraéni membranu prechazela ¢istd voda opaénym smérem z koncentrovanéjsiho
roztoku do pripojeného zasobniku.

Ribavirin — nejpouzivanéjsi chemicka latka s protivirovymi aéinky.

Smacedlo — snizuje jinak vysoké povrchové napéti ¢isté vody a umoznuje tak pti sterilizaci in vitro
snazs$i proniknuti steriliza¢niho ¢inidla do kontaminované ¢asti vychoziho explantatu.

Subkultivace — casova jednotka — ¢ast kultivaéniho cyklu in vitro kultury, na jejimz konci je in
vitro kulturu nutno prenést (pirepasadzovat) na nové kultiva¢ni médium z ditvodu vycerpani zZivin.
Pohybuje se zpravidla v rozmezi 3 az 6 tydnd.

Kontrolni otazky

1. Vysvétlete vyhody mnozeni pomoci in vitro kultury ve srovnani s klasickymi Skolkarskymi
metodami.

Popiste princip fungovani flowboxu?

Vysvétlete co je rostlinny explantat, jmenujte priklady rostlinnych explantati.

Jak je zajiSténa sterilita pri praci s kulturami in vitro?

Které fytohormony podporuji déleni bunék a nasledné€ mnozeni rostlin v kulture in vitro?
Které fytohormony podporuji tvorbu korenti a dlouzivy riist?

Uved'te, jaké teplotni rozmezi se pouziva pfi ozdravovani rostlin termoterapii?

Jaka chemicka latka se nejcastéji pouziva pii chemoterapii?

PN p RN

Praktické cvi€eni - pokus kategorie a - vyZadujici béZzné vybaveni

1. Od listopadu do bfezna odeberte kazdy mésic dormantni vyhony
nejméné 3 druhti ovocnych drevin, tak abyste méli pokazdé k dispozici
nejméneé 100 pupent od kazdé ovocné dieviny. Na spodni ¢asti vyhonu
provedte Stéparskym noZzem Sikmy fez v délce dvou tietin priméru
vyhonu a takto upravené vyhony dejte narasit do vody.

2. Kazdy mésic stanovte procento rasicich pupent u kazdého ovocného
druhu.

3. Na zakladé nejlepsiho vysledku raseni stanovte nejvhodnéjsi dobu
odebirani dormantnich vyhonti od jednotlivych ovocnych druh@ pro
preparaci vychozich explantata a zaloZeni in vitro kultury.

Praktické cvi€eni - pokus kategorie b - vyZadujici urcité laboratorni vybaveni

Preparace rlistového vrcholu jako vychoziho explantatu pro zaloZeni in vitro kultury.

1. Do vody dejte naraSit dormantni vyhony ovocné dreviny odebrané ze sadu v obdobi
vegeta¢niho klidu. Na spodni ¢4sti vyhonu provedite Stépaiskym nozem Sikmy ez v délce dvou
tretin primeéru vyhonu.

2. Po naraSeni vyfiznéte rasici pupen i s ¢asti dieva. Z rasiciho vegeta¢niho pupene odstrarte
skalpelem a pinzetou povrchové struktury branici sterilizaci (Supiny, zaklady listt).

3. Z takto pripraveného explantatu vypreparujte vrcholy o velikosti 5 —10 mm obsahujici
meristematickou vrcholovou oblast a zaklady listii. Pro preparaci lze vyuzit i stereoskopicky
mikroskop. Zakreslete vysledny vypreparovany explantat.

1. 2. 3.
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Praktické cvi€eni - pokus kategorie ¢ - mozno realizovat
po dohodé pouze na specializovanych pracovistich

1. Po dohod€ se specializovanym pracovistém zjistéte po 1 mésici multiplikaéni koeficient
nejméné 3 vybranych odrtid ovocnych drevin na nejméné dvou typech péstebnich médii
s rtiznou koncentraci cytokininti a vypracujte tabulku multiplikace po vzoru tabulky 2
(uvedena v tomto vyukovém modulu).

2. Porovnejte koeficienty mnozeni a urcete nejlepsi a nejhorsi vysledek multiplikace u
jednotlivych odrtd na péstebnich médiich s riiznou koncentraci fytohormont.

3. Pro kazdou odridu pouzitou v pokuse doporucte nejvhodnéjsi péstebni médium pro vyvolani
mnozeni.
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