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Péstovani pSenice seté v podminkach in vitro

Souhrn

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednou z nejpéstovanéjSich plodin svéta.
Celosvetova produkce dosahuje stovek miliont tun a je nedilnou soucasti potravy obyvatel nasi
planety. Podminky in vitro umoziuji testovani a zkoumani zivych rostlinnych bunék mimo
celou rostlinu, coz lze vyuzit prave i u raznych hospodaiskych plodin.

V bakalaiské praci byl sledovan vliv regulatord rastu a stresovych podminek
zpusobenych zasolenim na pfirastek hmoty kalusové kultury a produkci sekundarnich
metabolitt. Tato in vitro kultura byla odvozena z hypokotylu psenice seté odridy ‘Bohemia’
na mediu dle Murashige & Skoog s 4 mg/l 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D). V ramci
testovani regulatort rustu byly testovany u vzniklych kalust jak razné koncentrace 2,4-D, tak
i dalsi latky ze skupiny cytokininti (BAP, kinetein) o koncentracich 0,1; 0,5 a 1,0 mg/l. U vSech
riaznych kombinaci auxini a cytokininii byl zaznamenan pozitivni vliv na pfiristek hmoty
kalusu az na koncentraci s 8 mg/l kyseliny 2,4-D a 0,5 mg/l kinetinu. Vysledky méfeni ukazaly,
Ze pro pestovani kalusu odridy pSenice seté 'Bohemia’ byla nejlepsi kombinace 8 mg/l 2.4-D
a 1 mg/l BAP. Kalusova kultura byla také vystavena solnému stresu, kdy byl do zivného media
ptidan NaCl s vyslednou koncentraci 50; 100 a 200 mmol/I.

Pridani NaCl mélo negativni vliv na pfirastek Cerstvé vahy kalusu, zatimco obsah
flavonoidu se mirné zvysil. Z toho vyplyva, ze piitomnost soli vedlo k tvorbé flavonoida, které
pomahaji rostlindm zvladani stresu.

Klicova slova: Triticum aestivum, kalus, kultivace, regulatory rustu, sekundarni metabolity



In vitro cultivation of Triticum aestivum L.

Summary

Common wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most widely grown crops in the
world. Worldwide production reaches hundreds of millions of tonnes and is an integral part of
the food of the inhabitants of our planet. In vitro conditions allow the testing and examination
of living plant cells outside the whole plant, which can be used for various economic crops.

In the bachelor thesis, the effect of growth regulators and stress conditions caused by
salinity on the mass gain of callus culture and the production of secondary metabolites was
investigated. This in vitro culture was derived from hypocotyls of wheat cultivar 'Bohemia” on
Murashige & Skoog medium with 4 mg/1 of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). In order
to test growth regulators, the resulting callus cultures were tested for different concentrations
of 2,4-D as well as other substances from the cytokinin group (BAP, kinetein) at concentrations
of 0.1, 0.5 and 1.0 mg/l. For all different combinations of auxins and cytokinins, a positive
effect on callus mass gain was observed up to concentrations with 8 mg/l of 2,4-D and 0.5 mg/1
of kinetin. The results showed that the best combination for growing callus of the seed wheat
variety 'Bohemia' was 8 mg/l 2,4-D and 1 mg/l BAP. The callus culture was also subjected to
salt stress, when NaCl was added to the nutrient medium with resulting concentrations of 50;
100 and 200 mmol/I.

The addition of NaCl had a negative effect on the fresh weight gain of callus, while the
flavonoid content increased slightly. This implies that the presence of salt led to the production
of flavonoids which help the plants to cope with stress.

Keywords: Triticum aestivum, callus, cultivation, growth regulators, secondary metabolites
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1 Uvod

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednou z nejvyznamnéjSich obilnin celého svéta.
Je zékladni potravinou obyvatel planety Zemé a velkou mérou se také podili na vyzivé
hospodaiskych zvifat. Péstovani pSenice seté je Casto vystaveno riznym nepiiznivym
podminkam, které mohou nastat v disledku ptsobeni abiotickych (vysoké ¢i nizké teploty,
nedostatek vody, xenobiotika) ¢i biotickych (Skadci, choroby) stresovych faktort. Tyto vlivy
maji za nasledek stradani rostliny, jez vede ke snizeni kvality a produkce plodiny. V souvislosti
s témito problémy se zkouma odolnost plodin a jejich odrid viéi témto stresorum. Jednou
z moznosti pro tento vyzkum spociva ve vyuziti péstovani rostlin v podminkach in vitro pomoci
kalusovych kultur.

Kalusova kultura umozfiuje studium chovani zivych rostlinnych bunék mimo celou
rostlinu. In vitro kultivace poskytuje Uplnou kontrolu nad podminkami prostiedi. Umoziiuje
studovat ristové a morfologické vlastnosti rostliny do detailu a testovat jeji reakci na rizné
stimuly.

Cilem bakalafské prace bylo odvodit a zhodnotit vliv vybranych fytohormont ze skupiny
auxind a cytokinini na rust kalusu odvozeného z pSenice seté¢ odridy 'Bohemia’. Dale byl
sledovan vliv stresovych podminek na rust kalusu, konktrétné zasoleni. Byla také sledovana
produkce sekundarnich metabolitt (flavonoidi) u jednotlivych pokusnych variant.



2 Cil prace

Cilem prace bude odvozeni kalusové kultury z pSenice seté 'Bohemia” a sledovani
prirastku hmotnosti a produkce sekundarnich metabolitt pod vlivem regulatora rustu pfidanych
do zivného media.

Nulova hypotéza: Vybrané latky nebudou mit vliv na rast kalusu a tvorbu sekundarnich
metabolitt.

Alternativni hypotéza: Alespon jeden z testovanych regulatort rastu v urcité koncentraci
nebo jejich kombinaci ovlivni sledované parametry.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna charakteristika
3.1.1 Obiloviny

Jako obilniny jsou oznacCovany rostliny patici do Celedi lipnicovité (Poaceae), ve které
se nachazi priblizn¢ 700 rodt s vice nez 11 000 druhy, které rostou po celém svéte. Obilniny
jsou vyznamné pro zemedélstvi, slouzi nejen jako potrava pro obyvatele celé planety a krmivo
pro zvifata, ale i k dal§imu zpracovani v pramyslu. Celosvétove nejvyznamnéj§imi obilninami
jsou pSenice, ryze, kukufice a jemen. Zaujimaji od pocatku zemédélstvi nezastupitelnou ¢ast
lidské vyzivy a ve vyspélych zemich tvoti az polovinu celkového pfijmu energetické potreby
a az tfetinu bilkovin. Obsahuji také vyznamné mnozstvi mineralnich latek — fosforu, vapniku
a hoi¢iku. Jsou vyznamné také pro svij obsah skupiny vitamin( B. Dal§imi vyznamnymi
obilninami jsou zito, oves, zitovec, proso, ¢irok, mohar a ¢umiza (Belitz et al. 2009)

Mezi obilniny se také tadi tzv. pseudoobilniny, které maji podobné vlastnosti a pouziti
jako klasické obilniny, ovSem nepatfi do Celedi lipnicovité. Pseudocerealie maji Casto vysoky
obsah sacharidd, bilkovin, mineralnich latek a neobsahuji lepek, coz z nich ¢ini popularni volbu
pro jedince s bezlepkovou dietou nebo se vyuzivaji z duvodu zvySeni pestrosti stravy.
Zéakladnimi druhy jsou merlik chilsky (Chenopodium quinoa Willd) alaskavec ocasaty
(Amaranthus caudatus L.) patiici do Celedi laskavcovitych (Amaranthaceae) a také pohanka

obecnd (Fagopyrum esculentum Moench) patfici do Celedi rdesnovitych (Polygonaceae)
(Thakur & Kumar 2019).

3.1.2 PsSenice seta

Rise: rostliny (Plantae)

Oddé¢leni: krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
Ttida: rostliny jednodé€lozné (Liliopsida)

Rad: lipnicotvaré (Poales)

Celed: lipnicovité (Poaceae)

Podceled’: lipnicové (Pooideae)

Rod: pSenice (Triticum)

Druh: pSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednou z nejpéstovanéjSich obilnin. Pochazi
z oblasti Blizkého vychodu, znamé jako oblast ,,Urodného ptlmésice*. Odtud se plodina
nasledné postupem casu rozsifila do celého svéta. Je to zakladni potravina obyvatel planety
Zemé. Dle rozlohy je psenice nejpéstovangjsi plodinou nejen v Ceské republice, ale i po celém
svété. Nedosahuje ov§em takovych vynost jako kukufice a ryze, a proto se fadi az na tieti misto
ve vyprodukovaném mnozstvi v celosvétovém meéfitku (Das 2008). Dle Venclové (2023) se
vyprodukované mnozstvi pSenice celosvétové pohybuje okolo 800 miliondi tun zrna. V Ceské
republice se v roce 2022 vyprodukovalo 5 188,7 tisic tun pSenice na rozloze 854,4 tisic hektaru.
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PSenice je jednoleta, prevazné prezimujici nebo jarni obilnina. Tato samosprasna rostlina
dorusta do vysky od pual az do jednoho a pual metru. Stébla jsou duta, tenkosténna, tvorena
obvykle péti ¢lanky, které jsou oddéleny kolénky. Z kolének vyrasta jeden tzky, protahly,
carkovity, tmaveé-zeleny az modro-zeleny list bez fapiku. Na jedné rostliné se zpravidla
nenachazi vice jak pét stébel a kazdé stéblo nese generativni organy. Kvétenstvim pSenice je
Ctythranny lichoklas, ktery se sklada z nékolika vicekvétych klaska, které vyrustaji z vietena.
Vieteno je tuhé a nerozpadavé, dosahuje délky okolo deseti centimetrti. Plodem pSenice je naha
obilka.

Obilky jsou v zavislosti na odridé okrouhlé az ovalné. Barva je zlatozluta az svétlé Zluta.
Po celé délce obilky se tdhne melkd ryha (Obr. 1) Zralé suché obilky jsou nejbohatsi na
sacharidy, pfedevsim na Skrob. Zrala obilka miiZze obsahovat vice nez 70 procent Skrobu. Dalsi
vyznamnou obsahovou slozkou pSenice jsou bilkoviny, jejichz obsah se pohybuje v rozmezi
10-12 %. Vyznamnym celosvétovym produktem z pSenice je mouka, ktera je bohata na lepek,
a proto se vyziva k peceni chleba a dalsiho peciva. V nekterych oblastech se z pSeni¢ného sladu
vyrabi pivo. Dal§im vyznamnym vyuzitim pSenice je jako krmivo pro hospodafska zvifata
(Zimolka et al. 2005; Shevkani et al. 2017).

ob:
Jubilar), 9 VIIL. etapa — pocitek
tvorba obilek, 12 XI. etapa — mléind

losti

Obr. 1: Rast a vyvoj pSenice seté (Stehlik et al. 1977)
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3.1.2.1 Historie

PSenice seta byla jednou z prvnich domestikovanych potravinatskych plodin a je jiz vice
jak 8 000 let zakladni potravinou lidské populace. Lidé zacali konzumovat a sbirat divoce
rostouci pSenici pred asi 10 000 lety. Postupem ¢asu si v§imli moznosti péstovani této plodiny
a zacali ji aktivné vysévat. Postupnym umélym vybérem pocalo pozvolné Slechténi. Lidé
uptednostiiovali predev§im rostliny s dlouhymi klasy a velkymi semeny. Prvni domestikace
pSenice se pravdépodobné¢ odehrala v Mezopotamii. Na tomto izemi dochazelo k pfirozenému
ktizeni raznych druht divoce rostouci druha (Grau 1998).

Dnesni pSenice seta obsahuje 42 chromozomu, oproti pivodnim druhiim, které mély
chromozomu pouze 14. Dnesni moderni pSenice je tedy hexaploid s Sesti sadami chromozomu
(AABBDD). Psenice jednozrnna (Triticum monococcum L.) je nositelem genomu AA. Tento
druh pravdépodobné tvoril zaklad pro dalsi vyvoj pSenice, jak ji zname dnes. Pivod genomu
BB neni uplné jasny. Mohl by nejspiSe pochazet z plan€ rostouciho mnohostétu §paldovitého
(Aegilops speltoides Coss.), jehoz genom SS se proménil mutaci na zmifiovany genom BB.
Genomem DD do genetické informace dnesni pSenice piispél mnohostét Tauschiv (Aegilops
tauschii Coss.). Je povazovan za jednoho z hlavnich predki moderni pSenice a hral dulezitou
roli v procesu hybridizace a vzniku novych odrid. Schéma vzniku pSenice seté popisuje Obr. 2

(Kumar et al. 2017).

.
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speltoides

~500 000 let
pr.n. L
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Triticum
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Obr. 2: Fylogeneze pSenice seté (Dolezel 2014)
3.1.2.2 Agroekologické podminky a péstebni pozadavky

Jak bylo uvedeno vyse, pSenice se péstuje témér po celém svéte, ale diky specifickym
podminkam stanovist a zvolené technice zpracovani pudy dosahuje rozdilnych vynosa
a rozdilné kvalité zrna. PSenice je nejnarocnéjsi ze vSech obilnin na vyzivu, pudni podminky
ataké na predplodinu. Zpravidla je proto zatazovana do osevniho postupu hned za tzv.
zlepsujici plodiny. Na tzemi CR nejastji najdeme psenici na poli, kde se minuly rok p&stovaly
jeteloviny, luskoviny, olejniny nebo popfipadé brzy sklizené okopaniny. Nevhodnymi
predplodinami jsou vSechny obilniny, zvlast pSenice samotna. Zvysuje se tim riziko vys§iho
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vyskytu chorob a skiidct (brani¢natka pSenicna, rzi a kohoutek Cerny). Nejlépe se pSenici dafi
na stfedné tézkych az tézSich pudach (piscito-hlinitych az jilovito-hlinitych). Nevhodnymi
pudami pro péstovani jsou lehké, rychle vysychavé pudy (piscCité), siln€ kyselé a zamokiené
pudy (Zimolka et al. 2005).

Idealnim rozmezim pudni reakce je pH pohybujici se v rozmezi od slabé kyselého (6,2)
do neutralniho (7,0). Dalsim dalezitym faktorem je dobra zasoba zZivin v pudnim profilu, coz je
zakladem dobrého vynosu. PSenice na jednu tunu zrna odebere z pudniho profilu v praiméru
22-26 kg dusiku, 4,4-6,2 kg fosforu, 16,6-21,0 kg drasliku, 2,8-5,7 kg vapniku a 1,2-3,0 kg
hoi¢iku. Dusik se pak dodava porostu i v prubéhu vegetace z divodu mozného vyplaveni. Je to
Zakladni davka se aplikuje pred setim porostu. Nasledujici tfi aplikace se provadi jiz béhem
samotného rustu plodiny. Regeneracni davka se aplikuje po prezimovani porostu, po jeho
odnozeni nasleduje produkéni prihnojeni. Kvalitativni davka je posledni aplikaci a zajistuje
dobry vynos a kvalitu zrna. Ostatni prvky se dodavaji zpravidla do zasoby, pfi podzimnim
zpracovani pudy (Vanék et al. 2007).

Z hlediska klimatickych podminek se naroky v prubéhu vegetace méni. Hlavnimi faktory
jsou rozlozeni srazek, mnozstvi slunecniho svitu a teplota. Porost musi preckat zimu, a proto je
dulezita teplota v okoli odnozovaciho uzlu. Rozhodujicim faktorem na tom, zda rostlina piezije
mrazivé obdobi, je jeji odolnost, ktera je ulozena v genetické informaci. Nemén¢ dilezité jsou
ovSem dalsi faktory béhem zimy. Ochlazovani by mélo byt postupné, rostliny se pfizptisobi na
chladné pocasi, dale pfezimovani ovliviiuje vyska snéhové pokryvky, ktera funguje jako izolace
pred mrazem. Velikost rostliny a hloubka, ve které se nachazi odnozovaci uzel je stejné dulezita
(Zimolka et al. 2005).

3.1.2.3 Choroby

Psenici napadaji virové i houbové choroby. Nejvyznamnéjsi ptivodci virovych chorob
jsou viry zakrslosti (Wheat dwarf virus). Pfiznaka si 1ze v§imnout hlavné v obdobi sloupkovani,
napadené rostliny maji kratsi internodia a jsou tudiz i mensi. Proti chorobé se nelze aktivné
brénit, jelikoz chorobu pienasSeji mSice a kiisci, zamezeni §ifeni lze dosahnout aplikaci
insekticidi na tento hmyz (Serfling et al. 2016)

Vyznamnéj$im ptivodcem chorob psenice jsou houby patfici do skupiny Basidiomycetes.
Jednou z chorob pat stébel je plisei snézna (Monographella nivalis Schaffnit), ktera se
nejCastéji objevuje na jafe po roztani snéhu. Projevem je mezerovitost porostu, ktera je
zpusobena thynem rostlin. Dalsi z chorob stébel je stéblolam obilnin (Pseudocercosporella
herpotrichoides Fron). Napada spodni Cast stébla, projevuje se ovalnymi protahlymi skvrnami.
Oslabena rostlina se v misté napadeni lame (Kazda et al. 2010).

Mezi choroby listh a klast Skodici na pSenici patii napfiklad rzi a brani¢natka. Rzivost
mohou zpisobovat rizné druhy jako rez plevova (Puccinia striiformis Westend), rez travni
(Puccinia graminis Pers.) nebo rez pSeni¢na (Puccinia triticina Roberge ex Desm.). Napadaji
predevsim praporcovy list a stéblo pti vysokém napadeni pfechazeji i do klasu. Pfiznakem jsou
hnédé rezavé roztrouSené kupicky na povrchu listd astébel. BraniCnatka plevova
(Stagonospora nodorum Berk.) se projevuje nepravidelnymi hnédymi zasychajicimi skvrnami
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na listech. Na klasech se projevuje hnédofialovymi skvrnami, hlavné na §pickach plev. Kdyzje
v obdobi sklizn¢ vétsi srazkovy uhrn, mize se v klasech objevit fuzariova spala obilnin
(Fusarium ssp.). Ty jsou nebezpeCné z hlediska produkce mykotoxini ajejich nasledné
konzumace. Fuzaridzy jsou houbova onemocnéni patiici do skupiny Ascomycetes (Serfling
et al. 2016; Kazda et al. 2010).

3.1.2.4 Skidci

Mezi nejvyznamnéjsi Skadce lze uvést kyjatku travni (Metopolophium dirhodum
Walker), kyjatku osenni (Sitobion avenae Fabricius) a mSici sttemchovou (Rhopalosiphum padi
L., patfici do Celedi mSicoviti (Aphididae). Maji bodave savé stni Ustroji, které vyuzivaji k sani
na celé nadzemni casti rostlin, kdy mohou také prenaSet nebezpecné choroby. Dal§im
nebezpeénym parazitem je kohoutek Cerny (Oulema melanopus L.). Jeho larvy i dospélci,
okusuji listy rostliny v podélnych pruzich a obdobné Skodi kohoutek modry (Oulema lichenis
Voet). Dale pSenici mizou napadnout bzunka je¢na (Oscinella frit L.), hrbac¢ oseni (Zabrus
tenebrioides Goeze) nebo zelenuska zlutopasa (Chlorops pumilionis Brejk).

Velké ztraty na vynosu mohou napachat i vétsi zivocichové. V okoli svych nor §kodi
hlodavci, predevsim okusem nebo celym spasenim plodiny, nejvyznamnéjSim zastupcem
tohoto fadu je hrabos polni (Microtud arvalis Pallas). Dale lze uvést i tfidu ptaku, ktefi se zivi
semeny a lesni zvér, kterd okusuje zelené rostliny (Kazda et al. 1997).

3.2 Péstovani in vitro
3.2.1 Historie kultivace in vitro

Péstovani rostlin v podminkach in vitro (nebo také in vitro kultivace) je proces, pii kterém
se rostliny, pletiva nebo samostatné buriky péstuji mimo své pfirozené prostredi. In vitro
pestovani probiha predevsim v laboratornich podminkach. VSe probiha ve sterilnim prostredi
dle definovanych fyzikalnich a chemickych podminek (Thorpe 2007).

Historie péstovani v podminkéch in vitro saha az na zacatek 20. stoleti, konkrétné do roku
1902. Prvni teoretické zaklady pro péstovani rostlinnych kultur uvedl rakousky védec Gottlieb
Haberland, kdy informoval o svych pokusech s péstovanim bunék pred Némeckou akademii
veéd. Experimentoval s izolovanymi burikami listd schopnych a dalsimi diferencovanymi
bunkami z vysSich rostlin. Pfestoze jeho pokusy byly netspésné, vyslovil nazor, ze pokud mu
je znamo, tak nebyly dosud provedeny zadné pokusy s izolaci bun¢k. Takovy vyzkum by mohl
pfinést vyznamné poznatky o vlastnostech a moznostech, které ma burika jako elementarni
organismus. Informoval také o vzajemnych vztazich a vlivech mezi jednotlivymi burikami
v mnohobunécném celku. Na zakladé tohoto projevu ajeho experimenti je opravnéné
povazovan za prukopnika rostlinnych pletivnych kultur (Thorpe 2007).

Objev auxinu a rozpoznani vyznamu vitamini skupiny B v rostlinach bylo impulsem
k dalsimu pokroku v rostlinnych kulturach. Pomoci kyseliny indol-3-octova ziskal Gautheret
roku 1939 prvni kontinualné rostouci kulturu z mrkve. S objevem cytokinin a auxini byla
pfipravena puida pro rychly rozvoj kultur. To vyvrcholilo roku 1962, kdy Murashige a Skoog
pfipravili v dnesni dob& nepouzivangjsi zivné medium zvané jako MS medium (Murashige &
Skoog 1962).

14



Dalsim vyznamnym milnikem byla komer¢ni dostupnost enzymu rozkladajici bunécnou
sténu. To vedlo k Sirokému vyuziti protoplasti v primyslu v 70. letech 20. stoleti. Prvni
demonstraci totipotence protoplasti provedli roku 1971 Takebe a jeho spolupracovnici, ktefi
vypéstovali rostlinu tabaku z mezofylovych bunék. To mélo za nasledek prvni mezidruhovy
hybridni druh (Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffii) (Bhojwani & Dantu 2013).

3.2.2 Vyuzitiin vitro péstovani
3.2.2.1 Mikropropagace

Mikropropagace neboli somaticka embryogeneze je moderni technika mnozeni rostlin.
Somatickd embryogeneze se rozdéluje na dva typy, a to na pfimou a nepiimou. Je definovana
jako nepohlavni mnozeni rostlin, které je provadéno ve sterilnich podminkach jak materialu,
tak prostfedi. Tato metoda je provadéna na definovaném kultivacnim mediu v kultivacnich
nadobach za kontrolovanych svételnych, teplotnich a vlhkostnich podminek. Jedna se
o péstovani izolovanych rostlinnych ¢asti (bun€k, pletiv, organi nebo celych rostlin) na
specifickych syntetickych zivnych substratech. Nazev mikropropagace je doslovny preklad této
techniky. Jedna se o preparaci malych Casti rostliny, které jsou pfi tomto zpisobu mnoZzeni
rostlin vytvareny (Mathé et al. 2015). Metoda stoji na jedné vlastnosti rostlinnych bunék,
totipotenci, ktera umoziuje déleni jedné dediferencované buriky a vytvofit tak spoustu bunék
diferencovanych. Diferencované burky s uréitymi vlastnostmi jsou charakteristické pro urcité
organy, coz vede az k nasledné regeneraci celého rostlinného téla pod vlivem rtznych
rastovych regulatora rastu (Iliev et al. 2010).

Nepfima mikropropagace ma Ctyti zékladni Casti. V prvni fazi se vybiraji specifické
a aktivné rostouci organy nebo explantaty, které se kultivuji na pfesné definovaném mediu
a dojde tak k zahgjeni péstovani kultury. V druhé fazi explantované buiky reaguji na obsah
rastovych regulatori (auxint a cytokinind) a zacina déleni bun€k a vyvoj organt. Ve tieti fazi
dochazi k prodluzovacimu rastd vyhont vzniklych ze stadia mnozeni a probiha zakofenovani
v in vitro podminkach nebo v ex vitro (mimo bariku). Ctvrta faze je nejdalezitdjsi, kdy dochazi
k aklimatizaci rostlin vypéstovanych v in vitro. Vysledkem jsou klony mateiské rostliny
(Murthy et al. 2023).

Piimé mikropropagace je proces, pii kterém se vytvoii somatické embryo na explantatu.
To se nasledné odebere a neché se uzrat pomoci kyseliny abscisové (ABA). Vytvorena embrya
jsou vyhodna, protoze obsahuji kofen iapikalni meristém vyhonu. Tim odpada faze
zakofeniovani, ktera nastava pii mnozeni pupenti nebo vyhonu v in vitro podminkach (Mathé
et al. 2015).

3.2.2.2 Ozdravovani rostlin od viroz

Proces ozdravovani nabizi moznost zbavit rostliny patogent, a to pfedevsim vira, bakterii
a hub. Pro jejich odstranéni 1ze pouzit 1éCebné latky jako fungicidy. Jiz od 60. let 20. stoleti se
tato metoda zabyva kultivaci meristémovych vrchola a je nejvice dilezita u materialt, které
jsou napadeny viry (Smith 2013). Metoda apikalnich meristému se vyuziva k obnoveé rostlin
infikovanych virem. Tento postup vyuziva apikalni bezvirovou zonu k ziskani pocatecni zdravé
rostliny. Apikalni meristém je skupina meristematickych bunek, které jsou usporadany do
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centra, kde zaujimaji svoji pozici a tvoii veskeré organy a pletiva. Cim je meristém mensi, tim
je vétsi pravdépodobnost vypéstovani rostliny bez viri. Vysazeni meristému probiha za
aseptickych podminek na zivné medium, kde je zvySena koncentrace cytokinini. Pravidelnym
pfesazovanim rostlina vyroste a vyuzije se napfiklad k produkci sadbovych brambor.

Béhem kultivace je dulezité provadét preventivni testy na pritomnost virovych chorob,
jako jsou naptiklad ELISA testy nebo PCR testy. Kdyz jsou pletiva nakazena je mozné pouzit
metody, které jsou schopny viry zlikvidovat, naptfiklad termoterapii je metoda, kterad vyuziva
kratkodobé vystaveni rostlin vysokym teplotam (37—40 °C). Tim dochazi k odstranéni viru.
Chemoterapie je pak zalozena na piidani Sirokospektralnich antivirotik (viazol) do zivného
media, kde se péstuji rostlinné explantaty (Anikina et al. 2023).

3.2.2.3 Somaticka hybridizace

Somaticka hybridizace pomoci spojeni protoplastid rostlin se stala dilezitym krokem ve
zlepSovani a vytvareni novych rostlinnych odriid. Protoplasty jsou ziskavany pomoci enzymu
(celulazy, pektinazy), které §t€pi u bunék jejich sténu. Nasledné jsou protoplasty spojeny do
jedné buriky pomoci chemickych latek nebo elektrickych impulst, coz umozni fuzi membran
a spojeni genetického materialu. Hybridni buriky jsou nasledné vloZeny na rastové medium,
kde probiha jejich déleni a diferenciace bun¢k na nové rostliny. Tato technologie se pouziva ve
Slechtitelstvi zaméfeném na produkci potomstva s vyznamnymi agronomickymi vlastnostmi.
To umoznilo nejen vnitrodruhovou hybridizaci, ale i tvorbu mezidruhovych hybrida a cybrida
které vznikaji spojenim jadra jedné a cytoplazmy druhé burniky. Pomoci této technologie byly
do hybrida nebo cybrida uspésné transferovany ruzné dilezité znaky z donorovych rostlin,
a bylo umoznéno i kfizeni rostlin stejného pohlavi (Zulkarnain et al. 2015; Grosser et al. 2010).

3.2.2.4 Produkce sekundarnich metabolitu

Termin sekundarni metabolit je oznaceni pro slouceninu vyprodukovanou rostlinou, ktera neni
nezbytné dilezita pro jeji rist. Sekundarni metabolity jsou Casto velmi rozmanité a slozité
molekuly, coz z nich €ini slou€eniny velmi naro¢né pro chemicko-syntetickou vyrobu, a proto
se odvozené biologicky aktivni latky nejcastéji ziskavaji z pfirozenych zdroju. Jelikoz je vétsina
zdroju plané rostoucich, obsah dulezitych latek byva nizky. Ziskavani sekundarnich metabolita
je pomérn¢ ekonomicky naro¢né. Pro tvorbu urcitych latek je nezbytn€ nutné, aby rostlina byla
vystavena stresovym podminkam, které indukuji tvorbu pozadovanych latek. Kultivace
rostlinnych pletiv in vitro nabizi dobte fungujici systém pro produkci pfirodnich latek. Mnozeni
rostlin, kultivace kalusu nebo rostlinnych organti muze poskytnout material schopny
produkovat sekundarni metabolity. Piikladem téchto latek mohou byt flavonoidy, chinin
a atropin, tyto latky jsou hojné vyuzivany v mediciné (Espinosa-Leal et al. 2018; Wawrosch &
Zotechev 2021).

3.2.3 Kalusové kultury

Rostliny vytvareji neorganizované buriky, jako jsou kalusy nebo nadory, v reakci na rizné
biotické a abiotické podnéty. Jsou to napfiklad vliv klimatickych podminek, poranéni nebo
infekce riznymi patogeny. Prvni zminky o tvorbé kalusu pochazi jiz z doby pred vice nez 200
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lety, kdy byla tvorba kalusu pozorovana u stromti zbavenych kary. Termin “kalus® pochazi
z latinského slova callum, které znamena tvrdy. V mediciné se pak toto oznaceni pouziva pro
ztlu§téni kozni tkan€. Z pocatku rostlinné biologie se oznaceni kalus pouzivalo jako oznaceni
pro masivni rast bunék a hromadéni kalozy, které bylo zptisobené poranénim. Dnes se slovo
kalus pouziva v SirSim rozsahu pro oznaCeni dediferencované bunécné masy. Iz jediné
diferencované bunky muze vzniknout kalus. VétSina bunék, které kalus obsahuje, jsou
totipotentni a mize z nich vyrist celé rostlinné télo. Tato vlastnost je také vyuzivana v genovém
inzenyrstvi (Ikeuchy et al. 2013).

K vytvofeni kalusovych kultur lze pouzit téméf jakoukoli ¢ast t&la rostliny. Casti
odebrané z pletiv se nasledné kultivuji v in vitro podminkach. Ziviny jsou dodavany z zivného
media, které je doplnéné ristovymi hormony (auxiny a cytokininy). Pravidelnym pasazovanim
lze kultury udrzet neomezené dlouhou dobu. Kalus tvori buiriky, které jsou podobné
nediferencovanym meristematickym buiikam. Maji pouze malé vakuoly a nema;ji chloroplasty
pro fotosyntézu (Efferth 2019).

Kalusy jsou velmi rozmanité a lze je rozdélit do nékolika podskupin na zakladé jejich
makroskopickych vlastnosti. Kalusy bez zjevné regenerace organt se obvykle oznacuji jako
kalusy kompaktni nebo drobivé. Drobivé kultury lze vyuzit k vytvoreni jednobunécnych
(suspenznich) kultur, které se udrzuji v pozvolné promichdvaném tekutém mediu. Kalusy
vykazujici stupen regenerace organti se nazyvaji v zavislosti na tom, jaké organy indukuji. Jsou
to kofenové, vyhonkové nebo embryonalni kalusy. Zasadni roli v tom, jaky kalus se bude tvofit,
hraje pomér auxintl a cytokinind. Je také dulezité, jaké konkrétni latky z téchto fytohormont
pouzijeme. Pii stejném zastoupeni v zivném mediu se tvori kalus kompaktni nebo drobivy. Pii
vyssi koncentraci auxind se vytvaii kalus kofenovy, a naopak pfi vyssi koncentraci cytokinint
se indukuje kalus vyhonkovy (Ikeuchy et al. 2013; Ribeiro et al. 2021).

Obr. 3: Kalusova kultura (Zdroj: Autor prace)

3.3 Fytohormony

Termin hormon pochazi z feckého slova “horman®, které znamena stimulovat. Tento
termin byl poprvé pouzit roku 1905 Starlingem. V priibéhu 20. stoleti byla u rostlinnych druht
objevena tfada sloucCenin, které se u nich pfirozené vyskytuji. Tyto nizkomolekularni latky
s fyziologickou aktivitou byly oznaCeny jako fytohormony. Pasobi ve velmi nizkych
koncentracich a projevuji sviij ucinek na dalku, kdy reguluji veskeré vyvojové a fyziologické
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procesy po celou dobu rostlinného zivota. Mezi tyto latky patfi naptiklad auxiny, cytokininy,
gibereliny, ABA, ethylen a dalsi (Mukherjee et al. 2022; Piotrowska & Bajguz 2011).

Abychom piiméli rostliny k tvorbé kalusu, je dulezité, aby byly vysazeny do vhodného
zivného media. Dulezity je také obsah rustovych regulatort. Témi jsou slouCeniny, které pfi
kultivaci rostlinnych pletiv zajistuji rist vysazeného pletiva nebo organu.

Auxiny jsou dilezité pii vyvoji audrZzovani kalusu. Vyznamné se také podileji na
prodluzovani bunék. Cytokiny jsou vyznamné pro svou roli pti kultivaci rostlinnych pletiv. Na
rozdil od auxind jsou vyznamnymi mediatory podporujici déleni rostlinnych bunék a jejich
nasledného rustu. Gibereliny stimuluji rast rostliny do vysky, prodluzovanim internodii (Baday
2018).

Mezi inhibitory rustu se fadi etylen a kyselinu abscisova (ABA). Tyto latky se pohybuji
v opa¢ném smeéru a maji predev§im zpomalovat nebo zastavovat rast rostlin. Tyto latky se
syntetizuji predev§im tehdy, kdyz jsou rostliny vystaveny rlznym stresovym situacim.
Ptikladem muze byt sucho nebo zasoleni pudy (Rowe et al. 2016)

3.3.1 Auxiny

Auxiny patii do skupiny fytohormond, které podporuji rast rostlin. Jsou produkovany
v nadzemni €asti rostlin v meristematickych pletivech, pfedev§im ve vrcholovych pupenech,
listech a kvétech. Hlavnim prekurozorem biosyntézy je aromaticka aminokyselina tryptofan,
ktera je produkovana v chloroplastech. Auxiny jsou transportovany smérem dold, bazipetalné,
pomoci floému. Hlavnim pfirozenym auxinem v rostlinach je kyselina indol-3-octova (IAA;
Obr. 4), ale bylo prokazano, ze mnoho latek ma shodné ucinky jako tento hormon. Piikladem
jsou kyseliny 2.4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D; Obr. 5), naftyloctova (NAA) a picloram.
Auxiny hraji pro rostliny dulezitou roli pii rastu a vétveni, ve vyvojovém procesu maji ulohu
iniciace tvorby postrannich organti a podporuji vétveni kofene (Sezgin & Kahya 2018).
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Obr. 4: Strukturni vzorec IAA (pfevzato od Frick & Stander 2018)
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Obr. 5: Strukturni vzorec kyseliny 2,4-D (pfevzato od Busi et al. 2018)

3.3.2 Cytokininy

Cytokininy jsou derivaty adeninu, které podporuji déleni bunck a zpomaluji jejich
starnuti. Mezi tyto rostlinné hormony vyskytujici se ptirozené v rostlinach patti kinetin, zeatin
a 6-benzylaminopurin (BAP; Obr. 6). Diive se predpokladalo, ze cytokininy se syntetizuji
v kotfenech a nasledné jsou xylémem transportovany do celé zelené Casti rostliny. Novéjsi
studie vSak naznacuji, ze se cytokininy tvoti v celé rostling, ale nejvice se jich vyprodukuje
v meristémech kofent (Osugi & Sakakibara 2015). Auxiny podporuji tvorbu kofend, zatimco
cytokininy maji odliSny efekt a podileji se také skoro na vSech aspektech vyvoje rostliny.
Stimuluji tvorbu postrannich vyhontl, zatimco inhibuji tvorbu terminalnich vyhonti. Cytokininy
jsou také vyznamné pro podporu tvorby a vyvoje rostlinnych organa v in vitro kulturach
(Kieber & Schaller 2014).
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Obr. 6: Strukturni vzorce cytokininil (prevzato od Jameson 2023)
3.3.3 Gibereliny

Gibereliny jsou diterpenové rostlinné hormony, které maji klicovy vliv na rust a vyvoj
rostlin jako auxiny. Tyto latky byly poprvé objeveny v souvislosti s chorobami rostlin v roce
1926 japonskym védcem Kurosawou, ktery pozoroval, Ze rostliny ryze abnormalné prerastaly
diky pusobeni vieckovytrusné houby Gibberella fujikuroi Saw. Zodpovédna latka byla
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nasledné izolovana a pojmenovana jako kyselina giberelova (GA3). Kyselina ma stimulujici
ucinky na prodluzovani internodii a rozkvét rostlin. Tyto latky jsou nejcastéji syntetizovany
v apikalnich pupenech a listech. V praxi se GA3 pouziva ke zmenseni poCtu plodi, coz vede ke
zvétSeni jejich hmotnosti. Vyznamné také podporuje kli¢eni semen (Takahashi et al. 2012).

3.3.4 Strigolaktony

Strigolaktony predstavuji novou tfidu fytohormont, které souviseji s vétvenim rostlin.
Spolu s auxiny byly v minulém stoleti povazovany za dva nejdulezit€j§i hormony pii vzniku
apikalni dominance. Tyto rostlinné hormony jsou produkované v kotfenech a pomoci xylému
jsou akropetalné transportovany do hornich ¢asti rostliny. Jsou také dilezité v navazovani
symbiodzy s mykorhiznimi houbami, kdy jsou uvoliiovany do ptdy, aby symbionty nalakaly ke
kofeniim rostlin, kterym jsou tak lépe pfistupné ziviny a voda. Nejvyznamnéjsi latkou z této
skupiny je strigol (Zwanenbur at al. 2016).

3.3.5 Kiyselina abscisova

Krome pfirodnich latek, které podporuji rust, se i v rostlinach nachazeji latky inhibi¢ni.
Nejvyznamnéjsi z nich je kyselina abscisova (ABA). Nejvice se vyskytuje v zelenych Castech
rostliny. Vyrazné mnozstvi této kyseliny se nachazi ve spicich pupenech a semenech, u kterych
zpusobuje dormanci. K produkci téchto latek dochazi v cytoplazmé mezofylovych bunék
(Sezgin & Kahya 2018).

Podle Hartunga et al. (2002) ABA také patfi mezi hormonalni signaly stresu. Jakmile
dochazi v okoli kofent k nedostatku vody, je ABA uvolfiovana do xylému, kde je transpiracnim
proudem vedena do nadzemni Casti. Zde dochazi ke zpomaleni ristu listd a uzavirani praducha,
aby se zamezilo transpiraénim ztratdm vody. Na konci vegetacniho obdobi kyselina urychluje
opad listu.

Yang et al. (2000) konstatuje, ze nékteré pokusy naznacuji, ze zvysena koncentrace ABA
je nezbytna ktomu, aby se zabranilo nadmémé syntéze ethylenu pifi vodnim stresu
a naslednému predCasnému dozrani. Dusledkem této interakce muze ABA fungovat spise
k udrzeni nez potlaceni vhodného rustu rostlin.

3.3.6 Ethylen

Ethylen je jednoduchy plynny uhlovodik obsahujici dva atomy uhliku spojenych dvojnou
vazbou. Patii do skupiny inhibitort ristu, kdy je nejCastéji spojovan s dozravanim ploda. Hraje
ovSem dullezitou roli po celou dobu Zivota rostliny. VétSina pletiv je schopna ethylen
syntetizovat, jeho obsah v rostliné je vSak pomérné nizky. Koncentrace ethylenu se zvysuje
predevs§im béhem udalosti vyvoje jako je kli¢eni semen a kveteni. Produkce ethylenu je vyssi
v obdobi stresovych podminek pro rostlinu. Inhibuje rovnéz rist nadzemni ¢asti a stimuluje rast
korenti. Pomaha tak pteckat rostlin€ nepfiznivé podminky (Schaller & Kieber 2002).

3.3.7 Brassinostreoidy
Brassinostreoidy (BR) jsou také latky patfici do skupiny rostlinnych hormond. Jsou to

derivaty sterolt, a poprvé byly popsany v pylu fepky (Brassica napus L.). Od této rostliny
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pochazi i jejich nazev. Strukturalné jsou pak velmi podobné zivocisnym steroidnim hormontim
(Oklestkova et al. 2015). BR se nachazeji ve vSech Castech rostlinného téla, kde maji rizné role
v rastu a vyvoji rostlin. Reguluji déleni, prodluzovani a diferenciaci riznych typa bunék. Maji
pozitivni vliv na toleranci rostliny k riznym biotickym a abiotickym stresim (sucho, chlad,
zasoleni). Pokusy ukazuji, ze brassinostreoidy se podileji i na aklimatizaci na environmentalni
stresy, rezistenci vici patogenim a prodluzovani bunék. Vysledkem je zvySeni ristu a vynosu
plodin (Manghwar et al. 2022).

3.4 Stres

Stres u rostlin vznika puasobenim vnéjsich podminek, které jsou nepfiznivé pro rostlinu
a ovliviiyji jeji rast a vyvoj., a lze ho rozdélit do dvou zakladnich skupin. Podle toho, zda je
stres zpusoben zivym nebo nezivym Cinitelem, se rozd€luji stresy na biotické a abiotické.
Abioticky stres puisobi na rostliny prostfednictvim fyzikalnich nebo chemickych faktort,
zatimco u biotického stresu je rostlina vystavena biologické slozce. Nékteré stresy poskozuji
rostlinu takovym zplsobem, ze vykazuje fadu metabolickych dysfunkci. Pokud je stres mirny
nebo pusobi kratkodobé, rostlina se z néj dokaze zotavit. Paklize je stres silny a ptasobi po delsi
dobu, dochézi k odumirani rostliny.

Biotickymi stresy jsou napiiklad viry, bakterie, hmyz nebo plsobeni jinych rostlin.
Pripravuji rostlinu o dilezité ziviny, coz mize vést az k Gthynu rostliny. Mnoho biotickych
stresord ovliviiuje fotosyntézu, kdy povrch listové plochy bud’ zmensuji (zravy hmyz) nebo
zastifiuji (plevele) (Gull et al. 2019).

3.4.1 Abioticky stres

Do skupiny abiotickych strest se tadi vn€jsi vlivy prostiedi. Za abioticky stres se
povazuje jakykoliv faktor, ktery nepfiznivé ovliviiuje rast rostliny a neni zpusoben Zivym
organizmem. Tfemi hlavnimi abiotickymi stresory jsou teplota, zasoleni a sucho, respektive
nedostatek vody v padnim profilu. Velky podil ma na tom také antropogenni ¢innost — odbér
podzemni vody, nadmérné hnojeni.

Teplotni stres se rozdéluje na dva druhy. Pokud teplota prostiedi pfesahne optimalni
teplotu pro rust dané rostliny, hovotfime o tepelném stresu. Mezi regula¢ni faktory teplotniho
stresu patfi doba a intenzita, po kterou je rostlina vytavena svételné radiaci. Jestlize teplota
klesne pod optimalni teplotu, pak hovotime o chladovém/mrazovém stresu. Rostliny se adaptu;i
na nizkou teplotu sadou riznych mechanizmt (koncentrace cukrti).

Stres, zpusobeny nedostatkem vody po delsi dobu, se oznacuje jako sucho. To je
nejcCastéji zpusobeno nizkym thrnem srazek a nedostatkem vody v pudnim profilu (Bera et al.
2022).

3.4.2 Stres ze zasoleni
Zasoleni pudy je jednim z nejvyznamnéjSich globalnich problému, ktery negativné
ovliviiuje produktivitu plodin zemédélskych systému po celém svét€. Zasoleni ma zaporny

dopad na fyziologické a biochemické fungovani rostliny, kdy naruSuje rast a vyvoj rostlin
v dasledku nedostatku vody a cytotoxicity, ktera je spojena s nadmérnym piijmem iont sodiku
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(Na*) a chloru (CI"). Sodik rostlina uklada do vakuol, aby nezpusoboval toxicitu v cytosolu
bunek, kde je dulezity dostatek drasliku, ktery je potfebny pro enzymatické reakce. Sodik
vytésiiuje draslik, coz pusobi rostliné zna¢né problémy. Chlor se pak akumuluje ve vyhoncich
(Isayenkov 2012).

Ionty také vytvaii fyziologické sucho snizenim osmotického potencialu vody obsazeného
v pude, atak dochazi k nedostatku piijimani zivin rostlinou. Ukladani sodného kationtu ve
velké mife zpusobuje zkracovani zZivotaschopnosti listi a tvori se nekrozy. Zasoleni obvykle
byva doprovazeno oxidacnim stresem, ktery je zpusoben tvorbou reaktivnich forem kysliku
(Bera et al. 2022)

Reakce rostliny na zvySenou pritomnost NaCl jsou rozdéleny do dvou hlavnich fazi.
V prvni fazi dochazi ke snizeni ristu, k némuz dochazi béhem nékolika minut az dnt. Dojde
k uzavieni priduchi a inhibici ristu bune€k. Druha faze nasleduje poté a probiha nékolik dna
az tydnu. Nahromadéné cytotoxické ionty zpomaluji metabolické procesy, a maze dojit i k
nasledujicimu uhynu bunék, pletiv, organd, az nakonec celé rostliny (Isayenkov & Maatuis
2019).

3.4.3 Osmoticky stres

Osmoticky stres nastava v rostliné v dasledku zasoleni substratu a naslednému
nedostatku volné vody v okoli, tedy tento jev nastava v hypertonickém prostiedi. Opakem je
hypotonie, kdy v okolnim prosttedi je méné rozpusténych latek a voda je osmotickym tlakem
hnana dovnitt bun¢k. Po vystaveni osmotickému stresu vykazuji rostliny Sirokou Skalu reakci
jak na bunécné, tak i na urovni celé a rostliny. To zapficini, ze rostlina neni schopna pfijimat
vodu a s ni i mineralni latky, jako je napftiklad draslik nebo vapnik (Gull et al 2019).

V reakci na sucho a zasoleni je rostlina nucena produkovat latky (osmolyty), které ji
usnadni piijem vody. Pfikladem takové latky je aminokyselina prolin, ktery je vyznamnym
zdrojem uhliku a dusiku. Prolin neni dulezity pouze pro vyrovnani osmotického tlaku., kdys se
hromadi se ve vakuolach a cytosolu burniky. Bylo prokazano, ze chrani také pred nezadoucim
pusobenim reaktivnich forem kysliku. Dale je schopen chranit proteiny, DNA a membrany pied
témito latkami. Osmoticky stres, ktery je vyvolany nedostatkem vody, snizuje syntézu bilkovin,
ucinek fotosyntézy, akumulaci zivin a zvySuje oxidacni metabolismus v rostlinnych buiikach
(Upadhyaya et al. 2013).

3.5 Rostlinné polyfenoly

Ptirodni polyfenoly jsou skupinou sloucenin s Sirokou Skalou komplexnich struktur, které
rostliny pfirozené vytvareji jakozto sekundarni metabolity. Zakladnim stavebnim kamenem
polyfenolt je fenolovy kruh. V zavislosti na seskupeni fenolového kruhu je 1ze klasifikovat do
mnoha tfid (Obr. 7). Hlavnimi tfidami jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, fenolové alkoholy
a lignany. Tyto latky jsou zndmé svymi antioxida¢nimi vlastnostmi, coz znamena, ze pomahaji
chranit buiky pfed poskozenim volnymi radikaly a oxidativnim stresem. Tato vlastnost snizuje
pravdépodobnost vzniku poskozeni i chorob. Polyfenoly jsou tedy latky, které jsou dulezité
nejen pro rostliny, ale jsou také dilezitou slozkou lidské potravy, ktera pomaha predejit riznym
zavaznym onemocnénim (Abbas et al. 2017; Ammar et al. 2023).
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Obr. 7: Klasifikace polyfenola Obr. 8: Strukturni vzorce flavonoida
(Ammar et al. 2023) (Kawabata et al. 2019)

3.5.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou strukturou rozmanité nizkomolekularni sekundarni metabolické latky.
Jsou syntetizované v cytosolu buriky fadou enzymatickych reakci z fenylalaninu a malonyl-
koenzymu A a nasledné jsou transportovany do bunécnych vakuol. VSechny flavonoidy jsou
strukturné odvozeny od zakladni latky — flavonu. V piirod¢ bylo identifikovano vice nez 6 500
raznych flavonoidd. Jsou to dulezité latky, které chrani rostlinu pred biotickymi stresory,
zejména mikroby a hmyzem. Dale pomahaji chranit pfed mrazem a suchem. Maji schopnost
absorbovat UV zafeni a slouzi jako ochranny mechanismus proti nému. Maji dulezitou roli
v semenech, kde napomahaji kliceni a ristu malych semenackt (Samanta et al. 2011).

Syntéza flavonoidi probiha ve vSech Castech rostliny a tyto latky vykazuji vysokou
antioxidaCni schopnost. Kazda rostlinna Cast produkuje razné druhy dle aktualni potieby
a vyuziti. Flavonoidy jsou nejvice dilezité u generativnich organd, zejména u kvétt zpasobuji
pigmentaci okveétnich listkd. Tyto barvy slouzi jako signal pro hmyz, aby se pfiblizil a provedl
opyleni kvéti. Nasledné se pak diky podskupin€ antokyant zbarvuji i plody, a tyto metabolity
jsou také dulezité pro vuni a chut’ (Dias et al. 2021).

Flavonoidy jsou derivaty fenolovych kyselin s pomérné slozitou strukturou. Jsou
usporadany 15 atomy uhliku, obsahuji dva benzenové kruhy (A a B) a heterocyklicky kruh (C).
Déli se na flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, antokyanidiny a flavanoly (Mustafa et al.
2020; Obr. 8).
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4 Metodika

Experimentalni Cast bakalarské prace se skladala z né€kolika dil¢ich kroki, kdy prvnim
bylo odvozeni kalusové kultury z hypokotylu pSenice seté odridy 'Bohemia’. Nasledné bylo
ovefovano, jaka koncentrace riznych regulatort ristu nebo jejich kombinace bude mit pozitivni
vliv na rast kalust. V posledni Casti byl testovan vliv stoupajici koncentrace soli v mediu na
pfipravené kultury a na celkovy obsah flavonoidi. Pokus byl provadén v laboratorich Katedry
botaniky a fyziologie rostlin na Ceské zemédélské univerzité v Praze. Pokus za¢al v bfeznu
2023 a byl ukoncen na konci bfezna roku 2024,

4.1 Rostlinny material

Osivo pro tento pokus bylo poskytnuto Vyzkumnou stanici Uhtinéves, ktera patii pod
Ceskou zemédélskou univerzitu v Praze. Odrida pienice seté ‘Bohemia’ byla roku 2007
registrovana v Ceské republice a nasledujici rok prosla i zkouskami, které byly provadény na
Slovensku. Udrzovatelem odridy je osevaiska spoleCnost SELGEN, as., kde byla
i vyslechténa, ato konkrétng ve Slechtitelské stanici Uhfetice. Jedna se o kiizence linii
s rodokmenem (5401 x U6192) x (5401 x Kontrast), které pochazeji také z této Slechtitelské
stanice.

Odrada je vhodna do vétSiny vyrobnich oblasti, nejlepsich vynosovych ukazatelt
dosahuje predevsim v kukufi¢né, obilnarské a feparské vyrobni oblasti. Jedna se o poloranou
odridu, ktera se dle hodnoceni pekarenské jakosti nachazi v jakostni skupiné A, kvalitni
pSenice. Ma vysokou mrazuvzdornost a dobrou odolnost proti chorobam pSenice. I ptes svij
celkem vysoky vzrust je pomérné odolna proti poléhani.

Hmotnost tisice semen se pohybuje v rozmezi od 50 do 55 gramu a objemova hmotnost
je okolo 820 gramu. Obsah dusikatych latek je obvykle 13,5 procent. Optimalni vysevek jsou
3—4 miliony kli¢icich semen (SELGEN, a. s. 2010).

4.2 Laboratorni pomucky, kapaliny, pristroje

Laboratorni pomucky
* FErlenmeyerovy bariky
» Laboratorni sklo (kadinky, nalevky, zkumavky, odmeérky, odmérné baiky, Petriho
misky)
* Hlinikova folie
* Filtracni papir o priméru 9 cm (tvorba mustki)

* Pinzeta
= Skalpel
= Sitko

* Pipeta

» Vazenky alzicky
=  Rouska a rukavice
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Chemikalie
= Zivné medium MS (Murashige & Skoog 1962)

=  Savo

* Ethanol — 96% p.a.; technicky
=  Methanol

= Ultracista voda

» 24D

= BAP

=  Kinetin

* Hydroxid sodny (NaOH)
* Chlorid hlinity (AICI3)
* Dusitan sodny (NaNO)

Pristroje
*  Flowbox
= Péstebni komora
= Spektrofotometr

= SuSarna

* Analytické vahy

»  Autoklav

= Ultrazvukova lazen
= Pocitac

*  Mobilni telefon (fotografovani pokusu)
4.3 Zivné medium

Pro tento pokus bylo pouzito MS medium, které bylo predstaveno roku 1962 japonskym
fyziologem rostlin Toshio Murashigem a americkym fyziologem Folke Skoogem. Medium
bylo ptvodné urCeno pro pokusy na tabaku a postupem Casu se ukazalo, ze je pomérné
univerzalni. V soucasné dobé je jednim z nejpouzivanégjSich zivnych medii pro in vitro
pestovani.

Vsechny uvedené latky (Priloha 1) byly kvantitativné prevedeny do odmérné banky (1 1)
a nasledné rozpustény v ultracisté vode, pH media bylo upraveno na 5,8. Hotové medium bylo
rozplnéno do Erlenmeyerovych banék s papirovym mustkem po 25 ml. Barky byly uzavieny
dvojitou hlinikovou folii a nasledné umistény do autoklavu, kde probihala jejich sterilizace pfi
teploté 121 °C po dobu 15 minut a tlaku 15 psi. Sterilizace probihala vlhkym teplym vzduchem
za zvyS§eného tlaku. Pro pouziti bylo nezbytné nechat media vychladnout.

4.4 Provedeni pokusu

Semena pSenice seté byla nejprve vydezinfikovana pomoci nafedéného (1%) pripravku
Savo s ucinnou latkou chlornanem sodnym (NaClO) po dobu 15 minut. Nasledné byla trikrat
promyta destilovanou vodou aumisténa na zivné medium v Erlenmeyerovych barkach
doplnéné pro zpevnéni o 8 g agaru. Toto medium bylo pfipraveno pouze pro kliceni rostlin.
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Kli¢eni probihalo v in vitro podminkach pfi teploté 25 °C po dobu jednoho tydne v péstebnim
boxu. Pasazovani probihalo ve flowboxu abyly pouzivany jednorazové rukavice, rouska
a sterilni nastroje, aby byla omezena mozna kontaminace vzorkd.

Z celkového mnozstvi 100 semen, vyklicilo pouze 60. Z vykli¢enych rostlin byly pomoci
skalpelu vypreparovany hypokotyly, které byly ptipadné rozdeleny na kratsi casti. Ty byly
nasledné umistény na papirové mustky do Erlenmeyerovych ban¢k do MS media s koncentraci
2,4-D 4 mg/1 pro indukci tvorby kalusu. Z poétu 77 hypokotyla byl indukovan kalus u 27 %
z nich (Obr. 9). Koncentrace 2,4-D byla zvolena na zakladé prace Rahman et al. (2008) jako
nejucinnéjsi u jimi sledovanych odrad, vypreparované Casti rostliny byly rovnéz udrzovany ve
tm¢e. Béhem 14 dnt se na koncich pripravenych explantat zacaly postupné tvorit kalusy, které
byly nasledné tieti tyden od separace hypokotylii pfesazeny na Cerstvé MS medium s 4 mg/l
2,4-D. Kultury byly néasledné kazdé tii tydny pravidelné pasazovany, aby byl ziskan dostate¢ny
pocet kalusti pro dalsi praci (Ptiloha 2 obr. 10).

Pro optimalizaci koncentrace pouzitého auxinu, ptipadné doplnéni media o dalsi rustové
regulatory, byla nejprve vyuzita studie Ashraf et al. (2022), kdy byla pfipravena media
o ruznych koncentracich kyseliny 2,4-D (4; 6; 8; 10 mg/l). Kalusy z pasaze 11 (Obr. 11-14)
byly do ban¢k stémito medii piesazeny a kultury byly inkubovany opét tfi tydny za
ptedchozich podminek (tma, 25 °C). Pro kazdou variantu byla pfipravena Ctyfi opakovani.
Béhem pasazovani byla vazena Cerstva hmotnost (fresh weight; FWO0) presazovaného kalusu,
nasledné i jeho hmotnost na konci (FW1) a po vysuseni (dry weight; DW) pii 40 °C po dobu
48 h pro vypocet hmotnostniho pfirastku a stanoveni susiny, respektive obsahu vody.

Na zaklade vysledka (Kap. 5, Graf 1 a2) byla pro dalsi pokusy zvolena koncentrace
auxinu s 8 mg/l. V dalsi pasazi (12) byl testovan vliv cytokinini dle Rashid et al. (2002), kdy
byly do media ptidany BAP nebo kinetin o koncentracich 0,1; 0,5 a 1,0 mg/l. Kalusy péstované
v mediu pouze s 2,4-D byly brany jako kontrolni, u kazdé varianty byla opét ctyfi opakovani.
Nejvyssi hmotnostni pfirastek zaznamenala varianta BAP 1,0 mg/l akalusy byly dale
pasazovany na media s timto regulatorem o dané koncentraci.

Na zavér (pasaz 14) byla zkoumana reakce kalusu pSenice seté ‘Bohemia’ na stresové
podminky, konkrétné zasoleni, kdy koncentrace NaCl v roztoku byla 50, 100 a 200 mmol/l
(mM). Kalusy péstované na mediu bez soli byly pouzity jako kontrolni. Pro vSechny
koncentrace byla pfipravena Ctyfi opakovani. Kalusy byly v ramci pasazovani a nasledné po
tfech tydnech opét zvazeny (Obr. 15-18).

Pro stanoveni celkového mnozstvi flavonoidi byla pouzita metoda dle prace Tsanova-
Savova et al. (2018). Po vysuSeni kalust byly vzorky rozdrceny v tfeci misce a extrahovany
v 80 % methanolu (MeOH). Extrakce byla provadéna na dvakrat, kdy ke vzorku ve zkumavce
bylo vzdy pfidano 2,5 ml MeOH. Zkumavky byly umistény do ultrazvukové lazné€ pii 35 kHZ,
50 °C po dobu 15 minut, a poté byl extrakt prefiltrovan pies mikrofiltr. Do zkumavky bylo opét
pridano rozpoustédlo a extrakce byla zopakovana za stejnych podminek. Ziskané filtraty byly
spojeny a piipadné doplnény na 5 ml 80 % MeOH.

Pro spektrofotometrické stanoveni flavonoidii bylo smichano 200 ul extraktu, 760 pl
ultraCisté vody a po protfepani pfidano 120 pl 5 % NaNO, 120 pl 10 % AICl3 a 800 ul
IM NaOH. Vznikla smés byla prométena na spektrofotometru proti slepému vzorku pti vinové
délce 415 nm a celkovy obsah flavonoida byl vypocten jako ekvivalent kvercetinu (QE)
pouzitého pro vytvofeni kalibracni kiivky v mg/g DW.
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4.5 Vyhodnoceni vysledku

Vysledky byly vyhodnocovany v programu MS Excel, kde byly pocitany primeérné
hodnoty a smérodatné odchylky ze Ctyf variant u konkrétni koncentrace fytohormont
a chloridu sodného. Prirastek po tfech tydnech byl hodnocen pomoci growth indexu (GI;
Nawara et al. 2017).

_ FW1—FWO0

* 100
FWO
FW1.. .hmotnost 21. den; FWO0.. hmotnost 0. den

Relative water content (RWC) — relativni obsah vody, jaké procento hmotnosti zaujima
voda v kalusu

rwe = WL DW oo
= %
FW1

DW...hmotnost suSiny
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S Vysledky

5.1 Vliv kyseliny 2,4-D nartust kalusu

Na grafu 1 1ze vidét procentualni pfirastek (GI) po 21 dnech u jednotlivych variant, které
obsahovaly riizné koncentrace 2,4-D v jednom litru MS media. Se stoupajici koncentraci
pouzitého regulatoru rastu 2.4-D byl pozorovan i postupny narast procentualniho prirtstku
cerstvé hmotnosti kalusu. Vyjimku predstavovaly vzorky, kde byla aplikovana koncentrace
6 mg/l, nicméné vzhledem k odchylce u naméfenych hodnot, nelze tento pokles povazovat za
signifikantni. Pro dal§i cast pokusu pak bylo zvoleno mnozstvi 2,4-D jako zakladniho
regulatoru rastu 8 mg/l z divodu vys$siho obsahu susiny (Graf 2).
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Graf 1: Vliv regulatoru riistu 2,4-D na growth index kalusu.
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Graf 2 ukazuje relativni obsah vody u jednotlivych vzorka s riznymi koncentracemi
pouzitého 2,4-D. RWC se u vSech sledovanych variant pokusu pohyboval okolo hodnoty 93 %.
Prestoze pozorujeme, Ze rozdilné koncentrace kyseliny 2,4-D nemély vyrazny vliv na RWC
kalust, je vidét mensi hodnota byla u aplikace 8 mg/1.
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Graf 2: Relativni obsah vody (RWC) v zavislosti na koncentraci 2,4-D v mediu.

Graf 3 uvadi obsah flavonoidi v kalusech odridy Bohemia, kdy nejveétsi narast
koncentrace této skupiny sekundarnich metabolith byl zaznamenan u vzorkt, kde zivné
medium obsahovalo 6 mg/l regulatoru 2,4-D. U ostatnich variant bylo naméfené mnozstvi
flavonoidi mensi a pohybovalo se v podobnych hodnotach.

Obsah flavonoidu

2,5

2
=

A 1,5
20
S

1
&

0,5

0

4 6 8 10

koncentrace 2,4-D (mg/1)

Graf 3: Obsah flavonoidu v zavislosti na koncentraci 2,4-D v mediu.
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5.2 Vliv cytokininu na rust kalusu

Vliv cytokininti na procentualni pfiristek hmoty kalusu po 21 dnech kultivace je zobrazen
v ramci grafu 4. Kontrolni medium tohoto pokusu bylo pfipraveno s 8 mg/l auxinu 2,4-D,
u ostatnich variant zivny roztok obsahoval jeden z regulatoru rastu (BAP, kinetin — Kin) ve
tfech koncentracich (0,1; 0,5 a 1 mg/l.). S pfibyvajicim mnozstvim jednotlivych regulatora
rastu byl zaznamenan postupny nartust GI kalusu. Odchylku od trendu vykazovala varianta s 0,5
mg/l kinetinu, ktera byla pod trovni kontrolni varianty (Pfiloha 2 obr. 11-14).

Growth index

KontrolaO BAPO0O,1 BAPO,5 BAP 1 Kin 0,1 Kin 0,5 Kin 1
Koncentrace (mg/1)

N o
o O o O

Procentualni pfirastek
e\ Y I Y, o)
o S & S

o

Graf 4: Vliv cytokinind na growth index kalusu.
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Graf 5 znazorfiuje procentudlni zastoupeni vody v kalusové kultufe. Se zvySujicim se
obsahem cytokinini zaroven klesal relativni obsah vody. Vzorky, které obsahovaly 0,1 mg/l
kinetinu, se jako jediné dostaly ptes hranici 93 % podilu vody. Naopak nejniz§i obsah vody byl
v kalusu u varianty, ktera obsahovala 1 mg/l BAP. Tato varianta také zaznamenala nejvySsi
prirastek GI a byla nasledn€ zvolena k dalsi kultivaci.
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Graf 5: Relativni obsah vody (RWC) v zavislosti na koncentraci cytokinini v mediu.

Na grafu 6 lze vidét obsah flavonoidua v in vitro kultufe pSenice po aplikaci cytokinind.
UBAP snaristajici koncentraci klesalo mnozstvi flavonoidl, zatimco ukinetinu byl
pozorovan spiSe vzestupny trend. Pfi srovnani s grafem 4 je tak vidét, ze s pribyvajicim
mnozstvim hmoty kalusu obsah flavonoidi klesal.

Obsah flavonoidu
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Graf 6: Obsah flavonoidu v zavislosti na koncentraci cytokinini v mediu.
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5.3 Vliv solného stresu

Graf 7 zobrazuje vliv chloridu sodného (NaCl) na procentualni piiristek hmoty
testovanych in vitro kultur po 21 dnech kultivace. Lze si povSimnout jasného trendu poklesu
GI s pribyvajicim mnozstvim soli v zivném mediu. U nejvice stresované varianty (200 mM) se
procentualni ptirastek dostal do zapornych hodnot (Pfiloha 2 obr. 15-18).

Growth index

60
50
o
% 40
=
'S, 30
2
= 20
5
g 10
~
’ 61
-10
0 50 100 200
Koncentrace NaCl (mM)

Graf 7: Vliv solného stresu na growth index kalusu.
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Na grafu 8 muzeme vidét relativni obsah vody ujednotlivych pokusnych variant,
vystavenych zvySujicimu se mnozstvi NaCl v zivném roztoku. S rostoucim obsahem NaCl
doslo k postupnému poklesu RWC kalusu. Rozdil mezi kontrolni a nejvice stresovanou (200
mM) variantou ¢ini 3,27 %.
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Graf 8: Relativni obsah vody (RWC) v zavislosti na koncentraci NaCl v mediu.

Graf 9 zobrazuje obsah flavonoidu v kalusu, kdy byl pozorovan mirny rast obsahu téchto
sekundarnich metaboliti s rostouci koncentraci chloridu sodného. Vyjimkou byla varianta,
ktera obsahovalal00 mM NaCl, kde doslo k mirnému poklesu oproti kontrole.
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Graf 9: Obsah flavonoida v zavislosti na koncentraci NaCl v mediu.
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6 Diskuze

Hlavni naplni experimentalni Casti prace bylo vyhodnoceni vlivu regulatort rustu a jejich
koncentrace na tvorbu a rust kalusovych kultur. Dale byl vyhodnocovan vliv chloridu sodného
na rust, obsah vody a obsah flavonoidu u pSenice seté odridy 'Bohemia’.

Prvnim krokem bylo odvozeni kalusové kultury jako takové. Z dostupné literatury bylo
zjisténo, Ze jednim z nejcastéji pouzivanych regulator ristu se pro indukci tvorby kalusu
pouziva 2,4-D na MS mediu (Rahman et al. 2008; Shah et al. 2003). Rahman et al. (2008)
pozorovali vliv koncentrace kyseliny 2,4-D (4; 5 a6 mg/l) na indukci kalusu u péti odrid
pSenice seté. Indukce kalusu probihala z embrya, u tfi odrid se ukazala varianta s 6 mg/l jako
nejlepsi, ov§em u dalSich dvou odriid méla nejhorsi vliv na indukci kalusu. U vSech odrad se
tvorba kalusu pohybovala do 10 %, zatimco v této praci mnozstvi vzniklych kalust dosahlo
27 % z vypreparovanych hypokotyld psSenice seté.

Borjian & Arak (2013) zkoumali vliv riznych fytohormont na iniciaci tvorby kalusu
z hypokotylu brukve tepky (Brasicca napus L.). Jedna z variant obsahovala 1,5 mg/l 2,4-D,
a tato koncentrace indukovala tvorbu kalusu u 48,5 % hypokotyld. Mozna variabilita tak maze
byt ovlivnéna jak rozdilnym genotypem, tak riznym typem explantatd, z kterych byl kalus
indukovan, pfipadné muze mit vliv i pouzité medium (Rashid et al. 2002).

Z hlediska dalsich latek, které mohou ovlivnit tvorbu kalusu se kromeé auxint pouZzivaji
i cytokininy. Tento vliv byl popsan v praci Baday et al. (2018), ktefi porovnavali ucinek
regulatorti ristu na indukeci a rast kalusu u dvou iranskych odrad psenice ('Alfares’ a "Tamoz-
2"). V pokusu byly zkoumany razné koncentrace 2.4-D (0-3,0 mg/l) v kombinaci s raznymi
koncentracemi kinetinu (0—1,2 mg/l). U obou odrud nejlépe dopadla varianta, ktera obsahovala
2,5 mg/l 2,4-D a 0,9 mg/l kinetinu. Nejhtuie dopadla varianta, ktera neobsahovala zadny
z uvedenych regulatora.

V této praci, pii pouziti kinetinu, dosahla nejvétsiho prirastku i pies vys$si smérodatnou
odchylku varianta s 1 mg/l tohoto cytokininu. Varianta, v niz se nachazelo 0,5 mg/l kinetinu,
mela oproti tomu prirastek mensi nez kontrola (Graf 4). To nebylo pozorovano u Baday et al.
(2018), kde varianty s 0,6 mg/l a 0,3 mg/l kinetinu mély ve srovnani s kontrolou pfirastek vyssi.

Manaf et al. (2016) pozorovali vliv riznych koncentraci NAA (01,25 mg/1) a cytokininu
BAP (0-1,25 mg/1) na rust kalusovych kultur ostropestice marianského (Silybum marianumL.).
S pribyvajicim mnozstvim BAP se zvysoval i pfirustek hmoty kalusu. Nejvyssi byl dosazen
u varianty, ktera obsahovala 1 mg/l BAP s 1,0 mg/l NAA, kde procentualni pfirastek hmoty
kalusu dosahl vice nez 95 %. U varianty s 1,25 mg/l BAP byl vSak narGst kalusu mensi
a pohyboval se pouze okolo 80 %. V tomto pokusu u pSenice seté mél cytokinin BAP podobny
ucinek na tvorbu kalusu (Graf 4), kde s pfibyvajicim mnozstvim BAP se zvySoval
i procentualni prirtistek a téméf 65 % zvyseni zaznamenala varianta s 1 mg/l zmifiovaného
cytokininu.

Po optimalizaci zivného media z hlediska rastovych regulatori byl testovan vliv
vzrustajici koncentrace soli na sledované parametry.

Nawara et al. (2017) sledovali vliv zasoleni na 6 odridach a na 15 hybridech, které byly
vytvoreny z nékolika odrad pSenice. Kalusy byly péstovany na MS mediu, které obsahovalo
2,5 mg/l 2,4-D. Jako pokusné varianty byly zvoleny koncentrace 4 a 12 g/l NaCl (= 68 a 205
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mM), které byly porovnavany s kontrolou bez soli. U hybridnich odrid s pfibyvajici
koncentraci klesal procentualni pfirastek. OvSem u dvou odrad byl prirtstek ve varianté s 12 g/l
vysS§i nez u varianty 4 g/l. Zaporny piirustek nebyl pozorovan. Vice nez polovina variant
s obsahem 4 g/l NaCl, zaznamenala vice nez 50% pfirustek.

V provedeném pokusu s kalusem odriidy ‘Bohemia” u koncentrace 50 mM (= 3 g/l)
nedosahoval prirastek ani 40 %. U nekterych nestresovanych variant byl ptiristek kontrolnich
variant u Nawary et al. (2017) vySs§i nez 100 %. Takovych hodnot se béhem pokusu
provadéném v této praci nepodafilo dosdhnout (Graf 1; 4 a 7), kontrola u solného stresu pak
nezaznamenala ani 50% pfirastek.

Mahmood et al. (2012) také zkoumali vliv osmotického stresu na rast kalusovych kultur
pSenice seté. Pro vystaveni kalusu osmotickému stresu pouzili polyethylenglykol (PEG).
Kalusy s ptibyvajicim mnozstvim této latky vykazovaly stejné chovani jako kalusy, které byly
vystaveny chloridu sodnému (NaCl). Se zvySujici se koncentraci PEG v zivném mediu, klesal
procentualni piiristek hmotnosti. V nejvy$sim stupni osmotického stresu (-1,2 MPa) byl ve
studii pozorovan zaporny GI. Pfi vyS$si arovni osmotického stresu muze rust bunék krome
nedostatku vody brzdit i toxicita iontd. Stejné chovani vykazovaly kalusy v pokusech, které
byly provadény a hodnoceny v ramci této bakalarské prace (Graf 7).

Benderradji et al. (2012) pozorovali ve své studii také podobné chovéni kalusu
vystavenému solnému stresu chloridu sodného piidaného do zivného media. Pokus byl
provadén na dvou odridach psenice seté, kde byl porovnavan vliv solného stresu mezi odridou
citivou na zasoleni ('Mahon-Demias’) a odridou tolerantni (‘Hidhab'). Vétsi prirtstek
zaznamenala odrida tolerantni, ovS§em ani u jedné varianty nebyl pozorovan zaporny piirustek.
Jak tito autofi popsali, pfi¢inou této variability miZze byt i fada dalSich faktort, jako je naptiklad
slozeni media, genotyp rostlin a jejich tolerance vici solnému stresu a pouZité explantaty, které
ovliviiuji procesy tykajici se schopnosti indukce kalusa.

Errabbi et al. (2007) zkoumali vliv chloridu sodného a manitolu na rast kalusu u tfi
kultivara cukrové titiny (Saccharum sp.). Koncentrace NaCl byla zvolena 50, 100 a 150 mM
s 2 mg/l kyseliny 2,4-D. S pfibyvajicim mnozstvim chloridu sodného v zivném mediu rostl
obsah susiny a zaroven klesal obsah vody v kalusu. Zvysujici se obsah NaCl m¢l také negativni
vliv na GI s pfibyvajicim mnozstvim klesal pfirastek. Toto ovlivnéni GI chloridem sodnym
mize byt zpusobeno predev§im akumulaci iontd Na* a Cl. Mimé zvyseni Na* a Cl
v kalusovych buiikach by mohlo zabranit ztratam vody. Pokud je vSak schopnost bunek rozdélit
ionty do vakuol prekrocena, ionty se hromadi v cytoplazmé a vedou k zavazné iontové toxicité.
Stejné chovani by tak mohlo vysvétlit zaznamenané vysledky i béhem tohoto pokusu u pSenice
seté (Graf 7).

Relativni obsah vody udava, jaké procentualni mnozstvi zaujima voda v kalusu. Objem
vody, ktery kalus osahuje, mize byt ovlivnén mnoha faktory, vCetné stresu zasolenim.
Mnozstvi soli, které se nachazi v zivném mediu, miZze ovlivnit i osmoticky potencial. Voda se
tak muze stat pro kalus nedostupna a v disledku nevyrovnanych tlaki mize dochazet ke
ztratam vody v dusledku osmotického gradientu. Voda putuje z oblasti niz§iho obsahu
rozpus§ténych latek do oblasti s vyssi koncentraci. Chlorid sodny v zivném roztoku muze pfi
vysokych koncentracich zptsobovat toxicitu. Ionty sodiku a chloru mize rostlina pfirozené
pfijimat, aby vyrovnala osmoticky tlak. OvSem vysoky obsah téchto latek v rostlinnych
bunkach je nezadouci a zpiisobuje toxicitu v buiikach. (Isayenkov & Maatuis 2019). Tento jev
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mohl nastat i u pozorovanych kalust, kdy s ptibyvajici koncentraci NaCl v zivném mediu bylo
zaznamenano i niz§si RWC v testovanych kulturach (Graf 8).

Kromeé rastovych parametrii byl u kalust odridy ‘Bohemia” sledovan celkovy obsah
flavonoidu. Xuan et al. (2023) pozorovali vliv fytohormont (kinetin, BAP, 2,4-D) na produkci
flavonoidu v laskavci (Amaranthus ssp.). S piibyvajicim mnozstvim BAP (0-9 mg/l) nebyl
pozorovan vliv na produkci flavonoidd, ktera se v pokusu pohybovala okolo hodnoty 2 mg/g
susiny. Oproti tomu v pokusu provedeném na pSenici byl zaznamenan postupny ubytek obsahu
flavonoidu se zvySujici se koncentraci BAP (Graf 6). Xuan et al. (2023) také sledovali vliv
kinetinu (0—4 mg/1), kdy s jeho zvySujicim se mnozstvi v zivném mediu pozvolna klesal obsah
flavonoidu. V pokusu u odridy ‘Bohemia” byl zaznamenan urcity narust obsahu téchto latek
u koncentrace s 0,5 mg/1 kinetinu.

Z hlediska 2,4-D se narast pohyboval pouze u varianty s 6 mg/l byl obsah vice nez
2 mg/g susiny (Graf 3). Xuan et al. (2023) rovnéz zaznamenali pozitivni vliv oproti kontrole.

Kiani et al. (2021) pozorovali mnozstvi flavonoidii v mnohostétu valcovitého (Aegilops
cylindrica L.), ktery je blizky pfibuzny pSenice seté. Solny stres byl vyvolan chloridem sodnym
o koncentraci 250 mM. V jejich studii uvadéji, ze obsah téchto polyfenolickych latek
v dasledku solného stresu stoupa a rostlina tak reaguje na vznikly stres a tvorbu volnych
radikalt v rostliné. Flavonoidy funguji jako absorbator volnych radikalG a zvySuji toleranci
vuci solnému stresu Tohidi et al. (2017).

Toto tvrzeni bylo v bakalarské praci jen cCastecné potvrzeno. V pokusu, kdy byl
pozorovan mozny solny stres a jeho vliv na produkci flavonoidi, byl nejvys$si obsah téchto latek
nejvice ve variant¢ NaCl 200 mM. Ovsem ve varianté, ktera obsahovala druhé nejvétsi
mnozstvi soli (100 mM), byl obsah flavonoidii v porovnani s kontrolou o néco nizsi (Graf 9).

Zhao et al. (2009) pozorovali vliv solného stresu (0-300 mM NacCl) na kalusové kultury
u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) a Thellungiella halophila (Pallas). Husenicek ve
variantach, které obsahovaly chlorid sodny, zaznamenal téméf shodny obsah flavonoidd,
kontrola obsahovala polovinu téchto latek. OvSem Thellungiella halophila obsahoval
v kontrole a pfi 50 a 200 mM témét shodné mnozstvi. U varianty se 100 mM byl zaznamenan
zvyS$eny obsah flavonoidi, varianta s 300 mM jich obsahovala nejméné.
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7 Zavér

V bakalaiské praci byla sledovana kalusova kultura pSenice seté odridy 'Bohemia’,
u které byl hodnocen vliv regulatord ristu a solného stresu na vybrané parametry jako index
rastu (growth index, GI), obsah vody (relative water content, RWC) a celkovy obsah flavonoida
(TFC).

Regulatory rustu

e Bylo potvrzeno, ze pouziti 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D) v koncentraci
4 mg/l v MS mediu mélo pozitivni vliv na tvorbu kalust u separovanych hypokotylu
vybrané odrudy.

e 2.4-D poté se zvySujici se koncentraci v mediu pozitivné ovlivnila GI (growth index)
ujednotlivych variant. Nejlepsi pfiristek zaznamenala varianta s 10 mg/l, ale
s prihlédnutim k smérodatnym odchylkam a dal§im parametraim (RWC) byla pro
nasledujici pokusy vybrana varianta s 8§ mg/1 tohoto auxinu.

e Zhlediska vlivu na tvorbu flavonoidd, zpusobila aplikace s 6 mg/l 2,4-D nejvyssi
narast obsahu téchto sekundarnich metaboliti. U ostatnich varianty byly naméreny
niz§i a podobné hodnoty.

e RWC se mezi variantami s riznymi koncentracemi 2,4-D prilis nelisil.

e Nasledné porovnani vlivu riznych koncentraci dvou cytokininli ukazalo, ze zejména
BAP méla pozitivni vliv na rist kultur se vzriistajicim mnozstvim v zivném mediu.

e U varianty BAP (1 mg/l) byl zaznamenan nejvyssi pokles flavonoidi, zatimco
v pripadé kinetinu (0,5 mg/l) byl primérny obsah nejvyssi, nicméné se prilis nelisil od
kinetinu 1 mg/l nebo BAP (0,1 mg/l).

e S pribyvajicim mnozstvim cytokininit RWC postupné klesal.

Zasoleni

e U solného stresu s piibyvajici koncentraci NaCl klesal procentualni pfirastek,
u nejvice stresované varianty se GI dostal do zapornych ¢isel, znacici nedostatek vody
pro rist nebo toxicitu iontu.

e Stejny jev byl pozorovan u relativniho obsahu vody, kdy s pfibyvajicim mnozstvim
NaCl v zivného mediu klesl RWC v kalusu pod 90 %.

e U TFC se ukazalo, ze s pfibyvajicim mnozstvim chloridu sodného stoupal i obsah
téchto sekundarnich metabolitd. Vyjimkou byla varianta 100 mM NaCl, kde mnozZstvi
flavonoida bylo o néco nizsi ve srovnani s kontrolou.

V pozorovanych méfenich se ukazalo, ze nastaveni podminek pro péstovani kalusu je

dulezitym faktorem a mohly byt vyzkousSeny i dalsi zastupci rastovych regulatora. Tato kultura
pak miize byt vyuzita i pro testovani dalSich typu strest.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

2,4-D — 2 ,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
BAP — 6-benzylaminopurin

DW — hmotnost susiny

FWO0 — hmotnost kalusu v 0. den

FW1 — hmotnost kalusu v 21. dnu

GI — growth index

IAA — kyselina indol-3-octova

Kin — kinetin

MS medium — Murashige and Skoog medium (1962)
NAA —kyselina naftyloctova

RWC - relativni obsah vody

TFC — celkovy obsah flavonoida
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11 Samostatné prilohy

Priloha 1 — Slozeni MS media

Makroelementy mg/1
Dusi¢nan draselny — KNO3 1900
Dusi¢nan amonny — NH4NO3 1 650
Chlorid vapenaty — CaCl> . 2 H,O 440
Siran hote¢naty — MgSO4 . 7 H20O 370
Dihydrogenfosfore¢nan draselny — KH2PO4 170

Mikroelementy
Disodna sil EDTA — Na2EDTA 37,24
Siran zeleznaty — FeSOs4 . 7 H20 27,84
Siran manganaty — MnSO4 . H2O 16,9
Kyselina boritd — H3BO3 6,2
Siran zine€naty — ZnSO4 . 7 H20 8,6
Molybdenan sodny - Na,MoOs . 2 HO 0,25
Siran mé&d’naty — CuSO 4. 5 H20 0,025
Chlorid kobalnaty — CoCl,. 6 H,O 0,025
Jodid draselny — KI 0,83

Vitaminy
Kyselina nikotinova 0,5
Thiamin 0,1
Pyridoxin 0,5
Ostatni slozky

Sacharoza 30 000
Hydrolyzat kaseinu 1 000
Myo-inositol 100
Glycin 2
(Agar — pro ztuzeni media) 8000

(Murashige & Skoog 1962)
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Priloha 2 — Fotodokumentace pokusu
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Obr. 12: 8mg/l kyseliny 2,4-D a 1 mg/l BAP (0.-21. den)
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Obr. 13: 8mg/1 kyseliny 2,4-D a 0 mg/l Kinetinu (21. den)
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Obr. 16: 50 mM NaCl (21. den)
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Obr. 18: 200 mM NaCl (21. den)
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