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Abstrakt

Rosnatka kapska (Drosera capensis L.) je velmi oblibena masozrava rostlina, ktera je ¢asto
péstovana jako okrasna rostlina. Generativné se rozmnozuje (Semeny) a vegetativnim
zpusobem se mnozi pomoci listovych a kofenovych fizk ¢i délenim trsi a v in vitro
kulturach.

Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo sledovat vliv cytokinina (Kinetinu a zeatinu)
na regeneraci a rast rosnatky kapské kultivované na 1/2 MS a 1/4 MS Zivném médiu
(Murashige a Skoog, 1962) v in vitro podminkéach.

Jako vychozi material se pouzily listové explantaty a byly kultivovany v celkem
14 variantach kultivaéniho média. Zivna média 1/2 MS a 1/4 MS byla doplnéna o kinetin
a zeatin ve 3 koncentracich: 0,5 uM; 2,5 uM a 5,0 uM. Jako kontrolni média se zvolila
1/2 MS a 1/4 MS bez obsahu ristovych regulatord. Listové explantaty byly kultivovany
po dobu 6 mésici (doba subkultivace) v kultiva¢nim boxu o svitivosti 3000 Ix, s denni
fotoperiodou 16/8 h den/noc, pfi teploté 25°C / 20°C den/noc.

Z hlediska koeficientu mikropropagace nejvyssi pocet nové vytvotfenych listi
na jeden pivodni explantat se vytvofil na 1/2 MS kontrolnim médiu bez rustovych
regulatort a to 19,3 + 4,3, dale na 1/2 MS s obsahem 0,5 uM kinetinu, a to 17,5 + 3,7.
Ve variantaich s obsahem zeatinu byl nejvy$si koeficient mikropropagace dosaZzen
rovnéz na 1/2 MS s obsahem 0,5 uM zeatinu, a to 15,5 £ 5,3. Explantaty o optimalni
velikosti 0,5 cm lépe regenerovaly nez explantaty o mensi velikosti. Pramérné nejvice
biomasy vytvotily explantaty kultivované na 1/4 MS sptidavkem 2,5 pM
ato 1,0291 + 1,41g.

Lze konstatovat, ze bylo dosazeno lepSich vysledkli V kultivacnich médiich
s ptidavkem kinetinu neZ zeatinu, a Ze vysoka koncentrace cytokinint inhibuje rist kofent
a zpomaluje rust u explantatl, a podporuje tvorbu kalusu. Dosazené vysledky v této studii

se shoduji s vysledky studii jinych autorti.

Kli¢ova slova: mikropropagace, in vitro, okrasné rostliny, Droseraceae, Drosera capensis,

rastové regulatory, kinetin, zeatin



Abstract

Cape Sundew (Drosera capensis L.) is a very popular carnivorous plant and it is mostly
often known as a favourite ornamental plant. Generative reproduction using seeds
and vegetative propagation using leaf or root cuttings or done by division of clumps
and also by in vitro cultures.

The main aim of this thesis was to investigate the effect of cytokinins (Kinetin
and zeatin) on regeneration and growth on D. capensis cultivated on 1/2 MS and 1/4 MS
(Murashige and Skoog, 1962) in in vitro conditions.

As primary plant materials were use leaf explants D. capensis cultivated in a total
of 14 variants of the cultivation medium. Cultivation medium 1/2 MS and 1/4 MS were
supplemented with kinetin and zeatin in 3 concentrations: 0.5 uM; 2.5 uM and 5.0 uM.
As a control medium were chose 1/2 MS and 1/4 MS without growth regulators.
Leaf explants were cultivated for 6 months (time of subcultivation) in a cultivation box
of light intensity 3000 Ix, with daily photoperiod of 16/8 h day/night and temperature
is 25 °C/20 °C day/night.

In terms of the coefficient of micropropagation, highest number of new leaves
per explant was formed on 1/2 MS control mediums in the range 19.3 + 4.3, followed
by 1/2 MS containing kinetin with a concentration 0.5 uM in the range 17.5 + 3.7.
In variants, which contained zeatin was highest coefficient of micropropagation was
achieved on 1/2 MS containing zeatin with a concentration 0.5 uM in the range 5.5 + 5.3.
The explants of optimal size 0.5 cm regenerate better than explants of smaller size.
The highest average weight of the biomass formed explants cultivated on 1/4 MS
containing zeatin with a concentration of 2.5 uM in the range 1.0291 + 1.41 g.

It can be concluded that better results were obtained on culture mediums supplemented
with kinetin than with zeatin. Also higher concentration of cytokines inhibits growth
of roots and also growth of explants, but initiated formation of callus. The results that were

achieved in this study are consistent with results of other authors.

Key words: micropropagation, in vitro, ornamental plants, Droseraceae, Drosera capensis,

growth regulator, kinetin, zeatin
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Seznam zkratek:

2,4-D (2,4 dichlorfenoxyoctva kyselina)
2,4-5-T (2,4-5-trichlorofenoxyoctova kyselina)
B5 (Gamborg et al., 1968), kultiva¢ni médium
BAP (benzylaminopurin)

BA (benzyladenin)

CA (aktivni uhli)

CPA (chlorfenoxyoctova kyselina).

GA; (giberelinova kyselina)

IAA (indolyloctova kyselin)

IBA (indolylmaselnd kyselina)

KIN (kinetin)

LS (Linsmaier a Skoog, 1965), kultivaéni médium
MS (Murashige a Skoog, 1962)

NAA (naftyloctova kyselina)

RM (Reinert a Mohr, 1967), kultivaéni médium
TDZ (thidiazuron)

ZEA (zeatin)



1. Uvod

Do c¢eledi masozravych rostlin Droseraceae patii tfi rody Aldrovanda (aldrovandka),
Dionaea (mucholapka) a Drosera (rosnatka). Rod Drosera, je jednim z nejobsahlejsich
rod masozravych rostlin, nalezi do néj okolo 194 druht rostlin (Biteau, 2011). Rosnatky
jsou globalng rozptyleny po celém svété (v CR velmi vzacné jen 3 druhy), ale prevazné
rostou v subtropech jizni polokoule. Hlavnimi centry jejich diverzity je Australic a jizni
Afrika (Sysova, 2012).

Rostlinni zastupci tohoto rodu jsou cenény piedevsim pro svoji ornamentalni hodnotu
a lécivé vlastnosti. Rosnatky jsou okrasné prizemni ruzici stale zelenych listl
konvergovanych do lapacich pasti stentakulemi zakonc¢enych hlavickami s lepkavym
slizem. Ve tkanich rostlin jsou obsazeny ucinné Ié¢ivé latky, sekundarni metabolity
1,4-naftochinony, zejména plumbagin a ramentaceon. Tyto latky maji vyznamné
antimikrobialni, antituberkul6zni a fungicidni G¢inky (Ziaratnia et al., 2009)

Jeden z druhu rodu Drosera je rosnatka kapska (Drosera capensis, Linné 1756), ktera
je endemitem puvodem z jizni Afriky a vyskytuje se v oblasti jihozapadniho Kapska. Diky
drobnému vzristu (7 az 15 cm), znaéné rozmanitosti kultivarti, pomérné snadnému
pestovani a mnozeni se stala jednou z nejcastéji pestovanych okrasnych masozravych
rostlin (Sysova, 2012).

Rosnatka kapskd se rozmnozuje generativné (Semeny) a vegetativné (listovymi
a kofenovymi fizky ¢i délenim trsit). Tento druh rosnatky se také rozmnoZzuje pomoci
kultivace rostlinnych explantatd v in vitro podminkach (mikropropagace) ndm umoziuji
mnozit rostliny nezavisle na klimatickych podminkach béhem celého roku. Tato technika
nam umoznuje regulovat podminky kultivace (napf. sloZeni kultivaéniho média aj.)
(Pavlova, 1992; Kovac, 1995).

PiedloZena bakalatska prace ma za cil sledovat vliv dvou cytokinind,* Kinetinu
a zeatinu“, na regeneraci a tvorbu nadzemnich ¢asti u rosnatky kapské (Drosera capensis,

L.) v in vitro podminkach.



2. Literarni reSerze

2.1. Historie rodu Drosera

Rosnatky byly casto popisované rostliny jiz ve starovéku a stiedovéku. Byly znamé
a pouzivané jako IléCivé byliny proti nachlazeni, nikoliv jako masozravé rostliny.
Pravdépodobné prvni podrobnéjsi popis rosnatky je z roku 1554 a to v dile holandského
botanika a lékafe Remberta Dodoense. Dalsi zdznam je z roku 1578 v herbaii anglického
botanika Henry Lyte. Roku 1596 je uvedena zminka v druhém ceském vydani Matthiolova
Herbate o Drosera anglica.

O zafazeni do botanické systematiky a pojmenovani rodu se zaslouzil Carl Linné v roce
1756. Rod pojmenoval Drosera, ¢esky rosnatka, coz pievzal z feckého slova droseros,
coz znamena oroseny, podle kapicek lepivého slizu na listech, které mu ptipominaly rosu.
Némecky botanik W. A. Roth jako prvni pozoroval pohyby tentakuli na listech rosnatek.
Vroce 1875 Charles Darwin vydal knihu Insectivorous plants, kde na zakladé¢
jeho vyzkumu s Drosera rotundifolia potvrdil masozravé schopnosti rosnatek (Zoun,
2006).

2.2. Taxonomie rodu Drosera

Do ¢eledi masozravych rostlin Droseraceae nalezi tfi rody Aldrovanda (aldrovandka),
Dionaea (mucholapka) a Drosera (rosnatka). Rod Drosera je jeden z nejvétsich rodu
masozravych rostlin, doposud bylo popsano 194 druhu (Biteau, 2011), z nichz je mnoho
druhti a poddruhti nové popsanych, tudiz dostaly jen docasna jména, dosud nepublikovana
Vv botanické nomenklatufe (Studni¢ka, 2007; Sysova, 2012). Zastupci rodu Drosera jsou
dle systematické botaniky dale ¢lenéni na zakladé piibuznosti, fylogenetickych
a morfologickych souvislosti na tfi podrody, které se dale rozdéluji na dvanact sekci.
Uzitecné a prehledné je rozdéleni rodu Drosera do péti ekologickych skupin na zakladé
zivotnich forem, naroki na zivotni prostiedi a péstovani (Studnicka, 1984). Vlivem novych
poznatki z cytologie a cytochemie nejsou systematicti botanici jednotni V nazorech

na taxonomii rodu.



2.3. Vyuziti rodu Drosera

Rod Drosera ma velky potencial pro farmaceutické vyuziti. Listy a kofeny rosnatek
obsahuji bioaktivni slou¢eniny, jako jsou flavonoidy (kemferol, fisetin, muyricetin,
kvercetin a rhamnetin), chinony (plumbagin, hydroplumbagin, ramentaceon, rossolisid),
karotenoidy, pryskyfice, taniny a rostlinné kyseliny (kyselina maselna, kyselina citronova,
kyselina mravenc¢i, kyselina gallova, kyselina jable¢na, kyselina propionova a kyselina
askorbova). Rosnatky jsou 1éCivé byliny, bézné pouzivané Vv tradi¢ni mediciné K 1é¢bé
astmatu, kasle, infekce plic a Zalude¢nich vieda (Biteau et al., 2011).

Rosnatky maji schopnost vylucovat bilkoviny na wvnéjSich castech jejich list.
Této vlastnosti miize byt vyuzito pro novy heterologni expresni systém, ktery je schopny
produkovat rekombinované proteiny. Rekombinované proteiny u transgennich rostlin
mohou byt tak sbirany pfimo z povrchu rostlinné tkané, z jejich sekretu na povrchu listd.
Izolace kvalitni DNA je zdkladnim piedpokladem pro molekuldrné biologické studie volné
zijicich nebo geneticky upravenych rostlin z rodu Drosera (Biteau et al., 2011).

Drosera capensis je nejbéznéji péstovana a prodavana rosnatka zejména pro svoji
velikost, pro relativné jednoduché, na podminky nenaro¢né péstovani, snadné vegetativni
mnozeni pomoci fizki z listii a kofentd a pro produkci velkého mnozstvi semen.

Drosera regia vyluCuje nejvétsi mnozstvi lepkavého slizu diky svym velkym
a linearnim listim, které jsou dlouhé az 70 cm (Biteau et al., 2011).

Vsechny druhy rodu Drosera obsahuji dva typy chinond - plumbagin (2-metyl-5-
hydroxy-1,4-naftochinon) nebo ramentaceon [7-methyljuglon (5-hydroxy-7-metyl-1,4-
naftochinon)], rostlinné tkané je osahuji oba soucasné nebo samostatné. Plumbagin
vykazuje celou fadu biologicky aktivnich vlastnosti. Ma antimikrobialni, protikiecové
a protirakovinné ucinky. Z nemoci je U¢inny proti tuberkul6ze, cernému kasli, astmatu,
lepfe, malarii, pomaha pfti bronchialni infekci a hyperglykémii. Zvysuje in vitro fagocytozu
lidskych granulocytt, je inhibitor chitinsyntetdzy a imunomodulator. Plumbagin mutize najit
vyuziti v kosmetickém, potravinatském a farmaceutickém primyslu nebo se také uplatni
jako afrodiziakum (Prasad a Jayaram, 2005).

Drosera indica, D. burmanii a D. peltata jsou pouzivany v tradi¢ni ayurvédské
mediciné (Prasad a Jayaram, 2005). D. indica a D. burmanii nachazeji také uplatnéni
Vv tradi¢ni thajské medicin€é. Tyto rosnatky se uzivaji jako bylinny prostfedek na 1écbu
malarie, koznich onemocnéni a uplavice (Putalun et al., 2010).

VSechny druhy rosnatek, jsou jako masozravé rostliny, soucasti ¢etnych botanickych

sbirek profesionalnich a zajmovych péstitelu.
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2.4. Rozsifeni rodu Drosera

Rosnatky maji Siroky areal svého rozsiteni. Najdeme je jak na Starém a Novém
kontinenté, tak v Australii i Africe. Pfevazné mnozstvi druhti se vyskytuje na jizni
polokouli. Pravdépodobné¢ se jiz vyskytovaly na pravékém jiznim superkontinentu
Gondwané a po rozdéleni kontinentd vznikaly recentni druhy rosnatek. Na severni
polokouli se vyskytuje mensi mnozstvi druht. Uplnou vyjimku tvoii Antarktida,
kde se nenaléza zadny zijici druh (Studni¢ka, 2006). VétSina druhii rosnatek jsou
endemitické masozravé rostliny malych tzemi. JelikoZ se vyskytuji v riznych biotopech
nebo v geograficky izolovanych lokalitach a v oblastech s riznymi zivotnimi podminkami,
vytvoftily se rizné druhy, které se adaptovaly na dané podminky, proto se jednotlivé druhy
rosnatek od sebe 1i§i morfologickym uspofaddnim a zpiisobem Zzivota (Studnicka, 1984).
Nejvice druhti je zastoupeno V subtropické Australii, kterou 1ze povazovat za prvni hlavni
centrum rozSifeni rosnatek. Vyskytuje se zde okolo 70 druht (Sysova, 2012). Rostou
zde na dlouhodobé¢ vyprahlych pisé¢itych padach a to jak v severni ¢asti Australie s letnimi
desti, tak v jizni ¢asti se zimnimi desti (Studnicka, 2006). Druhé velké centrum rozsifeni
rosnatek je vjizni Africe, vyskytuje se zde okolo 30 druhd. Rostou tu svébytné
endemitické druhy v tropickych savanach v okoli Mysu Dobré Nadéje a Stolové Hory.
V tropické Jizni Americe se rosnatky vyskytuji v horskych polohach. Obecné se vyskytuji
ve vlhkych a stile teplych oblastech. Na severni polokouli rostou v raselinistich
a mokiindch mirného pasma, pramenistich, horskych vrcholech a vyskytuji se 1 v tundrach

za polarnim kruhem (Zoun, 2006).

2.5. O rosnatce kapské (Drosera capensis L.)

Rosnatka kapska (Drosera capensis L.) je bézné péstovana, péstiteli velmi oblibena
masozrava rostlina (viz. Obraz ¢. 1 A a B), ktera nalezi do ¢eledi Droseraceae. Jak uz jeji
druhové jméno napovida, pochazi zjizni Afriky, zjihozapadniho Kapska, z okoli
Kapského mésta (Zoun, 2006). Drosera capensis je Casto péstovana jako okrasna rostlina,
velké oblibenosti dosahla u péstiteld kvuli své ruzici stalezelenych listim s lepicimi
pastmi, znané rozmanitosti forem a nevelkymi naroky na péstovani. V Ceské Republice
je bézn¢ k dostani v zahradnickém sortimentu (Sysova, 2012).

Vytvaii vegetatni formaci zvanou fynbos, ktera je kvétnatda a ma kefové patro ze
sklerofylnich keft jako napiiklad: Erica spec. Div., Leucadendron salignum a jiné

(Studnicka et. Al., 2010). Tato rosnatka roste na pudach s vysokou ptudni vlhkosti. Typické
-5-



typy pud, na kterych se tato rosnatka vyskytuje, jsou: kyselé, chudé a piscité, bazinaté,
raselinné a slatinné (Pasek, 2006). Populace D. capensis se vyskytuji mezi travnimi
porosty, na vlhkych skalach pokrytych mechem, na zarostlych naplavach a biezich vodnich
toki (Lecoufle, 1993). Na téchto zamokienych mistech je kiovité patro rozvolnéné
a ustupuje slatinnému rostlinstvu, kterému dominuji traviny z Celedi Restionaceae
(Studnicka et. Al., 2010). Rosnatka osidluje také vlh¢i expozice hor, kde vyuziva vladhy
z ¢etnych mlh. Druh dobfe snasi plné osviceni sluncem. Vyhovuje mu subhumidni
az humidni i mirné klima. D. capensis snese rozmezi teplot teploty od 2°C do 40°C
(Lecoufle, 1993). V zimé¢, kdy je nedostatek svétla, tato rosnatka snese pokles teploty az k
0°C , pfi teploté -5°C odumira nadzemni cast rostliny, na jafe vétSinou obrazi z kotenli
(Zoun, 2006). Obdobi sucha ¢i pozara je rostlina schopna pfezit pomoci spicich pupent
nebo zasobnich kofend (Sysova, 2012). D. capensis se dobfe dafi i ve wvnitinich
podminkach, lze snadno ji péstovat ve skleniku, terariu, zimnich zahradach
nebo v kvétinaci za oknem (Zoun, 2006). V nasich stiedoevropskych podminkach aktivné
roste béhem dlouhého dne, v obdobi od jara do podzimu. Expozice ji vyhovuje jizni,

jihovychodni, zédpadni a jihozapadni (Pasek, 2006).

2.6. Botanicky a morfologicky popis Drosera capensis

Drosera capensis je vytrvala bylina (Bruzzese et al., 2010) a pln¢ vzrostla rostlina méfi
7-15 cm (Lecoufle, 1993). Nejcastéji se péstuji tyto tii kultivary: ,,Albino* (bilé¢ kvéty,
bez Cerveného barviva v listech — bilé tentakule), ,,Narrow Leaf™ (zkracena lodyha, tizké
listy), ,,Giant* (jalové kvéty, Cepel zhruba 10 cm na 10 cm dlouhém ftapiku), ,,All Red*
(rudé nabéhlé listy, Cervené kvéty). Prirodni typ ma Siroké listy, Cervené az hnédé tentakule
a prodlouzenou lodyhu (Studnicka, 2006). D. capensis patii do ekologické skupiny
tzv. nezatahujicich svétlomilnych rosnatek, coz znamena, ze nadzemni organy rostliny
se nikdy béhem roku nezatahuji pod povrch zemé a rostlina neni nucena vytvofit
pfezimujici orgdny. Podnebi proto musi byt mirné a teplotné¢ vyrovnané béhem celého
roku, aby umoznilo pfeziti nadzemnich organt. Typické klima je pro né tropické
a subtropické. V chladnéjsim obdobi se rast rostliny pozastavi. Rosnatky z této ekologické
skupiny maji rady dostatek svétla, mirn¢ zastinéné podminky, ale nesnasi uplny zastin
jinych rostlin. Vyskytuji se na vlhkych stanovistich se stale vysokou ptidni vlhkosti, Gplné
vyschnuti substratu ma pro né fatalni nasledky, dal§i generace se poté vyviji ze semen.
Tato skupina zahrnuje bézné péstované rosnatky: D. aliciae, D. spathulata, D. capillaris,

D. indica, D. bervifolia, D. pustla, D. regia, D. arcturi, D. stenopetala (Studni¢ka, 1984).
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D. capensis rovnéz nalezi do skupiny tzv. africkych kaulescentnich rosnatek z horskych
oblasti jizni Afriky, které maji vyrazny stonek a listy na ném vyristaji ve spirale jeden

za druhym (Svarc, 2003).

2.6.1. Koreny

Kofenovy systém maji vétSinou slabé vyvinuty, primarni kofeny brzy odumiraji
a jsou nahrazeny adventivnimi ochlupenymi kofeny (Sysova, 2012). U starSich rostlin
z kminku vyrustaji silné¢ vlaknité az dratovité, malo vétvené kofeny (viz. Obraz ¢. 4), které
kminek zpeviiuji a rostlinu kotvi v zemi (Zoun, 2006). Kofeny Ize pouzit k vegetativnimu
mnozeni, pouzivaji se kotfenové fizky velké 1,5 — 2 cm, novy identi¢ti jedinci vyrustaji

z adventivnich pupent na kofenech (Cheers, 1992).

2.6.2. Stonek

Rosnatky tvofi nékolika centimetrovy kminek, ze kterého vyriistd spirdlovité razice listi
(Studnicka, 1984). Lodyha je pfima az vystoupava (Zoun, 2006). Star$i rostliny vytvari
delsi lodyhu (Lecoufle, 1993). Nékdy se u starSich rostlin vytvofi del$i tmavy kminek,
na vrcholu olistnény, coZz muze evokovat dojem ,,miniaturni palmy* (viz. Obraz ¢. 2 a 3)
(Cheers, 1992).

2.6.3. Listy

Drosera capensis pouziva své lepkavé listy jako adhezni past (Studnicka, 2006).
Kombinuje pasivni zplsob lovu - 1aka kofist tfpytem, Cervenavou barvou, pachem listl
a aktivni zptsob lovu - obaluje a posouva piilepenou kofist listem (viz. Obraz ¢. 1 C a D).
Pohyb listi trva nékolik desitek minut aZ nékolik hodin. Rostlina se tak snaZi obalit kofist
co nejvetsi plochou listu, aby ji co nejucinngji rozlozila a stravila (Zoun, 2006). Pohyb listu
je pomaly, ale docela viditelny, piesnéji trva mezi 6 — 14 hodinami (Lecoufle, 1993).
Na rychlost pohybu ma vliv stafi, opotfebeni a vitalita listu. DalSim faktorem ovliviiujici
pohyb listu je teplota a slune¢ni svétlo — kdyz je chladno, pohyb je pomalejsi, se stoupajici
teplotou a oslunénim se rychlost pohybu zvysuje (Studnicka, 2006). Listy vyristaji na bazy
lodyhy. Jsou uzke, ploché, maji protazeny tvar listové Cepele a jejich konce jsou zaoblené
(Cheers, 1992). Rapik listu miize byt dlouhy az 4 cm, list az 10 cm dlouhy a 4-6 mm $iroky
(Lecoufle, 1993). Na konci listi jsou pohyblivé stopkaté Zzlazy, které se ohybaji,
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kdyz jsou podrazdéné kofisti. Tyto Zlazy Se nazyvaji tentakule, jsou to emergence,
pohyblivé Zlaznaté stopkaté vyristky, které vznikaji z bunék pokozky a z podpokozkovych
bun¢k (Studnicka, 2006). Tentakule mohou byt vlivem barviva droserinu zbarveny
do Cervena (Studni¢ka et. Al., 2010). Hlavi¢ky tentakuli produkuji lepkavy, vysoce
smacivy sliz na pfilakani a polapeni kofisti (viz. Obraz ¢. 1 D). Sliz obsahuje malé
mnozstvi travicich enzymul rostlinného ptvodu. V tekutiné jsou obsazeny proteazy -
endopeptidazy, esterazy - karboxylesterhydrolazy, fosfatdzy — fosfomonoesterazy
a peroxidazy (Studnicka, 2006). Sliz obsahuje mukopolysacharidy, které jsou také soucasti
vymésku travici soustavy U zivocichu (Studnicka, 1984). Tentakule se u Drosera spp.
se rozlisuji podle morfologie na kratké - diskalni tentakule na plose cepele, dlouhé
tentakule -marginalni na okraji Cepele a interzonalni, které vyristaji hned za marginalnimi
a nékdy je ptekonaji svoji délkou. Tyto tii druhy tentakuli se hlavné lisi svoji funkci. Kdyz
se kofist prilepi na tentakule, jsou mechanicky podrazdény a vyvolany elektricky vzruch
se §ifi k okolnim zlazam. Marginalni tentakule, podrazdéné bud’ piimo ¢i zprostiedkované,
se sklanéji vzdy ve stejném sméru k stiedové ose listu, bez ohledu na druh a smér drazdéni.
Slouzi pfedevsim k zafixovani kofisti a jejimu posunuti do nejvyhodnéjsi polohy tak, aby ji
zlazy mohly obalit co nejvétsi plochou. Pohyb, ktery vykonavaji marginalni tentakule se
nazyva nastie. Interzonalni tentakule slouzi k rozpoznani, zda je kofist stravitelna, sklanéji
se ke kofisti a zvySuji vyluCovani travici tekutiny, ¢im vice jsou mechanicky drazdény
pohybem kofisti. Spolu s marginalnimi tentakulemi jsou jako prvni ptimo vystaveny
mechanickému drazdéni. Polapené kofisti sekret, vylu¢ovany rostlinou, zalepi vzduchové
otvory a vdusledku toho se udusi. Travici enzymy protedzy zacnou rozkladat
nizkomolekularni bilkoviny skeletu kofisti na aminokyseliny a kratké peptidy, které jsou
rozpustné ve vodé. Tyto travici produkty zpiisobi chemické podrazdéni dalSich Zzlaz
(tentakuli). Na toto chemické podrazdéni reaguji 1 diskalni tentakule a pfiklangji
se ke kofisti, ve sméru odkud se S§ifi vzruch, vVtomto momenté je v listu meéfitelné
elektrické napéti. Tento druh pohybu, ktery vykonavaji diskalni tentakule se nazyva
tropismus. U D. capensis dochazi rovnéz K ristovému pohybu cepele. Cely list postupné
béhem nekolika hodin ovine kofist. Po straveni kofisti se list se narovnd do plvodni
polohy, opét rustovym pohybem, vlivem fytohormonu auxinu. Na listu zistavaji

nestravitelné chitinové ¢asti kofisti (Studnicka, 2006).



2.6.4. Kvéty a semena

Drosera capensis je velice ozdobna svym kvétem. Tvoii asi 30 cm vysoké kvétenstvi
typu vijan s 20 az 30 nartuzovélymi, kleistogamickymi kvéty (viz. Obraz ¢. 1 E), velkymi
asi 15 mm az 1,5 cm, které postupné rozkvétaji od baze kvétenstvi (Zoun, 2006; Studnicka,
1984). Rostliny vykvétaji na jafe (Cheers, 1992). Po odkvétu lodyha zustava vzpiimena

a na jejim konci se tvofi tobolky, které obsahuji semena (Lecoufle, 1993).

2.7. RozmnoZovani a péstovani

MnozZeni se provadi vysevem semen nebo listovymi a kofenovymi tizky ¢i délenim trsu.

2.7.1. Generativni rozmnoZovani a péstovani

Pohlavni rozmnoZzovani probiha na jafe, D. capensis je samospras$na, kdy ze semen
(viz. Obraz ¢. 1 F), ktera vypadnou na zem a vykli¢i malé rostlinky (Lecoufle, 1993).
Velmi mald semena nemaji dostatek stavebnich latek, aby vytvofily plnohodnotné lapaci
organy, proto nejdiiv vznikne anatomicky jednoduchy (dva listky, lodyzka, kotfenové
vlaseni) fotosynteticky aktivni prokaulom. Ten asimilaci vytvoii dostatek stavebnich latek.
Po ¢ase na vrcholu prokaulomu vznikne mladé rosnatka, ktera se tvaroveé 1isi od dospélych
rostlin. Pozd¢ji mladé rostling vyroste koten, ktery ji ukotvi v pidé a prokaulom zanikne
(Studnicka, 1984).

Semena téz mizeme ususit a uchovat je pres zimu venku ¢i v chladniéce pfii teploté
5 az 7 °C. (Studnicka, 1984). Na jafe se vyseji do nadob na povrch (nezasypavaji se)
raSelinového substratu smichaného s piskem v poméru 2:1, ktery je nutno udrZovat stale
vlhky, pH substratu by mélo byt 5 — 5,5 a teplota 15-30°C. K udrzeni vlhkosti setového
luzka muze pomoci zakryti nadoby deskou ze skla ¢i plastu (Studnicka, 1984). Rosnatkam
prospiva kolisava vzdusna vlhkost (50-90%) a dobré vétrani (Pasek, 2006). Umoziuje-li
to pocasi, postavi se nadoba na Cerstvy vzduch (dobie vétrané misto) a piimé slunecni
svétlo. Semena rosnatek kli¢i vétsinou za 3 az 6 tydnu od vysevu (Studnicka, 1984). Misto
raSeliny lze pouzit rozmélnény, prosety a horkou parou sterilizovany raselinik
nebo mechovou raSelinu smichanou s riznym kiemic¢itym piskem v poméru 2-3:1 ¢i rizné
kombinace raseliny, perlitu, vermikulitu, dievéného uhli, kokosové drti nebo molitanu.
Dno nadoby se vysype drendzi z hrubSiho S$térku vysokou 2-3 cm (Pasek, 2006).

KdyZz semena vykli¢i v mladé semenacky (prokaulom jiz zanikl), pfendaji se na Cerstvy
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raselinny substrat a vyjednoti se. Pfepichavaji se jednotlivé nebo po skupinkach. Jednoceni
se provadi pomoci navlhéené ty¢inky, coz nam usnadni manipulaci s rostlinou (Lecoufle,
1993). Dostate¢n¢ zalévame vodou zespoda tzv. podmokem nejlépe mékkou vodou.
Substrat by nemél nikdy tplné vyschnout a na zimu by se méla zalivka omezit. Doporucuje
se pouzit preventivni postiik fungicidem. V nevhodnych podminkach, teplotach,
pfi nedostatku svétla, vysoké vlhkosti vzduchu a substratu jsou rostliny néachylné
na houbové choroby (Pasek, 2006). Plného vzrustu dosadhne rostlina po tfech letech
(Lecoufle, 1993). Do tiech let véku se rostliny kazdoro¢né ptesazuji, nejlépe na jaie (Zoun,
2006). Rostlinu lze zmladit odstranénim starych listi tak, ze je odtrhneme od kminku
a rostliny, které maji kminek, se zasadi hloub¢ji do substratu (Pasek, 2006).

Savi a zravi Skadci, (nejcastéji msice) jsou pfi¢inou uhynu rosnatek. Mladé rostliny
a semenac¢ky vyziraji larvy smutnic, které Ziji v substratu. Uéinnou ochranou proti témto
Skidcim jsou postiiky, ale rosnatky jsou na pesticidy citlivé, proto je dobré roztok nejprve
odzkouset. Béhem zimy kdy je nedostatek svétla, poptipadé kdyz je nevhodna teplota
(nizkd) kombinovana s vysokou vzdusnou vlhkosti nebo u stresovanych, nevhodné
péstovanych (V uzavienych prostorach) rosnatek jsou ¢astym problémem houbové choroby
a hniloby kofeni a stonkd. Stav napadenych rostlin lze zlep$it okamzitou zménou

podminek a pouzit preventivni postiik systémovymi fungicidy (Pasek, 2006).

2.7.2. Vegetativni rozmnoZovani a péstovani

Vegetativni mnozeni je Casto pouzivany zpuisob mnozeni, kdy z ¢asti kteréhokoliv
rostlinného vegetativniho orgénu regeneraci bunck vznikne nova mlada rostlina, identicka
s matefskou rostlinou. NejCastéji se uziva fizki z listh nebo kofend. Rosnatky tvoii
na starych listech a kofenech samovoln€ nové odnoze (Péasek, 2006).

Jelikoz ma D. capensis silné, dratovité kofeny, l1ze k mnozeni pouzit 2 - 4 cm velké
kofenové Fizky (viz. Obraz & 1 B). Rizky se polozi na vlhkou raselinu, kde zalozi
adventivni pupeny a vytvoii mladé rostliny (Studnicka, 1984).

Na jafe a v lété je mozné rosnatky mnozit listovymi fizky. Dobie vyzraly list se cely
oddéli od kminku a polozi se spodni plochou listu na vlhkou raselinu (Studnicka, 1984).
Listovy fizek by mél mit délku okolo 4 cm (Sysova, 2012). Svrchu list ptikryjeme
ostiithanymi Spickami Zzivého raSeliniku a wudrzujeme vysokou vzdusnou vilhkost
(Studnicka, 1984). Listové tizky by méli byt umistény na dobte osvétlené misto, nikoliv

na piimé slune¢ni svétlo a obrazi béhem nékolika tydnt (Sysova, 2012).
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2.8. In vitro kultury okrasnych rostlin

Techniky in vitro mikropropagace zahrnuji rychlé vegetativni mnozeni cenného
rostlinného materidlu pro zemédélstvi, lesnictvi a je pfedevsim Siroce komercné vyuzivana
k mikropropagaci okrasnych rostlin (Orchidaceae, Rosaceae) ve velkém méfitku (Chugh,
2009).

Naptiklad rostliny z celedi Orchidaceae, které jsou zejména znamé jako okrasné
rostliny, nékteré druhy se také uzivaji jako bylinné 1éky &i potravina (hlizy Cynorchis
a Eulophia) (Arditti, 1992 cit. Chugh et al., 2009). N¢které rody Anoectochilus, Goodyera,
Ludisia a Macodes se fadi do skupiny takzvanych orchideji-drahokamd, které jsou okrasné
svym listem. Rod Vanilla je zase ptikladem orchideje pouzivané jako kofeni. Zaroven
mnoho druhim jako jsou Rhynchostylis a Paphiopedilum hrozi vyhynuti diky
nevybiravému sbéru a odlesiovani pralesd. In vitro kultury celedi Orchidaceae
se zakladaji ze vzrostnych vrcholl, listovych segment, axilarnich pupenti, kvétnich
pupend, rhizomovych segmentl a kofenti. Moderni propagace a vyrobni technologie
I zapojeni komer¢nich svétovych laboratofi tkanovych kultur do mikropropagace orchideji,
zduraziji, jak se staly orchideje populdrnimi v kvétinafském primyslu (Chugh et al.,
2009).

Také rostliny z ¢eledi Rosaceae jsou jedny z nejznaméjsich okrasnych rostlin. In vitro
mikropropagace zde hraje vyznamnou roli v rychlém mnozeni elitnich klont, kultivar
s pozadovanymi morfologickymi rysy a pro produkci zdravych rostlin bez patogent.
Techniky mikropropagace jsou zalozeny na organogenezy nebo somatické embryogenezy.
K zalozeni in vitro kultury se nejéastéji uziva apikalnich pupenti a nodalnich stonkovych
segmentll. NejpouZzivanéj§imi rdstovymi reguldtory jsou cytokininy BAP a TDZ,
v nékterych piipadech se pouzivaji nizké koncentrace auxint IBA, IAA, NAA (Pati et al.,
2006).

Rovnéz Lavandula spp. z ¢eledi Lamiaceae jsou okrasné aromatické rostliny s 1é¢ivymi
vlastnostmi, které jsou Siroce vyuzivany v potravinaiském, kosmetickém, farmaceutickém
a kvétinarském pramyslu. Takova produkce rostlin ve velkém meéfitku také vyzaduje
ucinné techniky mnozeni in vitro. Techniky mikropropagace Levandula spp. jsou zalozeny
na meristémové proliferaci a organogenezi. Pfi mikropropagaci s vyuzitim meristémoveé
proliferace se kultura in vitro zaklada z 3 typa explantati: tkanovych kultur, vzrostnych
vrcholi nebo nodalnich segmentii (z jednoho nebo vice nodl). Nodéalni segmenty
z jednoho nodu jsou nejbézné&ji uzivanym typem explantatd u Lavandula spp. Nékteré

druhy (L. latifolia, L. stoechas, Lavandula viridis a L. vera) jsou kultivovany nejcastéji
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na MS médiu bez ristovych regulatort nebo je doplnéné o ruzné koncentrace BA nebo
v kombinaci s auxiny IAA, IBA a NAA (Goncalves a Romano, 2012).

Rostliny z rodu Dracaena z ¢eledi Agavaceae jsou velmi dobfe znamé jako pokojové
okrasné rostliny, napiiklad Dracaena sanderiana, znama jako ,,Lucky Bamboo*. N¢&které
druhy (Dracaena mannini, Dracaena arborea, Dracaena draco) maji i léCivé ucinky
a uzivaji se k 1é¢b¢ fadé nemoci. K zalozeni in vitro kultury se uziva nodalnich segmentu,
internodalnich stonkovych segmentl, listl, axilarnich pupenti a kotfenti. Explantaty
se kultivuji na MS médiu obsahujici rtizné typy a koncentrace auxinu 2,4-D; 2,4-5-T, CPA
(Aslam, Mujib a Prasad Sharma, 2012).

Dalsi cenénou okrasnou rostlinou je Lychnis senno z ¢eledi Caryophyllaceae. Mnozeni
pomoci semen neni vhodné =z davodu jejich nizké kli¢ivosti. Proto je zapotiebi
optimalizovat metody pro in vitro kli¢eni a mnozeni tohoto druhu. Aby semena klicila,
oSetii se GA3 a kultivuji se na 1/2 MS. Takto vyrostlé semenacky in vitro byly vyuzity
pro nasledné pokusy. Jako explantity se pouzily vzrostné vrcholy ze semendcki
a kultivovaly se na MS médiu s obsahem BA a NAA. Z regenerovanych rostlin se pouzily
axilarni pupeny a nodalni segmenty jako explantaty pro dalsi subkultivaci na MS médiu
obsahujici riizné koncentrace rstovych regulatori BA a NAA. Ziskané vyhonky se dale
kultivovaly na 1/2 MS doplnéné o rizné koncentrace NAA, aby se podpofila tvorba
kofenti. Sazeni¢ky dobie rostly a po piesazeni do ex vitro podminek do skleniku vykvetly
(Chan et al., 2006).

2.9. In vitro kultury rodu Drosera

Diky zemé&délskému rozvoji, mizi populace rosnatek ze svych pfirozenych stanovist.
Také vyuziti v bylinkafstvi a ornamentalni hodnota téchto druhii vedla k jejich sbéru.
Rod Drosera je ptirodnim zdrojem farmakologicky vyznamnych latek (napt. naftochinony,
flavonoidy, antokyany, fenolové slouceniny) a mohou byt pouzity jako substraty
pfi vyrobég 1éciv.

Celed” Droseraceae je tak stile vzacnéjsi (vSechny druhy rostouci v Evropé jsou
v soucasné dob& zafazeny na Cerveném seznamu ohrozenych rostlin) proto vyuZiti
pfirozené rostoucich rostlin jako zdroj biologicky aktivnich latek jiz neni moZzné (Marczak
et al., 2005). Farmaceutické vyuziti, alternativni zdroj rostlinného materialu a zachovani
rodu Drosera jsou hlavni divody pro mnozeni a optimalizaci metod in vitro. Vyuziti
in vitro vypéstovanych rostlin z rodu Drosera mize byt zivotaschopnou alternativou

strategie pro vyrobu plumbaginu a dalSich cennych fytochemikalii (Prasad a Jayaram,
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2005). Navic, pouziti biotickych a abiotickych elicitort zvySuje syntézu farmakologicky
vyuzitelnych ucinnych latek (Banasiuk et al., 2012).

Rosnatky maji velkou schopnost regenerace a jsou proto Gspésné péstovany V in vitro
podminkach. Ke kultivaci mohou byt pouzity rizné rostlinné ¢asti. Semena byla pouzita
pro mnozeni in vitro u druhu Drosera intermedia (Grevestuk et al., 2010), D. peltata
(Kim a Jang, 2003), D. anglica a D. cuneifolia (Kawiak et al., 2003), listy u D. aliciae
(Kawiak et al., 2011), D. rotundifolia, D. binata a D. capensis (Anthony, 1992), vrcholové
pupeny u D. spatulata (Perica a Berljak, 1996), D. peltata (Kim a Jang, 2003), D. indica
(Jarayam a Prasad, 2007), axilarni pupeny a internodia u D. rotundifolia and D. intermedia
(van Waes, 1985 cit. Jarayam and Prasad, 2007), poupata a kvétni stopky u D. natalensis
(Crouch a van Staden 1988 cit. Jarayam a Prasad, 2007), rhizomy u D. binata (Kawiak
et al. 2003) a D. natalensis (Crouch and van Staden 1988 cit. Jarayam a Prasad, 2007)
a kalusové kultury u D. spathulata (Bobak et al., 1995).

Kdyz je kultura in vitro zalozena ze semen, mize byt problém s dormanci, ktera
se da piekonat oSetfenim chladem (4°C) nebo ptidanim giberelinové kyseliny v rtiznych
ppm (Jayaram a Prasad, 2005; Jayaram a Prasad; 2007, Sysova, 2012). Kli¢ivost semen
D. peltata, ktera byla ulozena v chladu pii teploté 4 °C po dobu nejméné 4 tydnu, byla
mnohem vyS$$i nez u semen, ktera nebyla osettena chladem (Kim a Jang, 2003).

Rostliny rodu Drosera jsou schopny spontanné vykvést v in vitro podminkach. Pomoci
rustovych regulatorti lze kontrolovat cas kveteni, nezavisle na rocnich obdobich,
coz ma piinos pro dal$i zkoumani souvisejicimi s fyziologickymi a biochemickymi
vlastnostmi rosnatek (Perica a Berljak, 1996). Kveteni je indukovano stimulaci
endogennimi cytokininy (Singh et al. 2000 cit. Jarayam and Prasad, 2007). U D. indica
bylo pozorovano kveteni in vitro bez pfidani cytokininl, nicméné kvéty nepiinesly
semena, jelikoz je tento druh je vice zavisly na opyleni hmyzem ¢i vétrem,
nez na samoopyleni (Jarayam a Prasad, 2007). Kveteni bylo také pozorovano
u D. rotundifolia, D. capensis na 1/2 MS médiu bez obsahu rastovych regulatord.
Drosera binata vykvetla na 1/2 MS médium obsahujici ristové regulatory BA a NAA
(Anthony, 1992). U D. spatulata se kvéty objevily na 1/4 MS médiu obsahujici BA a NAA
(Perica a Berljak, 1996).

Napiiklad vyhonky D. indica a D. burmanii byly kultivovany na zakladnim
MS médiu s rliznymi koncentracemi cytokininll. Rostliny dobfe regenerovaly vyhony
na MS médiu doplnéné o nizSich koncentracich ristovych regulatori KIN, ZEA a BAP.
Oba druhy pii vysSich koncentracich cytokinini zpomalily sviij rast. Po pfevodu

explantati zpét na MS médium bez obsahu rhstovych reguldtori nebo s niz§imi
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koncentracemi cytokinini, znovu obnovily rychlost svého ristu. Rostliny uspésné
zakofenily na zakladnim MS médiu bez obsahu ristovych regulatort. (Jayaram a Prasad,
2005).

U explantatové kultury jiného druhu D. rotundifolia zalozené z listi kultivované
Vv in vitro podminkach bylo MS médiu doplnéné o rtizné koncentrace rustovych regulatorti
BA a NAA. Negjlépe regenerovaly explantity, které byly na médiu s nejniz$imi
koncentracemi rastovych regulatord. Nejvétsi proliferace novych vyhont byla pozorovana
u explantati na médiu bez ristovych regulatord. Po 38 dnech od zaloZeni explantatové
kultury se na mladych vyhoncich objevilo po 3 az 7 listcich na mate¢nim explantatu, které
spontanné zacaly vytvafet kofeny. Po pfevodu na cerstvé MS médium bez piidani
rastovych regulatort, rostliny rozkvetly a produkovaly fertilni semena (Bobak et al., 1995).

V piipadé mikropropagace tfech druhit D. anglica, D. binata a D. cuneifolia slouzily
k zalozeni explantatové kultury listové segmenty a vzrostné vrcholy. Byly pouzity rizné
typy médii (kapalnd a pevna) a rizné koncentrace ristovych regulatort BA a NAA.
U D. binata poskytlo nejvyssi pocet regenerujicich rostlin médium Vacin a Went (Vacin
a Went, 1949) bez ptidanych ristovych regulatorii. U D. Anglica byla nejvyssi proliferace
vyhonkti na médiu Fast (Fast, 1981) dopInéné o nizké koncentrace ristovych regulatort
BA a NAA. Zatimco D. cunefolia optimalné regenerovala na 1/2 MS médiu téZ s niz§im
obsahem rustovych regulatori BA a NAA. Kapalna média vyrazné zvysila regeneracni
potencial u D. anglica a D. binata (Kawiak et al., 2003).

U jiného druhu rosnatek D. aliciae byla regenerace listovych explantatti na 1/2 MS
médiu velmi mala. Po pfidani ristového regulatoru BA se zvysila Sance na pfeziti a rovnéz
se zvysil koeficient mikropropagace explantatt (Kawiak et al., 2011).

Jako nejlep$i médium pro mnozeni a regeneraci rostlin D. spatulata bylo zvoleno
MS médium. K in vitro mikropropagaci byly pouzity vzrostné vrcholy, které se kultivovaly
na 1/2 MS médiu bez ristovych regulatorti. Béhem tfech mésict se z jednoho explantatu
zregenerovalo na 100 az 200 rostlin. Kveteni bylo indukovano pfidanim cytokinint.
Rostliny vykvetly na nasledujicich médiich: 1/4 MS s IBA a BA, 1/4 MS s IAA a BA,
1/4 MS IAA a KIN. Po pfidani samotného NAA nebo v kombinaci s jinym ristovym
regulatorem, regenerované¢ vyhonky vice tvofily extrémné silné a husté kofeny.
Oproti tomu na MS médiu bez ristovych regulatort se diive tvofily adventivni pupeny
pted rozvojem ristu kotend (Perica a Berljak, 1996).

V jiné studii byly pouzity listové explantaty tfech druht rosnatek D. rotundifolia,
D. binata a D. capensis, které se kultivovaly na MS médiu. JelikoZ rosnatky rostou

na mineraln¢ chudych pudach, byly zvoleny 1, 1/2, 1/4, 1/8 koncentrace soli a vitamint
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v MS médiu. Explantaty byly péstovany na médiu bez rustovych regulatori a na médiu
obsahujici BA a NAA. Po 4 tydnech byly viditelné prvni vyhonky. Nejlépe rostliny
regenerovaly na 1/2 a 1/4 MS bez rustovych regulatort, ale na 1/2 MS se tvotilo vice
vyhonkid. Kolem 60 % explantati tvofilo vyhonky na 1/8 MS a 38% explantatu
na zakladnim MS médiu. VSechny druhy rosnatek po 6-8 tydnech zacaly tvofit kofeny.
Pouze 10% vyhonkii D. binata zakofenilo na médiu bez ristovych regulatort
a 30% vyhonkti zakotenilo na 1/2 MS médiu obsahujici BA a NAA. Asi jedna polovina
explantatovych kultur D. rotundifolia a D. capensis kultivovanych na 1/2 MS s pfidavkem
nebo bez ptidavku rustovych regulatorti tvofila kvéty. 90% explantatovych kultur
D. binata kultivovanych na 1/2 MS médiu obsahujici ristové regulatory tvorilo kvéty
a na médiu bez ristovych regulatora se kvéty netvotily (Anthony, 1992).

Pfi in vitro mikropropagaci D. intermedia se k zaloZzeni explantatové kultury pouzily
v in vitro podminkach vyrostlé semenacky. NejlepSich vysledkt se dosahlo na 1/4 MS
médiu a pridani nizké koncentrace rustového regulatoru KIN neovlivnilo vyrazné
regeneraci rostlin. Rostliny téméi vzdy zakotenily na 1/4 MS bez rustovych regulatord.
Vsechny rostliny byly usp&$né pievedeny do ex vitro podminek (Grevenstuk et al., 2010).

Pro standardizaci podminek pro in vitro mnozeni D. indica bylo jako explantati pouZito
vzrostnych vrcholi. Zvoleny byly rizné koncentrace MS média 1/4, 1/3, 1/2 a zékladni
MS, riizné procento sacharozy a rizné pH. Zakladni MS médium bylo obohaceno rtiznymi
koncentracemi rustovych regulatort ZEA, KIN a BA. Regenerace vyhonkt byla nezavisla
na koncentraci média, obsahu sachardzy a pH. Piestoze pocet vyhonku, regenerovanych
na MS médiu doplnéné o rustové regulatory ZEA, KIN a BA byl pomémé vysoky,
maximalni pocet regenerovanych vyhonkl byl pozorovan na zakladnim MS médiu
obohacené 0 niz8i koncentrace ZEA a KIN. Vysoka koncentrace cytokininii zapfi€inila
zpomaleni rastu vyhonkil a inhibovala rist kotentli. Zakotenéni se nejlépe dosahlo na MS
zakladnim médium bez rustovych regulatora (Jayaram a Prasad, 2007).

Dalsi kultura in vitro rovnéz druhu D. indica byla zaloZena ze semen, kultivovanych
na 1/2 MS médiu obsahujici GA3. Ze semenacku starych 4 tydny se odebraly stonkové
segmenty a byly subkultivovany na 1/4 MS na tuhém médiu s pfidavkem BA. Po 4 tydnech
se objevily nové vyhonky. Regenerované vyhonky pro elongaci vyhonkd byly
subkultivovany na 1/4 MS tekutém médiu bez ristovych regulatori. Médium
se promichavalo na rotacni tfepacce. Po 4 tydnech, se rostlinky pasazovaly na nové stejné
médium. Po 14 dnech se pouZily elicitory (kvasni¢ni extrakt, methyl jasmonat, chitosan
a kyselina salicylovd) v riznych koncentracich na zvySeni syntézy farmakologicky

vyuzitelnych ucinnych latek (Juengwatanatrakul et al., 2011).
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Pfi optimalizaci metod in vitro mikropropagace hliznaté rosnatky D. pelata se sledovaly
ucinky 4 typd médii: MS, B5, LS a RM ruzné koncentrace MS média (2 MS, 1MS,
1/2 MS, 1/4 MS a 1/8 MS), ruzné pH a vliv riznych koncentracich cytokininti KIN a BA
obsazenych v1/2 MS médiu na regeneraci vyhonkt a tvorbu hlizek. K zalozeni
explantatové kultury se pouzily 1 mésic staré vzrostné vrcholy. Na tvorbu hlizek
a proliferaci vyhonk se jako optimalni ukazalo 1/2 MS bez piidavku cytokinint
a optimalni pH média bylo 5,7. Explantaty na 2 MS uhynuly z divodu vysoké koncentrace
7ivin v médiu. Pfidani BA nebo KIN inhibovalo tvorbu vyhonk a hlizek. Cim vyssi byla
koncentrace cytokinind (zvlasté u BA), tim v¢tsi byla inhibice rastu (Kim a Jang, 2004).

P&t druhd rodu Drosesera bylo péstovano v in vitro podminkach ze semen: D. adelae,
D. aliciae, D. capensis, D. cuneifolia a D.ramentacea. Semena kli¢ila po 4-6 tydnech.
Explantatova kultura D. binata byla zalozena ze vzrostnych vrchold, odebranych
z dospélych rostlin péstovanych in vivo vraSelingé. Nejlépe regenerovaly explantaty
na 1/2 MS médiu o pH 5,5. Takto namnozené rostliny byly pak pouzity pro extrakci
sekundarnich metabolitl (Marczak et al., 2005).

K zalozeni in vitro kultury D. capensis a D. natalensis byly pouzity listové explantaty
z mate¢ni rostliny rostouci ex vitro podminkach. Explantaty se kultivovaly na 1/5 MS
s piidavkem rastovych regulatori NAA a BA. Po 60 dnech, kdy rostliny nasazovaly
pupeny, explantaty se postupné subkultivovaly na ¢erstvé médium aby zapocala regenerace
vyhonki a kofent. Po 4 mésicich se rostliny ptevedly do in vivo podminek (Crouch et al.,
1990).

Pii mikropropagaci D. gigantea byly testovany rizné rustové regulatory: NAA, IBA,
TDZ, BAP a CA. Jako nejlepsi se ukazalo médium 1/2 MS s 0,4% CA (Taraszkiewicz
etal., 2012).

Kriticky ohrozena rosnatka na izemi Ceské Republiky je Drosera intermedia Hayne.
Pfi optimalizaci metod in vitro mikropropagace tohoto druhu se pouzilo zakladni
MS médium o riznych koncentracich zivin 1MS, 1/2 MS, 1/4 MS a 1/8 MS, o riizném
obsahu sacharézy (1, 2, 3 a 4%) a rizném pH. Varianty médii byly doplnéné o cytokininy
KIN, BAP a ZEA. Kontrolni médium bylo zvoleno 1/2 MS, s obsahem 30 g sachar6zy
0 pH 5,7 bez rustovych regulatori. Po 60 dnech kultivace se hodnotily nasledujici
parametry: hmotnost Cerstvé hmoty rostlin, délka kofent, pocet kofenii a prumér ruzic.
Nejlepsich vysledkt se dosahovalo na médiu s obsahem zeatinu o koncentraci 0,5 mg/I,
na kterém bylo nejvice vyhonkl na rostlinu. Ostatni varianty neukazaly néjak vyrazné
vysledky. Aplikace KIN a BAP se ve vSech testovanych koncentraci ukazaly

jako nevhodné fteSeni, vzhledem k dosazenym vysledkim. Rostliny, které spontdnné
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tvofily kofeny Vv in vitro podminkach, byly pievedeny do ex vitro podminek,
kde po 4 tydnech 98,5% rostlin piezilo (Rejhart a Viehmanova, 2011).

Je obtizné najit idealni médium pro in vitro mikropropagaci pro vsechny rostliny druhu
Drosera. Optimalnich vysledkti se obecné dosahuje na 1/2 MS médiu bez ristovych

regulatora (Banasiuk et al., 2012).
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A: Habitus rosnatky kapské B: Cela rostlina piipominajict

Je vytrvala bylina, kterd v plné zralosti miZe mérit wminiaturni palmu“

az 15 cm. Listy vyriistavaji ze stonku ve
spirale. Koreny jsou dratovité.

C: Listy
Rapik listu miize byt dlouhy az 4 cm, list az 10 cm
dlouhy a 4-6 mm Siroky.

D: Detail listu a tentakuli
Lepkave listy pouziva jako adhezni

F: Drobnd semena

Obr. ¢. 1. A- F Botanicky a morfologie popis rosnatky kapské (Drosera capensis L.)
Zdroj: http://www.darwiniana.cz
Autor: A- Kantos D., B- Machacek M., C, D a E - Rubes M., F- Elingr Z., 2012
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4. Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo sledovat vliv cytokininti na regeneraci a rust rostlin druhu
rosnatky kapské (Drosera capensis L.) vin vitro podminkach. Sledované rustové
regulatory byly cytokininy kinetin, ktery je typem syntetického cytokininu a zeatin, Ktery
je pfirozenym cytokininem.

Vedlejsim cilem prace bylo ureni optimalniho kultivacniho zakladniho MS média
(Murashige a Skoog, 1962) o 1/2 MS a 1/4 MS sile média, tedy o polovi¢ni a ¢tvrtecni
koncentraci zivin, jelikoz slozeni kultivaéniho média ovliviluje rist i morfogenezi
kultivovanych rostlin.

Vychdazelo se z hypotézy, ze cytokininy maji vliv na tvorbu nadzemnich c¢asti rostlin
a diferenciaci pupent. VSeobecné cytoKininy stimuluji déleni bun€k (cytokinezi), inhibuji
apikalni dominanci a iniciuji tvorbu adventivnich pupent a kotenti. Vysoké koncentrace
cytokininti vs§ak mohou rust kofeni inhibovat. Uziti pfirozenych cytokinint v rostlinnych
tkanovych kulturach jako je zeatin neni pfili§ Gasté. Castdji se pouZivaji syntetické

cytokininy jako je kinetin a dalsi (Pavlova, 1992).
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5. Material a metodika

5.1. Rostlinny material

Jako pokusny rostlinny material, ktery byl podkladem pro bakalaiskou praci, byla
vybrana masozrava rostlina z ¢eledi Droseraceae rosnatka kapska (Drosera capensis,
Linné 1756). Tato rostlina je pivodem zjizni Afriky. Je cenéna jako okrasna rostlina
a zaroven ma potencial pro farmaceutické vyuziti, ponévadz extrakt z rostlinnych tkani
obsahuje ucinné latky — chinony plumbagin a ramentaceon. Rostlinny material byl ziskan
z kolekce rostlin udrzovanych v in vitro kulturach v laboratofi rostlinnych explantatl

na Fakulté tropického zemédé&lstvi Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

5.2. Metodika
5.2.1. Mikropropagace

Pro zaloZeni vlastniho pokusu bylo nutné rostlinny materidl namnozit. Drosera
capensis byla namnozena pomoci listovych explantati z ptivodné dlouhodobé¢ udrzovaného
rostlinného materialu v in vitro kulturach (viz. Obraz ¢. 2). Listové explantaty byly
kultivovany na zivném médiu 1/2 MS (Murashige a Skoog, 1962) bez obsahu rtustovych

regulatort.

Obraz ¢. 2: Pavodni in vitro kultura D. capensis udrzovana na 1/2 MS médiu

bez rlstovych regulator
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Poté byla zalozena organova kultura druhu D. capensis. Jako vhodny typ explantatu
se zvolily listy o praimémé délce 0,5 cm. Explantaty byly kultivovany
ve 100 ml Erlenmayerovych bankach, do kazdé banky bylo vlozeno po 2-3 explantatech.
Celkem bylo na kazdou variantu zivného média pouzito 20 explantata (listd).

Byly sledovany 2 parametry a to vliv ristovych regulatort (cytokininil) a sloZeni
kultiva¢niho média na regeneraci a rust rostlin.

Zalozené organové kultury se kultivovaly na 2 variantach Zivného agarového
zakladniho MS média. Médium o poloviéni koncentraci zivin 1/2 MS a ¢tvrteéni
koncentraci zivin 1/4 MS, tedy o poloviéni a ¢tvrte¢ni koncentraci makro i mikroelementt
a vitamind, pH média bylo upravovano na hodnotu 5,7 pted autokldvovanim.

Pro podporu rustu nadzemnich ¢asti rostlin byla Zivna média 1/2 MS a 1/4 MS doplnéna
0 Kkinetin a zeatin v nasledujicich 3 koncentracich: 0,5 uM; 25 uM a 50 uM.
Oba cytokininy byly nezavisle doplnény do zivného média. Jako kontrolni média se zvolila
1/2 MS a 1/4 MS bez obsahu rtstovych regulatorii. Celkem bylo testovano 14 variant
kultivaénich médii (viz. Tab. ¢. 1).

Tabulka €. 1: Varianty kultiva¢nich médii.

Varianta Kultivaéni  Rustové regulatory  Sacharéza Agar pH
médium vV médiu (uM) (9/100 ml)  (g/100 ml)
Kinetin  Zeatin
1 1/2 MS - - 1,5 0,8 5,7
2 0,5 - 1,5 0,8 5,7
3 2,5 - 1,5 0,8 5,7
4 5,0 - 1,5 0,8 5,7
5 - 0,5 1,5 0,8 5,7
6 - 2,5 1,5 0,8 5,7
7 - 50 1,5 0,8 5,7
8 1/4 MS - - 0,75 0,8 5,7
9 0,5 - 0,75 0,8 5,7
10 2,5 - 0,75 0,8 5,7
11 50 - 0,75 0,8 5,7
12 - 0,5 0,75 0,8 5,7
13 - 2,5 0,75 0,8 5,7
14 - 50 0,75 0,8 5,7
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Pozndmka K tabulce ¢ 1: Koncentrace ristovych regulatorti jsou uvedeny v uM,
oz v mg/l odpovida: 0,5 uM (0,1 mg/l); 2,5 uM (0,5 mg); 5,0 uM (1,0 mg/l). V celé
praktické casti bakaladfské prace budou hodnoty rlstovych reguldtorii uvadény
V jednotkach pM.

Varianty ¢. 1 (1/2 MS) a ¢. 8 (1/4 MS) bez obsahu rustovych regulatori slouzily jako

kontrolni média.

Podminky kultivace: Listové explantaty ve zalozené ve vSech variantich zivnych
médiich byly umistény do kultivacniho boxu o svitivosti 3000 1x, s denni fotoperiodou
16/8 h den/noc, teplota ve dne byla 25°C a v noci 20°C. V pribéhu pokusu se zalozena
kultura pravidelné kontrolovala a sledoval se jeji zdravotni stav, resp. vyskyt kontaminaci,
jelikoz kultivaéni média obsahuji organické slozky, které jsou vhodnou zivnou pudou
pro mikroorganismy a proto je nutné médium i kulturu udrzovat sterilni a pti manipulaci
dodrzovat zasady aseptické prace. Pii zjisténi kontaminace se zalozila nova kultura
od dan¢ varianty zivného média.

Zalozené varianty pokusu se kultivovaly po dobu 6 mésicti (kultiva¢ni doba). Poté bylo

provedeno hodnoceni vlivu cytokininil na regeneraci a riist rostlin.

5.2.2. Hodnoceni vysledkii

Na konci pokusu se hodnotily parametry jako hmotnost ¢erstvé hmoty rostlin, pocet
trsti, pocet listh na trsu, pocet kofenii, a zda se tvofil kalus v zavislosti na slozeni
kultivaéniho média.

Ziskana data byla tabulkové zpracovana v MS Excel a pouzita k vypoctu
tzv. ,koeficientu mikropropagace, ktery slouzi jako hlavni kritérium pro posouzeni
ucinnosti  jednotlivych mikropropagac¢nich systémut. Pokud jsou jednotlivé systémy
mikropropagace posuzovany podle poctu rostlin, které je moZno ziskat za urCité Casoveé
obdobi, je nutné kromé koeficientu mikropropagace brat zfetel i na pocet subkultivaci,
ktery je mozny za toto obdobi uskute¢nit. Na zaklad¢ téchto dvou parametri (koeficientu
mikropropagace a poctu subkultivaci za rok) je mozno vypocitat teoreticky pocet rostlin,
ktery je moZno ziskat podle rovnice:

N = kP
Kde: N je teoreticky pocet rostlin za rok
k je koeficientem mikropropagace
p je pocet subkultivaci za rok
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6. Vvsledky a diskuze

Vyhodou metod mnoZeni Vv in vitro podminkach je, Ze rostlinny materidl se¢ muze
po cely rok a pomérné rychle mnozit na malém prostoru, kde se daji regulovat podminky
kultivace. Ve studii byla zalozena organova kultura z listd D. capensis. Organové kultury
a metody in vitro mnozeni Se aplikuji ve védeckych i komerénich laboratofi zabyvajici
se studiem nebo propagaci okrasnych, uzitkovych ¢i ohroZenych rostlin.

Ziskané vysledky ze sledovaného vyzkumu jsou shrnuty v Tabulce ¢. 2 a 3.
Rovnéz byla pofizena fotodokumentace vysledkd pokusu v Obrazech ¢. 3 a 4.

Procento regenerace rostlin z listovych explantatd se pohybovalo od 86 do 100%
dle varianty média. Rostliny nejlépe regenerovaly (100%) vV kontrolnich variantach
(1/2 a 1/4 MS médiu) a na médiu 1/2 MS s piidavkem 0,5 uM Kinetinu, hors$i regeneraci
mely explantaty péstované na 1/4 MS s ptidavkem zeatinu. Celkové zvySeni koncentrace
Kinetinu a zeatinu v zivném médiu procento regenerace snizuje.

Asi po 1 meésici kultivace se na explantatech, ve vétSiné variant, objevily prvni
adventivni pupeny a poté vyhony. Nové zregenerované rostliny na 1/2 a 1/4 MS médiu bez
rustovych regulatort (kontrolni média) byly svéze zelené a spontanné tvortily koteny.

Jednim z hodnocenych parametri byl primérny pocet nové regenerovanych listl
na explantat. Dle ziskanych vysledt se pocet nové vytvorenych listli pohyboval v rozmezi
od 8,00 + 4,64 az 19,30 + 4,30. RovnéZ i v tomto piipad¢ byl ziskan nejvyssi pocet noveé
vytvofenych listd na kontrolnich kultiva¢nich médiich, a to 19,30 = 4,30 na 1/2 MS
anal/4 MS 18,80 + 4,60. V porovnani vlivu Kinetinu a zeatinu na regeneraci novych listt
nejlepsi  vysledky byly ziskany na médiich s pfidavkem kinetinu (na 1/2 MS
od 16,00 + 2,83 do 17,50 + 3,67 ana 1/4 MS od 12,00 + 4,47 do 13,75 + 2,36) nez zeatinu
(na 1/2 MS od 9,89 + 4,34 do 15,50 = 5,26 a na 1/4 MS od 8,00 + 4,64 do 9,60 + 4,93).
I zde plati, ze ¢im byla vys$si koncentrace kinetinu a zeatinu Vv kultiva¢nich médiich,
tim byl i mensi pocet nové vytvorenych listii od jednotlivého explantatu.

Tvorba biomasy (Cerstva hmotnost rostlin) na konci kultiva¢ni doby (po 6. mésicich)
se pohybovala v rozmezi od 0,0547 + 0,01 g do 1,0291 + 1,41 g. Pramérné nejvice
biomasy tvofily explantaty kultivované na 1/4 MS spiidavkem 2,5 uM zeatinu
a to od 1,0291 + 1,41g. Regenerované rostliny na médiu s vys$s§im obsahem obou
cytokininli mély mens$i vzrist nez rostliny na médiu bez obsahu rlstovych regulatort.
Celkove veétsi tvorba biomasy byla zaznamenana ve variantach s pfidavkem rastovych

regulatord oproti kontrolnim variantam médii. Ale vysledky mohly byt ovlivnény tvorbou
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kalusu ve variantach média s ptfidavkem rustovych regulatori, hlavné ve vySSich
koncentracich. Indukce kalusu neni u mikropropagace zadouci, pokud chceme ziskat
uniformni rostliny, jelikoz miize vést ke genetické nestabilit¢ regenerovanych rostlin.
Kalusy byly kompaktni, zelené misty az Cervené zbarveny a diferenciovaly se na ném malé
rostliny. Ke konci pokusného obdobi byly jiz nékteré explantaty postiZeny procesem
starnutim, projevujici se poklesem vitality a postupnym usychanim listt.

Hlavnim kritériem mikropropagace je produkce noveé vytvofenych vyhont
(nadzemnich casti, v ptipad¢ pokusu) na explantatu (koeficient mikropropagace). V tomto
ohledu bylo dosazeno lepSich vysledkii v médiich sobsahem kinetinu nez zeatinu.
Koeficient mikropropagace se po 6 mésicich kultivace (Cas subkultivace) pohybuje
od1:8,0do1l:193 (4. 8,0 a 19,3 noveé vytvorenych listi na jeden piivodni explantat).
Vysledky jsou shrnuty v Tabulce ¢. 3. Teoretické pocty rostlin, které je mozno ziskat
z jednoho explantatu za 1 rok se za pouzitych kultivaénich podminek pohybovaly
od 64 do 372,49 rostlin. V praxi do procesu mikropropagace zasahuje mnoho faktort
jako naptiklad: kontaminace, produktivita a intenzita prace v laboratofi. Tyto faktory
nejsou soucasti teoretického vyzkumu, ale maji vliv na G¢innost mikropropagace. DalSim
dalezitym faktorem, ktery muize ovlivnit G¢innost mikropropagace je velikost explantatii.
Explantaty o optimalni velikosti 0,5 cm 1épe regenerovaly nez explantaty o mensi velikosti.

Dle ziskanych vysledkd pro péstovani D. capensis v kulturach in vitro pomoci
listovych explantatli neni zapotiebi pfidat do Zivného média rlstové regulatory (kinetin
a zeatin), protoze lepSi procento regenerace a vyS$i pocet nove vytvorenych listi
na puvodni explantat byl zaznamenan v kontrolnich variantach bez obsahu rtstovych
regulatorti. A v porovnani mezi médiem 1/2 MS a 1/4 MS byly lepsi vysledky (procento
regenerace a pocet nové vytvorenych listl na ptvodni explantat) dosazeny na 1/2 MS
médiu ve vSech variantach.

Dosazené vysledky v této studii potvrzuji i vysledky studii jinych autorti. Anthony
(1992) pouzil ve své studii listové explantaty tfech druhti rosnatek D. rotundifolia,
D. binata a D. capensis,a potvrzuje, Ze nejlépe regenerovaly explantaty na 1/2 a 1/4 MS.
Rovnéz tyto vysledky potvrzuji autofi Banasiuk et al. (2012), Perica a Berljak (1996), ktefi
uvadéji pro mikropropagaci rosnatek za optimalni kultivaéni médium 1/2 MS bez obsahu
rustovych regulatord.

Ve studii o mikropropagaci jiného druhu rosnatky D. indica, kde se jako explantaty
pouzily vzrostné vrcholy, autofi Jayaram a Prasad (2007) pozorovali maximalni pocet
regenerovanych vyhonkli na zékladnim MS meédiu obohacené o niz§i koncentrace

cytokinint ZEA a KIN. Vys§i koncentrace cytokininli zapfi€inila zpomaleni ristu
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nadzemni ¢asti rostlin a inhibovala rist kofeni. Explantaty tvofily kofeny
na zakladnim MS médium bez obsahu ristovych regulatori. Rovnéz Jayaram a Prasad
(2005) ve své jiné studii o mikroprapagaci druhti D. indica a D. burmanii pomoci vyhon.
Explantaty dobie regenerovaly na MS médiu doplnéné o nizSich koncentrace cytokinini
KIN, ZEA a BAP. Oba druhy pfi vyssich koncentracich cytokininti rovné€Zz inhibovaly sviij
rust. Rostliny opét uspésné zakotenily kultivované na zédkladnim MS médiu bez obsahu
rustovych regulatori. Coz potvrzuje, ze vys$i davky cytokininli maji inhibi¢ni vliv
na tvorbu kofenti a rovnéz na regeneraci a rust explantatt (Bobak et al., 1995; Kim a Jang,
2004; Grevenstuk et al., 2010; Banasiuk et al., 2012).

Ale jini autofi dosahli lepsich vysledki v médiich s obsahem rustovych regulatori,
konkrétn¢ pii mikropropagaci druhu D. aliciae. Regenerace listovych explantati
na 1/2 MS médiu velmi mala a po pfidani BA, se zvysila Sance na pfeziti a rovnéz se zvysil
koeficient mikropropagace explantati (Kawiak et al., 2011). Pii mikropropagaci
D.gigantea Taraszkiewicz et al. (2012) testovaly rizné rustové regulatory: NAA, IBA,
TDZ, BAP a CA. Nejlepsich vysledkt dosahli v médiu 1/2 MS s 0,4% CA.
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Tabulka €. 2: Vliv kinetinu a zeatinu na regeneraci a rust listovych explantati v kultuie in vitro D. capensis kultivované na 1/2 a 1/4 MS médiu.

Kultiva¢ni Koncentrace Koncentrace Procento Primérny pocet Primérna cerstva

Tvorba kalusu

Média kinetinu (uM) zeatinu (uM) regenerace (%) listd na 1 trsu (ks) hmotnost (g)
1/2 MS - - 100 19,30 + 4,30 0,1126 £ 0,36 -
0,5 - 100 17,50 + 3,67 0,1509 + 0,16 -
2,5 - 98 16,00 £+ 2,83 0,0824 £ 0,01 -
5,0 - 95 16,00 = 3,74 0,1309 + 0,12 +
- 0,5 95 15,50 + 5,26 0,0547 £ 0,01 -
- 2,5 90 14,50 + 5,25 0,8646 + 0,19 +
- 50 90 9,80 +4,34 0,3928 £ 0,33 +
1/4 MS - - 100 18,80 +£4,60 0,1071 £ 0,04 -
0,5 - 95 13,75+ 2,36 0,1303 = 0,07 -
2,5 - 95 13,14 £4,64 0,1960 + 0,10 -
5,0 - 90 12,00 + 4,47 0,9860 + 0,05 +
- 0,5 89 9,60 +4,93 0,1857+0,12 -
- 2,5 87 8,60 + 5,13 1,0291 £ 1,41 +
- 5,0 86 8,00+ 4,64 0,1293 £0,12 +
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Tabulka &. 3: Uinnost mikropropagace Vv zavistlosti na ,,koeficientu mikropropagace* organovych kultur D. capensis zaloZenych z listi,

kultivovanych na 1/2 a 1/4 MS médiu s ptidavkem kinetinu a zeatinu.

it Koncntvace  Komoeete  tnage SO Port sty i
(v mésicich) rok (N)
1/2 MS _ _ 6 1:19,30 2 372,49
0,5 - 6 1:17,50 2 306,00
2,5 - 6 1:16,00 2 256,00
50 - 6 1:16,00 2 256,00
- 0,5 6 1:15,50 2 240,25
- 2,5 6 1:14,50 2 210,25
- 50 6 1:9,89 2 97,81
1/4 MS - - 6 1:18,80 2 331,00
0,5 - 6 1:13,75 2 283,00
2,5 - 6 1:13,14 2 172,66
5,0 - 6 1:12,00 2 144,00
- 0,5 6 1:9,60 2 92,16
- 2,5 6 1:8,60 2 73,96
- 5,0 6 1:8,00 2 64,00
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1/2 MS + 2,5 pM KIN 1/2 MS + 5,0 pM KIN

1/2 MS médium bez ristovych
regulatora (kontrolni médium)

1/2 MS + 0,5 uM ZEA 1/2 MS + 2,5 uM ZEA 1/2 MS + 5,0 uM ZEA

Obraz ¢. 3: Fotodokumentace z pokusu mikropropagace druhu D. capensis, Regenerace rostlin z listovych explantati kultivovanych na 1/2MS
médiu s ptidavkem kinetinu a zeatinu po 6. mésicich kultivace.
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1/4 MS + 2.5 uM KIN 1/4 MS + 5,0 uM KIN

pis o2 -

1/4 MS médium bez ristovych
regulatora (kontrolni médium)

1/4 MS +0,5 uM ZEA 1/4 MS + 2,5 uM ZEA 1/4 MS +5,0 uM ZEA

Obraz ¢. 4: Fotodokumentace z pokusu mikropropagace druhu D. capensis, Regenerace rostlin z listovych explantati
kultivovanych na 1/4MS médiu s piidavkem kinetinu a zeatinu po 6. mésicich kultivace.
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7. Zaveér

Zakladnim cilem této prace bylo sledovani vlivu cytokinind na regeneraci a rast rostlin druhu
rosnatky kapské (Drosera capensis L.) v in vitro podminkach. VedlejSim cilem prace bylo uréeni
optimalniho kultiva¢niho zakladniho MS média (Murashige a Skoog, 1962). Mohou
se tak vyvinout ¢i ovétit vhodné metody pro efektivni mikropropagaci této rosnatky. Vychazelo
se z hypotézy, ze cytokininy maji pozitivni vliv na tvorbu nadzemnich casti rostliny a slozeni
kultivacniho média ovliviiuje rast i morfogenezi kultivovanych rostlin.

V této studii se nepotvrdila hypotéza pozitivniho vlivu cytokinint (kinetinu a zeatinu)
na regeneraci rust nadzemni ¢asti D. capensis pii mikropropagaci pomoci listovych explantatd,
pokud je Gcelem ziskat identické jedince. Pro jiné ucely vyzkumu mohou mit ristové regulatory
pozitivni vliv. Ve variantach s vyssi koncentraci sledovanych rtstovych regulatorti (cytokinini)
u explantatt byla zaznamenana tvorba kalusu.

Dle ziskanych vysledkd pro péstovani D. capensis v kulturach in vitro pomoci listovych
explantati neni zapotiebi pfidat do kultivaéniho média ristové regulatory (kinetin a zeatin),
protoze lepSi procento regenerace a vysS$i pocet nové vytvorenych listh byl zaznamenan
Vv kontrolnich variantach bez obsahu rustovych regulatorti. V porovnani mezi médiem 1/2 MS
a 1/4 MS, byly lepsi vysledky (procento regenerace a pocet nové vytvorenych listi na ptuvodni
explantat) dosaZeny na 1/2 MS médiu ve vSech variantach.

Je obtizné najit idedlni kultivacni médium pro mikropropagaci, které by bylo vSeobecné vhodné
pro vSechny druhy rodu Drosera, ale optimalnich vysledkt se obecné dosahuje na 1/2 MS médiu

bez obsahu riistovych regulatori.
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