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Moznosti regenerace plamenky latnaté (Phlox paniculata)

v podminkach in vitro

V této praci je testovan vliv tii auxint (IAA, NAA, 2,4-D) a dvou cytokininti (BAP
a TDZ) na rtzné vychozi explantaty dvou odrid plamenky latnaté (Phlox paniculata), bile
kvetouci 'Fuji' a rizové s vyraznym okem - '‘Miss Pepper'. Kultivace probihala na Murashige
and Skoog médiu (MS). Jako explantaty jsou zde testovany listové segmenty z rostlin
péstovanych ve skleniku a in vitro, kofenové a nodalni segmenty z in vitro kultury, rizné
typy ziskanych kalust a okvétni listky a prasniky ze sklenikovych donorovych rostlin. Cilem
je mapovat ruzné reakce explantatii na ptisobeni zvolenych regulatort rostlinného rastu, jejich
dikladné vyhodnoceni a nalezeni efektivnich kombinaci typli explantiti a slozeni
kultivaénich médii pro maximdalni zisk regenerovanych rostlin. Dal§i casti prace je pak
indukce androgeneze z prasnikovych explantati odridy 'Miss Pepper' s cilem ziskat haploidni
rostliny, které by mohly byt néasledn¢ vyuzity ve Slechténi. Jako nejvice perspektivni byly
hodnoceny varianty, které¢ indukovaly kaulogenezi (vznik vyhontl), tyto varianty jsou také
nejdikladnéji vyhodnoceny. Bylo prokdzéno, ze v ptfipadé listovych explantath je pro
kaulogenezi klicové pisobeni TDZ, které je v ptipad¢ listli ze sklenikovych rostlin vhodné
doplnit IAA. Pii pouziti kofenovych explantatl je pro zisk vyhonl nejlepsi pouziti Cistého
MS média nebo varianty doplnéné o BAP, zde byl pozorovan velky rozdil mezi odridami,
protoze 'Miss Pepper' z kotentl tvorila vyhony velmi $patné. V piipadé nodalnich segmenti
nebyly pozorovany vyznamné rozdily, nejlepsich vysledkt doséhlo u 'Fuji' pouziti ¢istého MS
a u 'Miss Pepper' 2 mg. I BAP nebo 0,25 mg. I 'TDZ. Pro prasnikové kultury bylo pouzito
nejprve MS médium s 9 % sachardzy a nasledné MS se 3 %. Nejlepsich vysledkt pfi indukci
kalusu z prasniki dosahovala varianta 2 mg.I™* 2,4-D + 1 mg.I"! TDZ, ktera indukovala rist
kalusu ve 40,830 % ptipadd. Ze 2 kalusii byly vypéstovany rostliny, z nichz jedna
vykazovala vyrazné odliSnosti a vykvetla. Ziskané vyhony byly spolu s dalSimi kalusy
testovany prutokovou cytometrii a pfitomnost haploidi byla u regenerovanych rostlin
vyloucena, v§echny byly diploidni. Pouze jeden testovany kalus vykazoval pfitomnost 1n a 4n
buniek, 2n zastoupeny nebyly. Tento perspektivni kalus je déale pasdzovan k dalSimu

dopéstovani.
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Possibilities of Regeneration of Garden Phlox (Phlox

paniculata) in Condition in vitro

In this thesis, an impact of three auxins (IAA, NAA, 2,4-D) and two cytokinins (BAP
a TDZ) is tested on different default explants of 2 cultivars of garden phlox (Phlox
paniculata), white blooming “Fuji” and pink “Miss Pepper” with a pronounced eye. The
cultivation was taking place on Murashige and Skoog medium (MS). Leaf segments from
plants grown in a greenhouse and in vitro, root and nodal segments from in vitro culture,
different types of acquired calluses and flower petals and anthers from donor plants grown in
a greenhouse were all tested. The aim is to map different reactions of explants on the effect of
chosen regulators of the plant growth, their thorough evaluation and the determination of
effective combinations of explant types and the composition of cultivation mediums for the
maximum gain of regenerated plants. The following part of this paper is then the induction of
androgenesis from anther explants of cultivar called “Miss Pepper” with aim to obtain
a haploid plants, which could be subsequently used in breeding. As the most perspective were
evaluated the variants, which induced caulogenesis (the creation of shoots); these variants are
also most thoroughly evaluated. It was proved that, in the case of leaf explants the effect of
TDZ is essential for caulogenesis; in the case of greenhouse plants it is appropriate to supply
TDZ with IAA. For the acquisition of shoots while using root explants it is the most suitable
to use pure MS medium or the variants completed with BAP; there the huge difference
between various cultivars was observed, since “Miss Pepper” created shoots very poorly from
roots. In the case of nodal segments, no significant differences were observed; the best
outcomes were achieved by using pure MS concerning “Fuji” and mg. 1™ BAP or 0,25
mg. I'TDZ concerning “Miss Pepper”. For the anther cultures, firstly, MS medium with 9%
sucrose was used and subsequently MS with 3%. The best results were achieved during the
induction of callus growth from anthers by the combination of 2 mg.I™* 2,4-D + 1 mg.I™*
TDZ, which had induced the growth of callus in 40,830% of cases. From the two calluses
were grown plants, from which one showed significant differences and flowered. Obtained
shoots along with other calluses were tested with flow cytometry and the presence of haploids
was excluded in the case of regenerated plants, since all were diploid. Only one callus tested
showed the presence of 1n and 4n cells, 2n cells were not represented. This one perspective

callus is further passaged for future cultivation.



Key Words: Phlox, Regeneration, Caulogenesis, Androgenesis, in vitro



I U7 Y T 1
P o {1 o - ol T ORIt 2
3 LIterarni FeSEISE .o 3
Plamenka Latnata (Phlox panicul@ta) ................ceveeeeiiiieeniiiiiennniiniinencisnneennsesssennes 3
3.1.1  Specifikace druhu a jeho pPEsStoVANT........ceeiviiiiiiiiiieecee e 3
3.1.2 oo TUT A1 (<X o Yo [ 1 o 1Y PSR 4
3.1.21 VI, FUJi et e st e e s e e s e bae e e e sbee e e e sbeeeeeean 4
3.1.2.2 B\ L T3 2= T =T PRSPPI 5
Obecné 0 KUIRUrACh N Vitro..........ceeiiiiiiiieeeeniiiiiiiiiiieiesiinniinesesssssssssssnnssesssssssees 5
Vyuziti fytohormonu a regulatori rostlinného rlstu .......ccceeeeereeeecciiieeenceeeeeenneeenens 5
3.1.3 AUXINY oo, 6
3.1.3.1 Kyselina indolyl-3-0Ctova (IAA) ....oceee e 7
3.1.3.2 Kyselina a-naftyloctova (NAA) ......ccee e 8
3.1.3.3 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) .....ccceeeieeeiieeeieeeceeecee e 8

K J S @1V o] 41 o Yo V2SR 9
3.14.1 6-benzyaminopPurin (BAP) .....ccueiiuie ettt sire et erre e s 9
3.1.4.2 ThidIazZUION (TDZ) ..eeeevieciieeeieeeetee et et e e ctee e sre e s e e e sta e e sbeeesraeessaeesbaeesareeans 10
3.1.5  Strucny popis a priklady vyuZziti dalSich fytohormond............ccccccveennee. 11
3.1.5.1 LCT1 o<1 =1 10| SUT SRR 11
3.1.5.2 Kyseling @abSCiSOVA .......ueiiiiiiiei e 11
Kultivace a regenerace rostlin v podminkach in vitro.........cccceeeevivveniiiiienncinnennnn. 11
3.16 Regenerace ze zaloZzenych zaKIadU.........ccueeeeeciiiiiiciiiec e, 13
3.1.7 O 1= =Y [0 =L =T RS 14
3.1.7.1 (0] o= ol o 1TSS 14
3.1.7.2 Dosavadni poznatky o organogenezi u P. paniculata ...............cccueeeecveeenns 16
3.1.8  Somatickd @MBIrYOZENEZE. ......cccccuvrvreeeee ettt e e e 18
3.1.8.1 (0] o= ol o 1TSS 18
3.1.8.2 Dosavadni poznatky o somatické embryogenezi u P. paniculata................ 19
3.1.9  ANUIOZENEZE eueeeee e ettt ettt e e e et e e e e e e e e aarraer e e e e e e s e nnnraeeeees 20
3.19.1 (0] o= ol o T TS 20
3.1.9.2 Predpoklady pro Uspésnou indukci androgeneze..........ccccoveeeecveeeeeciieeennns 21

301003 VYUBITcovrererereeeeeeeeseeeesseseeeseseseeesesseeeseeesesessesesesesseessesesesessesesesesseeesesesesesnenenes 23



3.1.94 Prasnikova kultura u Phlox drummondii ...............eeeeeeiiiiiiiiiiieiiiiieiiiiiieennn, 23

3.1.9.5 Dalsi priklady androgeNEzZE .........ueviivciiieeiiciiie ettt 24

L |V =Y o To 11 PPN 24
POUZITE VYDAVENI c.ueieeeiiieeiiiienieitenieienerteeiereenereaneerenseeressesessssssssesenssessnssessnsessansens 24
PouZité varianty regulatort rostlinného rastu a kultivaéni média ...........cccceeeeueee.. 25
4.1.1 TV Yol o T 4 =T [ - TSSO PPP 25
4.1.2 Regulatory rostlinného rlistu a jejich kombinace.......cccccccovvevcieeciieennen. 26
Stanoveni podminek KUItIVACE .....ccuvieeiiieiiieeiirieiertecereeereeneereanereeaerenneeeennesennes 28
Pokus €. 1 - liStOVE SEEMENLY ....ccuuuiiiiimniiiiiiniiiiiieniiiiiensiiiinssiiiiesssmessssssensses 29
4.1.3 Desinfekce list(l z rostlin kultivovanych ve skleniku ............cccccecuvveeennnen. 29
414 Prvni €ast POKUSU- SCrEENINEG ...cceevuvieeeiiiiieee et cetee e e e s 29
4.1.5 DU o F- Tt 1yl o To | (U U [ USSP 30
Pokus €. 2 - KOFENOVE SEEMENTY ....cceuurreenireenereencereancerenerenseeressesenssesenseessnsessnnnens 31
4.1.6  Pruni Cast POKUSU = SCrEENINE ...ccceiuvrieieeiiieee et et e e e e 31
4.1.7 Druh@ Cast POKUSU ...eviieeeiieeiciiiee ettt et e e e e e 32
POKUS €. 3 - KalUSY..ciieeeiiiiiiniiiiiiniiiiieneciiiennnieitennseessenssesssennsssssssnsssssssnnssssssannnns 33
Pokus €. 4 - NOdAINI SEEMENTY ...cccuiieeriiieeiiiiierreeireaeerenerenseeresnerenserenseessnsessnnnens 34
POKUS €. 5 - OKVEENI lIStKY .ecuuueiiiiiniiiiiiiiiiiiiiicicireec e renee e rsenese s s ennssesssennnes 34
4.1.8 Desinfekce okvetnich listkl .........cccveveiiieeiieecciee e 35
Pokus €. 6 - nezralé prasniky, androgeneze..........cccccccirieeeiiiiiineciiiienncienneencennennne 35
4.1.9 Stanoveni optimalni zralosti prasnik( a velikosti poupat pro odbér........ 35
4.1.10 Odbér a desinfekce prasSnikl .........cccoeeeeeiiiiieeciiiee e 36
4.1.11 Indukce tvorby kalusu a ndsledna multiplikace........ccccccoeveevivveeeeeeeniiennn, 36
4.1.12 Regenerace VWhONU .....cccuuiieiiiiiee ettt e 37
4.1.13 Testovani ploidie regenerant(i - pritokova cytometrie .........cccuveeenneeen. 37
Metodika zpracovani VYSIEdKU ..........ccceeeirieemmnnieiiiiiiieeennnncieeeeereeeeennnseseeeeeseeennnns 38
LI YAV [T | 39
POKUS €. 1 - liStOVE SEEMENTY ...ceennrieenriennerennerennerteancerenerenseernssesensessnsesssnsessnnnens 39
5.1.1 Pruni €ast - SCrEENING ..o e e e e e e e 39
5.1.2 DrUNQ CASt . eeeiiieieecieeee ettt 44
Pokus €. 2 - KOFENOVE SEZMENTY ......ccceeeniiiiiinniiiieenieiriennceerennneeneennssessennssssssennnns 47
5.1.3 Pruni €St - SCrEENING ....ceicttrrieeiee ettt e e e seebareeee e e e e e e eannes 47
514 BT UT =T o= 1 AP UEURRN 51
POKUS €. 3 = KAUSY...ceeuiirenieienirtenierennertennerensereeneerennceressesensesssssesenssessnssssnsssnnnene 55
Pokus €. 4 - N0dalni SEEMENTY ....cccciiiiiiuiiiiiiniiiiiiniiiiireniiireeenreasssneanssssenenes 57
POKUS €. 5 - OKVEENT lISTKY ..ueveunireenirennirienereenieteeneereeeerenerenncernnnerenserensesssnsessannens 60

5.1.5 Desinfekce OKVEENICH HSTKU .ovvveereee ettt e e e aeeees 60



Pokus €. 6 - prasniky, androgeneze...........ccveueeiiiirenniiiiieniiiiinnniinineneens 60

5.1.6  Ovéreni optimalni zralosti prasnik( a poupat .......ccccceeevviveeivciieeeeeieen. 60
5.1.7 DesinfekCe POUPAL ...ciiiiiiiieice e 61
5.1.8 Indukce tvorby KalusU.........vvvvieieeiceee e 62
5.1.9 Multiplikace kalust a indukce organogeneze.........cccoceevvveevceeecreeennnenn, 62
5.1.10 Testovani ploidie regenerantl........cccccccueeeeieiieeeeeiiiiee e 65

LS 1] (T - 67
A - 1 - PRIt 74
2 [ o 1= 75
INtErNEtOVE ZArOje...ccuuuuiiiieeiiiiiiiiiiireicce e s s renee s s sennsessssnnsssssennssssssannnns 78

9 Seznam PouZitych zKratek ........cceeuueiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiirr e 79






1 Uvod

Plamenka latnata (Phlox paniculata) je znama a oblibend trvalka z celedi
Polemoniacea, ktera je velmi rozsifena v sadovnictvi. Za dobu co je tento druh v kultufe, bylo
vys$lechténo velké mnozstvi odrid, které je ovSem nutné mnozit pouze vegetativni cestou.
Nékteré¢ odrudy velice Spatné tvoii semena a i ty které je tvoii relativné normalné se jimi
mnozi pouze s cilem Slechténi a selekce zajimavych fenotypi. Tyto odridy totiz
v generativnim potomstvu vyrazné Stépi a ztraci své definované a pozadované vlastnosti. Je
tedy na misté rozvijet efektivni techniky vegetativniho mnozeni in vitro, které poskytuji
vyrazné vyssi mnozitelsky koeficient nez bézné pouzivané metody jako je dé€leni trsi nebo
tizkovani, na které je preci jen potieba veétsi ¢ast vyhonu.

Explantatové kultury nachazi vyuziti pii velice intenzivnim mnozeni mnoha druhii
okrasnych, ale predev§im hospodaisky vyznamnych rostlin. V tomto mnozeni je predevsim
vyuzito riznych forem organogeneze z nichz nejvyznamnéjsi je kaulogeneze - tvorba vyhont,
ale organogenezi mohou vznikat i jiné orgdny a ¢asti rostlin, které maji mnoho riznych
vyuziti. Dal$i moznosti je somatickd embryogeneze ve které je indukovana tvorba
somatickych embryi z rtiznych zdrojovych explantat, tyto embrya mohou byt vyuzita
napiiklad k vyrob¢ syntetickych semen.

In vitro kultury ale maji své uplatnéni také ve Slechtitelstvi, kde umoziuji selekci
a praci s mutacemi nebo napiiklad zisk haploidnich a polyploidnich jedinct. Haploidni
rostliny vzniklé procesem androgeneze nebo gynogeneze slouzi ke studijnim ucelim, ale
predev§im jako cenny Slechtitelsky materidl, protoze jejich diploidizaci vznikaji takzvané
dihaploidni rostliny, které jsou kompletn€ homozygotni. Dal§i z mnoha vyuZiti rostlinnych
explantatd kultivovanych in vitro je napfiklad uchovani cenného genetického materialu v

genovych bankach.



2 Cil prace

Cilem prace je experimentalni testovani ruznych regulatori rostlinného ristu a jejich
kombinaci na 6 typu explantati plamenky latnaté (P. paniculata) a mapovani naslednych
reakci se zaméfenim na efektivni mnozeni nebo ziskani materialu s perspektivou vyuziti ve

Slechténi.

Testovana hypotéza:
U druhu plamenka latnaté je v podminkach in vitro mozno diky totipotenci rostlinnych bunék
dosadhnout regenerace novych rostlin pfi pouziti libovolného organu nebo casti donorové

rostliny.



3 Literdrni reSerse

Plamenka Latnata (Phlox paniculata)

3.1.1  Specifikace druhu a jeho péstovani

Plamenku latnatou (Phlox paniculata, syn. P. decussata) popisuji Golovkin a kol.
(1986), Rice (2006) a Brickell (2008) a jako jednu z nejoblibenéjSich zahradnich trvalek
s vrcholem kveteni v 1été. Pochazi z vychodni ¢asti USA, kde roste na vlhkych a urodnych
ficnich naplaveninach. Vyznacuje se tvorbou trst, jednotlivé stonky jsou nevétvené, tuhé,
ptimé a olisténé po celé délce. V zavislosti na odridé dortstaji 60 - 120 (150) cm. Listy
vyrustaji vstiicné, jsou pfisedlé, kopinaté az dlouze kopinaté a dosahuji velikosti 5 - 15 cm.
Kvete od 1éta do brzkého podzimu, jednotlivé kvéty jsou velké 1,5 - 5 cm, vonné, maji
dlouhou trubku rozvijejici se do péti plochych korunnich platki a tvofi velmi bohata
vrcholova kvétenstvi typu lata, kterd jsou ¢asto doplnéna mensimi latami vyristajicimi z pazdi
listd v horni €asti rostliny. Také diky tomu mohou kvést i déle nez 5 tydnl. Intenzivnim
Slechténim zahradnich plamének bylo ziskdno velké spektrum barev kvéth od snéhové bilé,
ruzové a fialové az po oranzové a Cervené. V soucasném sortimentu je také velké mnozstvi
vicebarevnych a panaSovanych odrid. Matiska (2009) uvadi, Ze soucasné odridy jsou Casto
potomky kftizeni vice druhd rodu Phlox - P. paniculata, P. maculata a P. carolina. Dle
Meyera (1944) ma P. paniculata v zakladu 14 chromozomu (2n), ale nékteré, prevazné starsi
odridy obsahuji navic ve svém karyotypu i 1-10 chromozomovych fragmentd. To mize byt
pri¢inou Spatné tvorby semen u n€kterych odrud.

Jejich stanoviStni adaptabilita je ohromna a souvisi zfejmé i1 s velkym genetickym
potencidlem. Obecné jim vyhovuje kazdd bézna zahradni plda, spiSe vlhéi, bohatd na humus
a dostate¢né oslunéné stanovisté ¢i polostin. Plamenky nemayji pfili§ rady vysoké letni teploty
spojen¢ s upalem. V teplejSich polohach davaji pfednost pfistinénym stanovistim i kdyz na
plném slunci také po urcitou dobu porostou. Pokud plamenkdm vyhovuje vybrané misto,
vydrzi tam bez vétSiho oSetfovani po dlouhou dobu. Nepotiebuji piihnojovani, i kdyz
zahradni kompost jim vZdy ud¢la dobfe. Po Ctyfech az osmi letech na stanovisti je dobré trs
brzy na jafe cely vyjmout, rozdélit a opét vysadit (Matiska, 2005).

Okrasné odridy P. paniculata je nutné mnozit vegetativné, aby byl zachovan jejich

charakter, Matiska (2005) proto doporucuje déleni trsit a ptipadné bylinné nebo kofenové



fizky. Dal$i moznosti je pak mnozeni in vitro, které popsali napiiklad Declerk and Korban
(1995) a Fraga et al. (2004).

Safrankova (2006) uvadi jako nej¢astéjsi choroby plamenek hlavné ty houbové jako
je padli Erysiphe magnicellulata (syn. E. cichoracearum) a Sphaerotheca fusca
(syn. S. fuliginea), askochytové (Ascochyta phlogis) a septoriové (Septoria phlogis) listové
skvrnitosti a Verticillium albo-atrum napadajici stonky, dale se mohou objevit viry
a fytoplasmy. Ze Skadct jsou nejvyznamnéjsi had’atka (Ditylenchus dipsaci), které zptisobuji
deformace stonkt a listt a Bohm (1991) zminuje, ze takto napadené rostliny je tfeba vykopat

a spalit.

Obr. 1: odrtda "Fuji’
Hartmut Rieger [cit. 2017-02-11]

3.1.2 Pouzité odrudy

3.1.2.1 ‘Mt Fujit

Anonym [cit. 2017-02-11] a Reiger [cit.
2017-02-11] ji popisuji jako wvelice otuzilou
a odolnou odridu doristajici vysky 90 - 130 cm.
Kvétenstvi jsou pyramidalni, slozena z Cisté bilych
kvéta velikosti zhruba 2,5 - 3 cm. Kvete pomérné
dlouho - od cCervence do zafi. Jedna se o starsi
plamenku, Slechtitel ani rok vzniku nejsou uvedeny.
Matiska (2009) k ni uvadi, Ze existuji domnénky, ze
by se mohlo jednat o pfirodni varietu P. paniculata

var. amplifolia a také zminuje jeji vynikajici

odolnost a vitalitu. Casto se uvadi nazvy 'Fujiyama’, [ReEupms Rieger

‘Mt. Fujiyama' nebo 'Mount Fujiyama'.



3.1.22 'Miss Pepper Obr. 2: odriida 'Miss Pepper’

. . .. Hartmut Rieger [cit. 2017-02-11]
Podle Anonym [cit. 2017-02-11] a Reigera [cit.

2017-02-11] jde o odriidu vyslechténou G. Bartelsem
v roce 1992. Tvofti kompaktni trsy a dortsta vysky 90 -
120 cm. Kvétenstvi jsou vyrazné vétvend a slozena
z ruzovych kvéth s tmavym cervenorizovym okem,
kvéty dosahuji priméru 2 - 2,5 cm. Kvete v Cervenci
a srpnu.

Z prace Matisky (2009) vyplyva, ze obé tyto
pouzité¢ odridy vytvaii kli¢iva semena pomérné dobie

a potomstvo je variabilni.

Obecné o kulturach in vitro

© Hartmut Rieger

Zakladni informace o kulturach rostlinnych
explantati v podminkéach in vitro byly dostateén& vysvétleny v bakaldiské praci - Sasek
(2015), na kterou je zde volné¢ navazano. Tyto teoretické zaklady zde jiz nebudou vice
rozvedeny (teorie totipotence rostlinné bunky, prace ve sterilnich podminkach a nutnost
odvozeni aseptickych kultur, popis nezbytného vybaveni jako je autokldv nebo flowbox,

popis kultivacnich médii a tak dale). Zde jsou jiz brany jako samoziejmé.

Vyuziti fytohormonii a reguldtori rostlinného ristu

V této ¢asti budou vice popsany pouze fytohormony a regulatory rostlinného rustu
(dale souhrnné oznaceno jako RRR) pouzité v praktické Casti prace a spadajici do dvou
zakladnich skupin - auxiny a cytokininy. V nékterych publikacich k explantatovym kulturam
byly pouzity i dal$i, napiiklad gibereliny a kyselina abscisova, nekteré tyto ptiklady jsou
velmi stru¢né zminény na konci kapitoly. Uloha nativnich fytohormond vyskytujicich se
v donorovych rostlinach a explantatech a jejich pusobeni na vyvoj a ovlivnéni regeneracni
schopnosti je nezpochybnitelnd, v této praci jiz ale nebyl prostor pro mapovani téchto efekti
a proto jim neni vénovana pozornost.

Diilezité také je, Ze auxiny a cytokininy jsou sice odliSné skupiny latek s rGznymi
mechanismy ucinku, ale velka vétSina efektl v kulturach in vitro je podminéna pouzitim

jejich presné kombinace, krom¢ toho také Gaspar et. al. (1996) upiesnuji, ze koncentrace



a zvolené fytohormony se vyrazné li§i podle druhu rostliny, kultiva¢nich podminek,
pozadované reakce, formy fytohormont, a podobné. Uz Skoog and Miller (1957) pozorovali
velmi odlisnou odezvu explantati na rizné poméry auxinu a cytokininu - nadbytek auxinu
ved| k ristu kofenti, nadbytek cytokininu k tvorbé pryt a vyrovnana koncentrace zptsobila
rust nediferencovaného kalusu. Novak (1990) dodava, Ze toto pravidlo ma obecnéjsi platnost
hlavné u dvoudéloznych rostlin, pro jednod€lozné je principem organogeneze spise snizeni

koncentrace auxinu, respektive jeho vynechani (zvlasté pokus jde o vysoce ucinné 2,4-D).

Tabulka ¢.1: Prehled pouzivanych RRR a doporucena rozpoustédla
Bhojwani and Dantu (2013)

Growth Regulator Abbreviation MW, Solvent
[ndole-3-acetic acid 1AA 1752 Ethanolfl N NaOH
[ndole-3-butync acid 1BA 2032 Ethanolfl N NaOH
2 4-Dichlorophenox yacetic acid 24D 22104 Ethanolfl N NaOH
z-MNaphthalene acetic acid Naa 1862 Ethanolfl N NaOH
Waphthoxyacetic acid NOA 2022 I W MNaOH
2 4 5-Trnchlorophenoxyacetic acid 24 5T 3555 Ethanol
para-Chlorophenoxvacetic acid p-CPA 100.59 Ethanol
4-Amino-3.5, 6-tricholoro. pyridinecarboxylic acid Picloram 2415 Acetone
3.6-Dichloro-o-anisic acid Dicamba 221 EthanolfAcetone
fi-{Furfurylamino)-purine (kinetin) KIN 2152 dil HCW N NaOH
fi-{Benzylamino)-purine BAP 3253 1 W MNaOH
2Isopentiny | -adenine hP 32 1 W MaOH
b-{4-Hydroxy-3-methylbut-2-enylamino}-purine (Zeatin) ZEA 2192 dil HCI1 MNaOH
I-Phenyl-3-(1.2 3-thiadiazol-5-ylj-urea (thiadiazuron) TDE 2203 DRSO
fi-{3-Hydroxybenzylamino)-purine mT 24326 I M NaOH
Gribberellic acid GAg b4 Water
Abscisic acid ABA 26431 I N NaOH
Tri-iodo benzoic acid TIBA 499 81 1 N NalDH
Phloroglucinol PG 12611 Ethanolfwater
3.1.3 Auxiny

Prochazka a kol. (1997) a Beyl (2011) uvadi, Zze vSechny znamé latky vykazujici
auxinovou aktivitu jsou slabé organické kyseliny vyznacujici se pfitomnosti indolového nebo
aromatického kruhového systému ve specifické vzdalenosti od karboxylové skupiny. Dle
Prochazky a kol. (1997) a Bhojwani and Dantu (2013) jsou velmi $patné rozpustné ve vod¢ a
pro piipravu zasobnich roztoki je tedy nutné je nejdiive rozpustit bud

v organickém rozpoustédle nebo ve vodném alkalickém prostfedi a nasledné nafedit vodou.



Protoze auxiny maji spiSe stimulacni efekt, ptidavaji se podle Kovace (1995), Prochazky

a kol. (1997) a Bhojwani and Dantu (2013) do kultiva¢nich médii pro stimulaci dlouzivého

ristu bunék, jejich déleni, tvorbu kalusu, diferenciaci a dale indukci organogeneze, somatické

embryogeneze a rhizogeneze. K stimulaci zakofenovani fizkti se pouzivaji i mimo kultury in

vitro - jako nejvyhodnéj$i pro toto vyuziti uvadi Prochazka a kol. (1997) kyselinu

a-naftylotvou (NAA) a kyselinu indolyl-3-maselnou (IBA).

3.1.3.1 Kyselina indolyl-3-octova (IAA)

Kovac (1995) a Prochazka a kol. (1997)
popisuji IAA jako nejdéle znamy auxin. Je piirodni,
jeji tloha v rostlindch je velice dobte prostudovéna a
v explantatovych kulturach je Siroce vyuzivana i ptes
to, ze je pravdépodobné nejméné stala a snadno
dekarboxyluje. jeji rozklad je wvyrazné urychlen
svétlem a hlavné UV zafenim. Proto se doporucuje
Castéji obnovovat zasobni roztok. Bhojwani and
Dantu (2013) doporucuji pro rozpousténi roztok
NaOH nebo fedény ethanol. Beyl (2011) oznacuje
IAA jako relativné slaby auxin, pfekonavaji ho
stalejsi syntetické.

U P. paniculata pouzili Jain et al. (2002)
2 mg. ™" IAA v kombinaci s 0,5 mg.|™ BAP ke
stimulaci rustu kalusu a nasledné v odlisném poméru
k zahajeni somatické embryogeneze.

V naslednych pokusech se ovSem touto kombinaci

nezdafilo indukovat ani tvorbu kalusu (Matiska a

Obr. 3: chemicka struktura
pouzitych auxind
Beyl (2011)
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Vejsadova (2007) a Sasek (2015)) a tento postup se tedy nepodatilo potvrdit. Podle Matisky a
Vejsadové (2007) a Matisky (2009) pfidani IAA k TDZ u plamenky vyrazné zlepsilo

organogenezi.



3.1.3.2 Kyselina a-naftyloctova (NAA)

Prochazka a kol. (1997) kyselinu a-naftyloctovou fadi mezi syntetické auxiny spadajici do
kategorie naftalenovych kyselin, chemicko-fyzikalni vlastnosti jsou podobné IAA, ale jde o
latku stalou. V explantatovych kulturdch se podle Bhojwani and Dantu (2013) nejéastéji
pouziva pro zakofenovani rostlin nebo jejich ¢asti a v kombinaci s cytokininem pro rist
vyhoni.

V prasnikové kultuie P. drummondii pouzili NAA v kombinaci s BAP k multiplikaci
ziskanych kalusii Radzan et al. (2008). Fraga et al. (2004) navrhuji vyziti NAA + BAP u P.
paniculata pro indukci organogeneze z listovych explantatd, ale pouze v nizké koncentraci
(0,1 mg. I'Y), jelikoZ vyssi koncentrace (0,5 mg. I a vice) NAA v médiu m4 silny inhibiéni
vliv na tvorbu vyhonti. Matiska a Vejsadova (2007) mimo jiné testovali vliv vyssi
koncentrace NAA v kombinaci s cytokininy na organogenezi u listovych segmentd odriidy
'Fuji'. NAA méla v tomto pokusu jednoznaéné negativni vliv - kombinace 2 mg. I'* NAA s
0,5 mg. I'* BAP indukovala riist vyhonil u necelé desetiny explantatii, varianta s 0,5 mg. 1™
TDZ stimulovala pouze rast drobivého kalusu bez nésledné organogeneze. To odpovida
vysledkiim které¢ ziskal Matiska (2009) - NAA indukuje hlavné rist kalusu a kofent

(rhizogenezi), vliv na organogenezi je negativni.

3.1.3.3 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)

Jedna se o staly auxin, ktery spada mezi chlorfenoxykyseliny (Prochazka a kol., 1997).
Moore (1979) uvadi, Ze jde o jeden z prvnich selektivnich herbicidl slouzicich k likvidaci
dvoudéloznych rostlin. 'V explantatovych kulturach je to velice G¢inny regulator rastu, Jha
and Gosh (2005) ho oznacuji za pravdépodobné nejsilngjsi bézné pouzivany auxin. Podle
Bhojwani and Dantu (2013) se nejcastéji pouziva k vyvolani ristu kalusu a nebo k vyvolani
somatické embryogeneze. Vhodnost pouZiti pro vyvolani tvorby kalusu je v souladu s
tvrzenim Prochdzky a kol. (1998), ktefi zminuji, Ze 2,4-D casto indukuje rist kalusu atoiv
kombinaci s cytokininem, kterd by méla zplisobovat odliSnou reakci. Novak (1990) dodava,
ze 2,4-D je také vyznamnym regulatorem pouzivanym u jednod€loznych rostlin, které na jeho
prasnikd (androgenezi), pouzili ho naptiklad Radzan et al. (2008) u Phlox drummondii a Jia et
al. (2014) u Primula forbesii. Kova¢ (1995) ovSem dodava, Ze vysoka koncentrace 2,4-D

muze vést k potlaceni morfogenetické aktivity.



U P. paniculata osvéd¢ilo médium obsahujici 1-2 mg. I+ 2,4-D a 0,5 mg. I"* BAP pro
indukci somatické embryogeneze z listovych segmentii (Sasek, 2015). Kombinace 2,4-D +
BAP odpovida vysledkiim které publikovali Vejsadova a kol. (2016).

3.1.4 Cytokininy

Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormonti vyznacujici se schopnosti stimulovat v
pfitomnosti auxinu bunééné deleni nékterych rostlinnych tkanovych kultur. Vykazuji dalsi
biologické ucCinky, z nichz zejména regulace organogeneze a regenerace rostlin ma znacny
vyznam Vv biotechnologickych aplikacich. Pfirozené cytokininy jsou derivaty adeninu
substituované v poloze N-6 (Prochédzka a kol., 1997).

Nékteré aromatické derivaty mocoviny a thiomocoviny jsou vysoce aktivni v
biotestech na cytokininy. Nejaktivngjsi  jsou N,N'-difenylmocovina, N-fenyl-N'-
pyridylmocovina, tidiazuron a jejich derivaty. Tyto syntetické latky maji podobnou strukturu
jako izoprenoidni cytokininy a jsou proto rozeznavany stejnymi vazebnymi misty (Prochdzka
a kol., 1998). Bhojwani and Dantu (2013) dodavaji, ze v tkanovych kulturach slouzi hlavné
ke spusténi déleni bunék, indukci rustu adventivnich vyhoni z kalusii a organt a poruseni
auxinem zpusobené apikalni dominance, které vede k prorastani axilarnich pupeni. Pro
piipravu kultiva¢nich médii se rozpousti v kyselych a alkalickych vodnych roztocich nebo

dimethylsulfoxidu (DMSO).
Obr. 4: chemicka struktura

3.1.4.1 6-benzyaminopurin (BAP) BAP
Beyl (2011)

Dle Kovace (1995), Prochazky a kol. (1997) a Beyl

(2011) jde o jeden z nejcastéji pouzivanych cytokinind v

explantatovych kulturach, hned vedle Kkinetinu (KIN) a NH
thidiazuronu (TDZ). Kovac¢ (1995) dodava, ze se jedna se o N=

stalou pfirodni latku rozpustnou v zfedénych roztocich HCI a <?Q / ,BN
NaOH, coz potvrzuji Bhojwani and Dantu (2013). Beyl (2011) H

zminuje vyuziti BAP pro stimutaci rdstu vyhont a tvorbu Benzyladenine (BA)

kalusu. 6-benzylaminopurine

Declerk and Korban (1995) zminuji vhodnost pouziti velmi nizké koncentrace BAP
(0,113 mg. I'") spolu s TAA k vyvolani organogeneze z listovych segmentii plamenky latnaté,

jelikoZz tato kombinace dosahovala nejvétsiho zisku vyhont, nemensi tvorby kalusu a nejnizsi



hyperhydratace (vitrifikace) regenerantti. Vyssi koncentrace BAP byly také testovany a jejich
pouziti sice zdanlivé vedlo k vétsi tvorbé vyhonii, ty ale nasledné¢ vinou zminéné
hyperhydratace nepokracovaly ve vyvoji a nebyly pouzitelné.

Jak jiz bylo zminéno u IAA, Jain et al.

Obr. 5: TDZ, Beyl (2011)
(2002) pouzili u plamenky BAP s IAA ke

stimulaci tvorby kalusu a nasledné somatické &1 0
. . N
embryogenezi. Fraga et al. (2004) dosahli ~
yog g (2004) < NHlJ\NH
organogeneze u raznych typt explantatd P.
paniculata pfi pouziti samostatného BAP a
kombinace BAP + NAA. Tyto poznatky se ovSem

¢asteén¢ neshoduji s vysledky které ziskali i —
ICIaZuron

Matiska a Vejsadové (2007) a Matiska (2009). V N-phEl‘lﬂ-N .-I.2,3-Thiﬂﬂi3ﬂ|—5-}"|ulEE

téchto pracich je pozitivni vliv BAP na explantaty

plamenky zpochybnén.

3.1.4.2 Thidiazuron (TDZ)

Murthy et al. (1998) popisuji TDZ jako substituovanou slouc¢eninu fenylmocoviny,
ktera byla ptivodné vyvinuta pro mechanizovanou sklizen bavlny, ale v nedavné dobé se
ukdzala jako velice uc¢inny regulator morfogeneze v tkanovych kulturach mnoha druhi rostlin.
TDZ vykazuje unikatni cytokininovy i auxinovy efekt a vyuZiva se pro celou fadu cilii od
tvorby kalusu po somatickou embryogenezi. Chemicky neodpovida auxiniim ani purinovym
cytokininim a mechanismus U¢inku zatim neni zcela uspokojivé znam.

Declerk and Korban (1995) u plamenky pouziti TDZ piili§ nedoporucuji z divodu
ptilisného rustu kalusu potlacujiciho organogenezi. OvSsem v pokusech, které provedli
Matiska a Vejsadova (2007) a Matiska (2009) se TDZ projevil jako nejefektivnéjsi cytokinin
jak pro indukci tvorby kalusu tak i pro organogenezi u P. paniculata. Pti pouziti samotného
TDZ byla pozorovana i tvorba somatickych embryi. Jeho cytokininovy i auxinovy efekt byl
potvrzen tvorbou kalusii a naslednou regeneraci i kdyz byl v kultivaénim médiu pouZit

samostatné.
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3.1.5 Struény popis a priklady vyuZiti dalSich fytohormont
3.1.5.1 Gibereliny

Gibereliny chemicky patii do skupiny terpent. VSechny gibereliny jsou slabé
organické kyseliny; jsou to bilé krystalické latky, Spatné rozpustné ve vod¢ a dobie rozpustné
v organickych rozpoustédlech ¢i mirn€ alkalickych vodnych roztocich. Gibereliny jsou latky
stabilni; nedoporucuje se je vSak autoklavovat - do sterilnich médii se piidavaji pies
bakterialni filtr (Prochazka a kol., 1997). Déle Prochazka a kol. (1997) zminuji, Ze gibereliny
jsou lipofilniho charakteru a fadi se spise ke stimula¢nim fytohormontim.

Jha and Gosh (2005) déle uvadi, Ze je znamo asi 90 giberelini a nejCastejsi z nich je
GA3. V zZivnych médiich nejsou pfili§ vyuzivany, jejich hlavni ucinky v explantatovych
kulturach jsou stimulace prodluzovani vyhont, formovani cibulek a hliz a dozravani embryi,
ale také mohou inhibovat rtst kalusu a kotfent.

Gibereliny u plamenky pouzili naptiklad Schnabelrauch and Sink (1979), zkoumali
moznosti in vitro propagace P. subulata a P. paniculata s vyuzitim 3 - 5 mm dlouhych
explantatd z vyhont.. Pouzili MS médium, vitaminy podle Nitsche, 5 mg. ™" BAP , 40 mg. I™*
adenin-sulfatu a 3,5 x 10~ mg. ™" GA3. Zmifji, e piitomnost GA3 byla esencialni pro

prodluzovani axilarnich pupent.

3.1.5.2 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je seskviterpen s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou ¢asti
v molekule. Miize se vyskytovat ve formé nekolika izomerti; fyziologicky aktivni je vyhradné
jeji (+)-S-izomer. Vétsina chemickych zmén v molekule kyseliny abscisové vede ke znacné
redukci az ztraté aktivity. Vyjimkou jsou epoxyslouceniny s vysokou aktivitou - takovou
latkou je xantoxin, pfimy prekurzor kyseliny abscisové (Prochazka a kol.,1998).

Kovac¢ (1995) a Jha and Gosh (2005) uvadéji, Ze v in vitro kulturach se vyuziva jeji
inhibi¢ni vliv - pouzZiva se k dozravani somatickych embryi, potlaeni pred¢asného kliceni a

také k inhibici ristu pryti.

Kultivace a regenerace rostlin v podminkach in vitro

Kultivaci rostlin nebo jejich ¢asti (explantatt) v podminkach in vitro je mozno pro
prehlednost délit do rliznych kategorii. Rozdéleni vychdzejici z publikaci Prochézky a kol.

(1997, 1998) nejprve vymezuje zda jde o regeneraci (rust a dals$i vyvoj) organt, které jiz byly
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zalozeny na donorové rostling, nebo o jejich tvorbu de novo. Pfi regeneraci z jiz zalozenych
zéklada je pouze stimulovan jejich vyvoj a ve vétSin€ pripadi je také urychlen. Do této
kategorie spada predevsim kultivace meristémti, pupenti a podobné. V tomto ptipadé dochazi
pouze k intenzivngj$imu prorustani organt, které by diive ¢i pozd&ji byly, nebo mohly byt,
vytvofeny i pii béznych podminkach u daného druhu. V piipadé regenerace de novo museji
jednotlivé buiikky nebo cela pletiva explantatu nejdiive projit dediferenciaci. Novak (1990) ji
popisuje jako proces, pii kterém jiz diferencované buiky revertuji zpét do meristematického
stavu, tim je nastartovan jejich dalsi, vice ¢i méné, pfirozeny rist a vyvoj. Tyto bunky
nasledné zpétné diferencuji a vytvaii nova pletiva a organy - a to bud’ pfimo (diferenciace
pfima) a nebo nepiimo, kdy nejprve vzniké kalus a teprve na ném mohou byt regenerovany
organizované struktury.

Dle Bhojwani and Dantu (2013) je kalus zvlastnim typem parenchymatického pletiva,
obsahujiciho meristematicka centra. Postrada jakékoliv organizované struktury, ale ¢asto byva
v priibéhu ristu pozorovana postupnd lokalni diferenciace - vétSinou vznikaji ohranicené
trachedlni elementy. Kalus je také ve vétsiné pripadi slozen z vice typt bunék, tato
heterogenita je zpisobena nejcastéji jeho ptivodem v mnohobunééném explantatu, ktery byl
sloZzen z riznych typtl pletiv a také kultivaénimi podminkami. Vysledkem toho je mnozstvi
ruznych typi kalust, které mohou byt izolovany i1 z jediného explantitu. Ty se pak lisi
konzistenci, barvou, obsahem vody, chemosyntetickym a regeneraénim potencidlem a tak
dale. Novak (1990) zminuje, ze se takika vzdy jedna o nestejnorody systém slozeny z bunck
rizného stupné diferenciace a tim padem s rtiznou morfogenetickou kompetenci a riznou
reakci na morfogenni exogenni signal.

Dulezitym jevem pii in vitro regeneraci rostlin de novo je somaklonalni variabilita,
Novak (1990) a Bhojwani and Dantu (2013) ji popisuji jako fenotypovou variabilitu
vegetativné vzniklych rostlin, které byly regenerovany =z explantatl, které proSly
dediferenciaci. Tyto zmé&ny mohou, ale nemusi byt dédicné a maji plivod v cytologické
nestabilit¢ dediferencovanych bunék a kalusii a v abnormalitach pfirozenych regulacnich
mechanismt. Dédicna somaticka variabilita ma pivod v karyologickych zménach,
strukturnich zménéch na chromozomech, a podobné, ta nedédi¢na pak naptiklad ve zméné na
urovni exprese genll. Matiska (2009) napiiklad pozoroval v n€kolika ptipadech somaklonalni
variabilitu u regeneranti P. paniculala, tyto fenotypové odchylky byly ovSem postupem ¢asu

potlaceny a rostliny se vracely do piivodni podoby (abnormalni vyhony postupem c¢asu z trst
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uplné¢ vymizely a byly nahrazeny vyhony typickymi pro danou odrtdu, které obrazely z
kotfenll). Domniva se tedy, ze plamenka latnatd k tomuto jevu neni ptili§ nachylna.

Prochazka (1997,1998) a Novak (1990) uvadi dvé zakladni cesty vyvoje struktur na
explantatu de novo: organogenezi a somatickou embryogenezi, zvlastnim ptipadem je pak
regenerace haploidnich pletiv, organti a ve vysledku celych rostlin v procesu androgeneze
a gynogeneze.

Terminem organogeneze muze byt ovSem oznacena jakakoliv tvorba a rist organi, at’
uz z existujicich zakladi, nebo zakladd vzniklych az v prubéhu kultivace, tedy de novo. V této
praci je ovSem vhledem k piehlednosti a rozd€leni pokust pouzito ¢lenéni na regeneraci ze
zalozenych zakladl, organogenezi, somatickou embryogenezi a haploidni kultury (v tomto
ptipadé androgenezi).

Vyznamné je také, Ze rostlinné bunky a explantaty postupem ¢asu pii kultivaci in vitro
ztraci regeneraéni a morfogeneticky potencial, Gahan and George (2008) uvadi napiiklad
zménu citlivosti k RRR nebo postupnou zménu regenerovanych organii, coz vysvétluje
zménou genoveé exprese a/nebo zménou endogenni syntézy fytohormont.

Gahan and George (2008) také zdaraznuji ze regeneracni potencial explantatd
ovliviiuje celd fada faktord - je ovlivnén geneticky (rozdily nejen mezi druhy ale 1 mezi
odridami), vyvojovym stadiem explantatu (mladsi regeneruji 1épe), riistovou fazi donorové
rostliny (rizné koncentrace endogennich fytohormont), typem explantatu (u riznych druhd
jsou v ramci organti rizné regeneracni potencialy), kultivaénimi podminkami (vyziva,

stresové piisobeni, regulatory rostlinného riistu), a tak dale.

3.1.6  Regenerace ze zaloZenych zakladi

Tyto metody jsou nejstarsi a nejjednodussi formou kultivace in vito, ¢asto nevyzaduji
pfitomnost RRR v kultivaénim médiu a také poskytuji geneticky stabilni regenerované
rostliny - Novak (1990) to odvozuje absenci dediferenciace v procesu kultivace. Prakticky
jedina variabilita regenerantd muze tedy souviset s jiz existujici nebo nové vzniklou mutaci v
meristému explantatu.

V tomto pifipadé jsou tedy nejcastéji pouzivanymi explantaty izolované apikalni
meristémy, nodalni segmenty s jiZ zalozenymi pupeny a nebo rizné velké ¢asti vyhont s

pupeny. D4 se tedy oznacit za modifikované fizkovani s vétsi vytéznosti.
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Fraga et al. (2004) popsali vyuziti jednonodalnich stonkovych segmenti pro
multiplikaci plamenky (konkrétné odrad 'Blue Boy', 'Orange Perfection' a 'Starfire'). Jako
explantaty byly pouzity segmenty z hornich 7 pater donorovych rostlin kultivovanych ve
skleniku. Byl testovan vliv slozeni kultivacnich médii (MS a K médium + 3 % glukdzy)
a ucinek RRR na miru regenerace, ziskany pocet vyhonii a jejich velikost. NejlepSich
vysledki bylo dosazeno u odridy 'Blue Boy' variantou MS médium + 1 mg. I BAP a to
100% regenerace s prumérem 14,7 vyhonu na explantat a 4,7 nodu na vyhon, nasleduje 2,5
mg. ™" BAP se 70% regenerace, pramérem 10,7 vyhonu a 4,4 nodd. Dobrych vysledki
dosahovala
i varianta bez RRR - 60 % reg. a pramér 9,7 vyhonu a 4 nodt. Zbyvajici dvé odrudy mély
hor$i mnoZitelsky potencial, u 'Starfire' regenerovalo 100% noda s primérem 4,7 vyhonu a
3,4 nodt pii pouziti MS + 2.5 mg. |- BAP a 80% s pramérem 4,6 vyhonu a 5,1 nodu u MS +
2,5 mg. I BAP + 0,05 mg.I”" NAA. Nejmensi vytéZnost byla pozorovana u 'Orange
Perfection', zde bylo dosazeno maximalni miry regenerace 60% s pramérem 1,7 vyhonu a 1,8
nodu u MS + 2,5 mg. I"* BAP, nejvice vyhont (pramérné 2,5, ovem pouze s 1,0 nodu 40%
reg.) pak na MS + 5 mg. 1™ BAP + 0,05 mg. | NAA. P¥tomnost vétstho mnoZstvi NAA
(vice nez 0,1 mg.1™) byla nevhodnd a také pouziti K média se neosvédéilo - bylo sice
dosazeno vys$si miry regenerace, ale pocet ziskanych vyhont vyrazné¢ zaostaval a autofi také
zminuji horsi vitalitu regenerantl a vyssi vyskyt aberantnich fenotypti.

V této praci bylo také zkoumano vyuziti explantati z ristovych vrcholi (3 mm),
donorové rostliny byly identické. U odrid 'Blue Boy' a 'Starfire' vysledky nedosahovaly
potencialu nodalnich explantatd a lze je tedy povaZovat za nevhodné. Pouze u 'Orange
Perfection' bylo docileno lepsi miry regenerace 1 poctu vyhonli na explantat. V téchto
ptipadech bylo dosaZeno 100% regenerace a priméru 2,5 vyhonu s 2,2 nody pii pouZiti MS +

2,5 mg. " BAP a priméru 3 vyhonii a 4,7 nodu pfi MS + 5 mg. ™" BAP + 0,05 mg. I”* NAA.
3.1.7  Organogeneze

3.1.7.1 Obecné

Jak jiz bylo zminéno na predchézejici stran¢, organogenezi je v tomto uz§im podani
myslena pfima nebo nepfima regenerace organu z vychoziho explantatu de novo. Z toho
divodu ji Gahan and George (2008) oznacuji jako adventivni organogenezi, nebot’ vznikaji

nové organy a struktury ktery dfive nebyly pfitomny.
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Organogenezi miize vzniknout v podstaté jakykoliv organ rostliny - koten, pryt, list,
kvét. U téch druhid, kde se orgdny tvoii za normalnich podminek, Ize navodit i vznik
zasobnich organi - cibuli a hliz. Ty vznikaji in vitro bud’ na bazi regenerovanych prytd, nebo
bezprostiedné¢ na kultivovaném explantatu - segmentu zasobniho listu cibule, norméalniho
listu, kvétenstvi, nékdy 1 pestiku (Prochazka a kol., 1998).

Pro praktické vyuziti maji smysl pfedevsim dvé z nich a to regenerace prytl a kotent.
Gahan and George (2008) je nazyvaji jako kaulogenezi (pryty) a rhizogenezi (kofeny).
Prochazka a kol. (1998) zminuje 1 vhodnost vyuziti cibulek a mikrohlizek, plamenka latnata
ovSem tyto organy nevytvari.

Bhojwani and Dantu (2013) uvadi, ze nejprve bud’ v kalusu nebo na povrchovych
bunkach explantatu dojde k vytvofeni vaskularizovanych, ptipadné nevaskularizovanych
meristematickych center oznacovanych jako meristemoidy. Z téchto adventivnich meristému
pak vznika dany organ.

Kofenové a stonkové meristemoidy se zaklddaji v kalusovém pletivu nezévisle
Vzhledem k tomu, ze diferenciace obou struktur vyzaduje rozdilné hormonalni slozeni
kultiva¢niho média, ziidka kdy dojde k regeneraci celych rostlin v pribéhu jediné subkultury.
Obecny model regenerace rostlin in vitro v prvnim stupni vyZaduje regeneraci prytl na
cytokininovém médiu a ve druhém stupni jejich zakofenéni na auxinovém médiu (Novak,
1990).

Dulezity je také inhibi¢ni efekt vznikajicich meristémt a vyvijejicich se organti na
dalsi vznik podobnych struktur v okoli, Gahan and George (2008) o ném zminuji, Ze postupné
se zvétSovanim vzniklého meristému se zvétSuje jejich pisobeni na okoli a postupnym
odebiranim regenerovanych vyhonii 1ze tento inhibi¢ni efekt omezit a docilit tak kontinualni
produkce adventivnich vyhont z explantatu nebo kalusu, ktery by bez tohoto zakroku vytvofil
pouze malo regenerantil (jejichZ vyvoj by podstatn€ zpomalil nebo zastavil vyvoj dalSich).

Dale je u organogeneze vyznamny ptivod regenerantli - Novak (1990) uvadi, Ze piivod
meristemoidd a tim i regenerovanych organti miize vychazet z jediné somatické bunky, ale
komunikujicich bunék. To je vyznamné z genetického a Slechtitelského hlediska, protoze
organy regenerované z vice bunék mohou byt chimérické.

Gahan and George (2008) dodavaji, ze v ptipadé pifimé organogeneze je prokazatelné
vysS§i zastoupeni regenerace z jediné buiky, pfipadné z nékolika dcefinych, u nepfimé je

vinou pfitomnosti stadia kalusu Castéjsi ptivod ve vice riznych bunkach.
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3.1.7.2 Dosavadni poznatky o organogenezi u P. paniculata

Declerk and Korban (1995) vypracovali prvni studii o indukci organogeneze
z listovych explantati P. paniculata (odridy 'Franz Schubert' a 'Prospero’). V sérii pokusi
potvrdili nevhodnost temnotniho oSetfeni explantatii (vede k vétsi tvorbé kalusu a pomalejsi
regeneraci) a vys$i regeneracni potencial nejmladsich listi. U samotné organogeneze bylo
nejvhodnéjsi pouziti MS média s 20 % sachardzy a pomérné nizkou koncentraci RRR (0,113
mg. I”* BAP a 0,08 mg. I"* IAA). U této varianty bylo dosaZeno nejvyssiho mnozstvi vyhont
na explantat, nejvyssiho primérného poctu mist na explantatech kde doslo k organogenezi

Organogenezi u plamenky latnaté se dale zabyvali Fraga et al. (2004), ktefi testovali
tii odrady ('‘Blue Boy', 'Orange Perfection' a 'Starfire’) a 2 vychozi typy explantatd - listové
segmenty a semeniky. Stejné jako u nodalnich segmenti a rdstovych vrcholi bylo
1 u listovych segmentil testovdno krom& MS média také K médium, které se ani zde piili§
neosvedcilo a tudiz ho pro P. paniculata nelze doporuéit. DalSim zajimavym poznatkem byl
vyrazné lep$i regeneraéni potencial explantatd ze sklenikovych rostlin nez z kultur in vitro
(odrtida 'Blue Boy') a také velmi odlisné vysledky mezi jednotlivymi odridami. U explantath
ze skleniku odridy 'Blue Boy' se jako nejlepsi jevi vyuziti MS + 5 mg. I”* BAP + 0,05 mg. I™*
NAA (regenerace 86 %, prumér 13.4 vyhonu na explantat a 3,8 nodu na vyhon) a MS + 1
mg. ™" BAP + 0,1 mg.I™" NAA (reg. pouze 47 %, ale pramér 22,5 vyhonu a 5,3 nodu).
Varianta MS + 5 mg. I”* BAP + 0,05 mg. |”* NAA byla nejlepsi i u 'Orange Perfection' kde
bylo dosazeno 100 % regenerace a pruméru 10,8 vyhonu a 2,1 nodu. Odridu 'Starfire' se
Zadnou testovanou variantou z listovych explantati nepodafilo regenerovat. Organogeneze
u 'Starfire' bylo dosazeno az pfi pouZiti explantatli ze semenikil (podélné roztiznuté semeniky
z otevienych kvéti) a MS + 1 mg. I”' BAP, regenerace byla 50 % a zisk pramé&rmé 14 vyhont
o 3,6 nodech. Semeniky 'Blue Boy' nejlépe reagovali na stejnou variantu s regeneraci 66 %
a prumérem 2,5 vyhonu. 'Orange Perfection' pak dosédhla nejlepsiho vysledku s MS + 5
mg. I”* BAP + 0,05 mg. I"' NAA (29 % reg. s praimérem 3 vyhony a 2 nody na vyhon).

Matiska a Vejsadova (2007) se zabyvali regeneraci vyhonu z listovych segmentl
odruad 'Fuji' a 'Rijnstroom’' a vlivem odbéru explantatti z rostlin péstovanych in vitro a ve
skleniku. V né&kolika pokusech bylo dokazano, ze explantaty z in vitro podminek mély lepsi
regeneracni schopnost, tento poznatek je v rozporu se zjisténim, které publikovali Fraga et al.

(2004). Dale byla jednoznaéné prokazana vhodnost pouziti TDZ v kombinaci s IAA, i kdyz

16



i samotné TDZ vedlo k uspokojivym vysledkim. V ptipadé explantati z in vitro podminek
bylo pouzitim MS + 1,5 mg. ™" TDZ + 2 mg. I"* IAA u 'Fuji' docileno 100 % regenerace a 90
% explantati tvotilo vyhony (primémé 5,23 na jeden), kombinace MS + 1,5 mg. I TDZ + 1
mg. ™" TAA také dosahovala regenerace 100 %, vyhony vytvofilo jen 75 %, ale pramé&mé jich
bylo vice - 9,67. Tyto dvé varianty byly nejlepsi i pro odridu 'Rijnstroom', ktera ale
dosahovala regenerace maximalné€ v 40 - 63,33 %. V ptipadé¢ listii ze skleniku bylo pro ob¢
odrady nejlepsi MS + 1,5 mg. ™" TDZ + 0,5 mg. ™" IAA, u 'Fuji' regenerovalo 100% a také
vSechny explanaty vytvofily vyhony (primérné¢ 4,44), u 'Rijnstroom' regenerovalo pouze 60
% a 52,60 vytvotilo vyhony (pramérné 8,33).

Dalsi pokusy na toto téma publikoval Matiska (2009). Z nich je patrné, ze pro
organogenezi  vyhoni je vhodné v médiu (MS) pouzit samotné TDZ
v koncetraci 0,75 - 1,5 mg. I"* piipadné kombinaci s 0,5 - 2 mg. ™" IAA. 0,25 - 0,5 mg. I™*
TDZ indukovalo rast vyhont slabéji, ale také bylo pouzitelné. Naopak pfitomnost samotného
NAA nebo jeho kombinace s cytokininem v médiu vyvolavala pouze rust kalusu
a organogenezi kotentl (thizogenezi). Proriistdni vyhont bylo inhibovéno. Také pozitivni vliv
cytokininu zeatinu nebyl uspokojivé prokazan. V dal§im pokusu bylo zkouméno plisobeni
samotného TDZ na organogenezi vyhonti odridy 'Miss Pepper'. Z vysledkil je patrné, ze
zvySovani koncentrace z 0,25 az na 1,5 mg. It vede k vyss$i regeneraci - nad 0,5 mg. It TDZ
jiz byla 100% a 0,75 mg. 1™ a vice vyvolalo proristani vyhonti ve viech piipadech. Jejich
mnoZstvi stoupalo s koncentraci, naptiklad p¥i pouziti 1,5 mg. 1™ TDZ jich vznikalo 21,7 +
5,5. Autor také zmifiuje, Ze pouziti vy$si koncentrace nez 2 mg.|™ neni vhodné, protoZe
dochdzi k deformacim regenerantt.

V praci zabyvajici se indukci somatické embryogeneze u plamenky latnaté (Sasek
(2015)) bylo v nekolika pokusnych variantich dosazeno organogeneze z listovych segmentl
odridy 'Fuji' s pomérné¢ dobrymi vysledky. Nejvétsi odezva byla pii pouziti explantati ze
sklenikovych rostlin a MS + 5 mg. ™ BAP + 1,5 mg. I* IAA. V tomto piipadn& 100 %
explantatl jevilo znamky regenerace a 96 % z nich regenerovalo vyhony, které byly nasledné
uspésné kultivovany na Cistém MS médiu. U listovych explantatli z podminek in vitro jiz
vyse zminéné médium nebylo testovano, protoze organogeneze nebyla cilem prace. V tomto
piipadé bylo dosazeno organogeneze pii pouziti MS + 1,5 mg. " BAP + 0,5 mg. I'" 1AA
(100 % regenerace a 85 % organogeneze). Zajimavé je srovnani s explantaty ze skleniku, kdy

bylo pfi pouziti této varianty dosazeno také 100% regenerace, ale pouze 11,11 % explantata
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vytvofilo vyhony. V prubéhu téchto pokusti byla pozorovéna relativné vysokd mira

hyperhydratace regenerantd, ktera ale bohuzel nebyla pfesn¢ zaznamenana a vice rozvedena.

3.1.8  Somaticka embryogeneze

3.1.8.1 Obecné

Somaticka embryogeneze je pouze jednou z variant embryogeneze dosazitelnych a
vyuzivanych v kulturach in vitro. Prochazka a kol. (1998) popisuje tyto 4:

1. Zygotickd embryogeneze - v tomto piipadé je in vitro kultivovano embryo vzniklé
ptirozenou cestou, tedy opylenim. Jedna se starou metodu. Kultivovana zygota mize
vzniknout pied odbérem explantatu, nebo az po ném v procesu opyleni in vitro.

2. Gametofytickd embryogeneze - jde o zisk embryi ze samciho nebo samiciho
gametofytu, ktery je haploidni. Vznikld embrya tedy mohou vykli¢it v haploidy.
Jedna se o pfimou formu androgeneze a gynogeneze.

3. Somaticka embryogeneze - vznik embryi ze somatickych bunék explantatu,
vysvétleno déle.

4. Somatickd polyembryogeneze - jedna se proces vzniku adventivnich somatickych
embryi na jiz vznikajicich som. embryich. Ve vysledku vede k neustdlému mnozeni

ranych somatickych embryi. Vyskytuje se hlavné u jehli¢nant.

Pti somatické embryogenezi tedy dochazi k vyvoji embryogennich struktur a embryi
ze somatickych bun¢k explantatu, jejichz vyvoj musi byt k této reakci uméle usmérnén. Podle
Prochazky a kol. (1998) a Bhojwani and Dantu (2013) k somatické embryogenezi tedy
dochézi v nékolika fazich - indukce, vyvoj som. embryi, dozravani a kliceni v nové rostliny.
Plsobenim kultiva¢nich podminek a volbou explantatu je tedy mozné zménit klasicky vyvoj
rostlinnych buné¢k, které se stanou embryogenné determinovanymi. Hlavnim indukénim
faktorem je pusobeni auxind (nejcastéji 2,4-D nebo NAA), embrya samotnd nebo celé
embryogenni struktury s embryi v post-globularnim stadiu je nasledné nutné pasazovat na
médium s niz§i nebo nulovou koncentraci auxinu, pfipadné¢ sniZenym osmotickym
potencidlem, kde dozraji a vykli¢i v nové rostliny.

Bhojwani and Dantu (2013) uvadi v této casti rozdil oproti zygotické embryogenezi -

zygotickd embrya jsou jiz sama o sobé embryogenné kompetentni - obsahuji tzv.
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preembryogenné determinované buiky (PEDC), somatické buniky musi byt stimulovany, tim
dojde k vytvoireni indukovanych embryogenné determinovanych bunék (IEDC).

K tomu Novak (1990) dodéava, ze rtizné organy ruzného staii vykazuji odliSnosti a
obecné plati, ze mladsi, aktivné se délici pletiva jsou vice embryogenné kompetentni a
pristupnéjsi k embryogennimu impulsu nez pln¢ diferencovana, mitoticky neaktivni pletiva.
Toto pravidlo ma obecnou platnost i pro jiné typy regenerace.

Oproti organogenezi je zde hned nékolik vyznamnych rozdili, Gahan and George
(2008) napriklad zdiraziuje, ze z morfologického hlediska se somaticka embrya 1isi tim, ze
jsou bipolarni - maji vrcholovou a kofenovou cast a d€lohy (u jednod€loznych se vyviji
koleoptile a scutellum) a jsou podobna zygotickym embryim. Také nejsou vaskularné
propojena s okolnim pletivem explantatu nebo kalusu. Naopak organogenezi vznikajici utvary
jsou Casto prokambiem propojeny s mateiskym pletivem. Somatickd embrya jsou také na
rozdil od vyhonl a jinych orgdnii snadno odd¢litelna od okoli, v suspenznich kulturdch se
casto sama odd¢luji. Embryogenné determinované bunky se také 1iSi od ostatnich bunck
explantatu (pletiva) - maji hustou cytoplazmu, velké jadro a obsahuji hodné Skrobovych zrn.

V piipadé somatické embryogeneze také nevznikaji chiméry, coz Gahan and George
(2008) vysvétluje jednobunéénym puvodem somatickych embryi, zaroven ale pfipousti
moznost vzniku embryi z vice bunék, které jsou bezprosttedné u sebe a jsou stejné
embryogenné¢ kompetentni, takovéto bunky jsou pravdépodobné dcefinymi bunikami jedné
matetské.

Stejné tak jako u organogeneze i zde Gahan and George (2008) zduraziuji, Ze
vznikajici zarodky embryi a embryogenni struktury maji inhibi¢ni vliv na dal§i vznik

podobnych struktur. Ten lze zvratit odebiranim zarodkl nebo délenim kalusu na mensi dily.

3.1.8.2 Dosavadni poznatky o somatické embryogenezi u P. paniculata

Pravdépodobné prvni pokusy =zabyvajici se indukci somatické embryogeneze
u plamenky latnaté publikovali Jain et al. (2002). V této praci bylo dosazeno nepiimé
somatické embryogeneze v né€kolika stupnich kultivace na MS médiu. Pro ziskani kalusu
z listovych segmentil bylo vyuzito MS médium + 3 % sacharézy s 2 mg. I '1AA a 0,5 mg. I
BAP, tvorba somatickych embryi byla iniciovana pfenesenim kalusti na MS + 3 % sach. s 0,5
mg. ' 1AA a 1,5 mg. 'Y BAP. Vznikla embrya byla nasledné dop&stovana na MS poloviéni

koncentrace s 2 % sachardézy. Po vykliCeni byla pifesazena do sterilniho substratu
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a aklimatizovana ve skleniku. V této praci ovSem neni specifikovano zda byl pouzit botanicky
druh nebo odriida a piipadné ktera, srovnani s jinymi pokusy je tedy problematické.

Matiska a Vejsadova (2007) zaznamenali pti pokusech s indukci organogeneze
z listovych explantatt 'Fuji' také dva piipady somatické embryogeneze. Dochéazelo k ni pfi
pouziti MS média se samotnym TDZ, pii koncentraci 0,5 mg.|™ TDZ reagovalo 63,6 %
explantati organogenezi a 27,3 % somatickou embryogenezi a pfi 1 mg. ™' TDZ nastala
organogeneze u 81,8 % a somatickd embryogeneze u 45,5 %. To je zajimavy vysledek,
protoze minimaln¢ na néjakych explantatii tedy musely oba tyto déje probihat soucasné.

Matiska (2009) se zabyval somatickou embryogenezi u odrid 'Fuji' a 'Starfire' a tim
jak je ovlivnéna pisobenim 3 % a 9 % koncentrace sachardzy v kultivaénim médiu (MS),
v této Casti pokusu se koncentrace 9 % projevila jako vyrazné horsi. Nejlepsi variantou RRR
byla kombinace 1 mg. I™* 2,4-D + 0,2 mg. I* BAP, v tomto piipads bylo u 'Fuji' dosazeno 90
+ 24,5 % regenerace a 46,7 £+ 20,7 % tvorby embryogennich struktur a u 'Starfire' pak 73,3 +
35 % regenerace a 33,3 + 24,2 % tvroby embr. struktur. Varianta obsahujici pouze 1 mg. I'*
2,4-D dosahovala také velmi dobrych vysledkt, coz potvrzuje kli¢ovou roli 2,4-D v procesu
indukce somatické embryogeneze u plamenky latnaté.

Tato data se velmi dobie shoduji s vysledky, které publikovali Vejsadova et al. (2016).

Vyuziti 2,4-D a BAP pro indukci somatické embryogeneze testoval dale Sasek (2015).
V téchto pokusech se samotna 2,4-D neosvédcila - somatické embryogeneze sice bylo
dosazeno, ale na minimu explantatd. Pro vyvoldni tvorby embryogenniho kalusu byla
srovnateln& vyuzitelnd média 2,4-D 1 mg. I + BAP 0,5 mg. | " a2,4-D 2 mg. I* + BAP 0,5
mg. 1" a uspésnost dosahovala 100 a 94,94 %. Pro dozravani a kli¢eni som. embryi bylo
vyuzito 1/2 MS s 2 % sacharozy, zde nastal mezi testovanymi variantami rozdil - embrya
pochazejici z 2,4-D 2 mg. I'* + BAP 0,5 mg. | kliila vyrazng 1épe a bylo z nich ziskano vice
rostlin. Také bylo zjisténo, ze pro UspéSné dopéstovani musi byt pfed prevodem do substratu

somatické embryo plné vyklicené v podminkach in vitro.

3.1.9 Androgeneze

3.1.9.1 Obecné

Androgenezi se rozumi regenerace novych organli nebo embryi ze saméich mikrospor nebo
gametofytu, ktery je haploidni a vzniklé rostliny jsou tedy haploidy s Sirokym vyuzitim ve

Slechtitelstvi a vyzkumu. Novéak (1990) a Prochazka a kol. (1998) uvadi, ze androgeneze
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muze byt pfima a nepfima, pfima je né¢kdy také oznaCovana jako pylova embryogeneze a je
vlastné¢ formou somatické embryogeneze, kterd byla indukovéna z mikrospor. U nepiimé
dochdzi nejdiive k rlstu kalusu, ktery pak v zavislosti na podminkéach regeneruje formou
organogeneze nebo somatické embryogeneze. Zasadni rozdil mezi nimi zminuje Hadziabdic
et al. (2011) - pti vyuziti praSnikového explantitu muze byt tvorba kalusu iniciovana
1 z diploidnich pletiv prasniku, ve vysledku tak vznikd heterogenni kalus, ktery muze
regenerovat v rostliny na rizném stupni ploidie, ktera je pak ur€ovana riznymi cytologickymi
technikami.

Neumann et al. (2009) uvadéji nékolik znakl kterymi se odliSuji haploidni rostliny od
klasickych diploidnich. Patii mezi n¢ hlavné niz$i vzrist, mensi listy s redukovanym
praimérem a nadmérné mnozstvi malych plodd. Haploidni rostliny totiz také mohou tvofit
plody, ale nevytvari semena (jsou sterilni) a protoze se velikost plodd cCasto odviji od
mnozstvi semen v nich obsazenych zlstdvaji plody malé a zakrnélé. Haploidni rostliny
mohou byt také deformované, pfipadné maji vyvojové vady. Jako piiklad uvadi Neumann et
al. (2009) deformace u durmanu (Datura), kdy byly pozorovany kvéty srostlé ze téi okvétnich
listk(t misto péti, ptipadné u tabaku (Nicotiana) byl pozorovan srist gynecea a 7-8 prasnika a
kvéty 1 listy byly fuzovany ze dvou. Presnéji je ploidie rostlin zjiStovana pocitanim
chromozoml v délivych bunkéch kofenové Spicky, coz publikovali naptiklad Zhao et al.
(2014), ptipadné meétfenim velikosti priaducht, pylovych zrn a kvétd , kdy jsou organy
haploidnich rostlin proporéné¢ mensi (publikovali Radzan et al. (2008)). Asif (2013) uvadi

dalsi vyuzitelné metody jako pouziti pritokové cytometrie nebo méteni chloroplastt.

3.1.9.2 Predpoklady pro uspésnou indukci androgeneze

Stejné tak jako predchazejici metody prace s explantaty i Androgenezi in vitro
ovliviiuje velké mnozstvi faktord. Pravdépodobné zakladnim urcujicim faktorem je vyvojové
stadium mikrospor a zvoleny typ kultivace. Bhojwani and Dantu (2013) rozliSuji dva zékladni
zpusoby kultivace - vyuziti celych prasnikii jako explantatt a kulturu mikrospor/nezralého
pylu. Vyuziti celych prasnika je jednodussi a mén€ narocné na vybaveni - celd poupata se
vydesinfikuji a ve sterilni prostfedi jsou z nich vyjmuty prasniky, pokud jsou kvéty pfili§ malé
je mozné kultivovat celé poupata. Pfed nebo po odbéru jsou explantaty vystaveny stresu a
kultivace probihd v prvni fazi ve tmé&. Po n€kolika tydnech se objevi zarodky pylovych embryi

nebo kalusu a kultura je pfesunuta na svétlo, kde je Casto za pozménénych podminek
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dopéstovana (embryogeneze x organogeneze). Druhou moznosti je kultivace izolovanych
mikrospor v tekutém zivném médiu, které ale musi byt komplexné&jsi nez pro celé prasniky.
Nasleduje opét vyvoj pies pylovou embryogenezi nebo kalus.

Spravné vyvojové stadium mikrospor je klicové pro indukci androgeneze, je tedy
nutné laboratorné¢ stanovit idealni velikost poupat (a tedy prasniki v nich) pro odbér. Novak
(1990) popisuje 3 zakladni etapy vyvoje saméiho gametofytu in vivo:

1. meioze, jejimz disledkem je tvorba pylovych tetrdd z matetské pylové bunky

2. uvolnéni mikrospor ze spolecné kal6zové stény matetské tetrady

3. vyvoj mikrospory v dospélé pylové zrno, charakterizovany prvni a u nékterych

druhti i druhou pylovou mito6zou.

Hadziabdic et al. (2011) k tomu dodavaji, ze pro vétSinu druhi je klicovy odbér
prasnikii v dobé kdy je vétSina mikrospor v jednojaderné fazi. Ale napiiklad u tabaku
a Brassica napus L. bylo dosazeno pozadovaného vysledku pfti kultivaci prasnik ve stadiu
pravé pred, v priabé¢hu a tésné po prvni pylové mitdéze (pozdni jednojaderné az rané
dvoujaderné¢ mikrospory). Stadium vyvoje mikrospor je urCovdno barvenim prasnikl
acetokarminem nebo propionokarminem a pozorovanim ve svételném mikroskopu. Rané
jednojaderné mikrospory jsou pouze mirné barvitelné s centralnim jadrem, Jak se dale
vyvijeji, zvétsuji se a vznika vakuola, kdyZ se blizi k prvni mitoze, jadro je stlaceno k periferii
mikrospory. V tuto chvili je barveni stile slabé, ale mohou byt patrné kondenzované
chromozomy. Produktem prvni mitézy je dvoujadernd mikrospora obsahujici velké
vegetativni a mens$i generativni jadro, vegetativni je malo vyrazné a téZko barvitelné, ale
generativni je malé, husté a vyrazné. S v€kem barvitelnost stoupd a zacinaji se objevovat
hodné¢ barvitelna Skrobova zrna, ktera prekryji ob¢ jadra.

Dal8i vyznamné faktory ovlivilujici androgenezi popisuji Prochdzka a kol. (1998)
a Bhojwani and Dantu (2013), jde ptedevSim o genotyp (existuji zna¢né rozdily i v ramci
druhu a jednotlivych odrtid), stresové plsobeni na donorovou rostlinu (naptiklad teplotni
Sok), nebo odebrana poupata/prasniky (centrifugace, teplotni $ok,..), slozeni kultiva¢nich
médii (Casto se uplatiiuje osmotické plsobeni vySSich koncentraci sachardzy nebo jinych
osmotik), kultivacni podminky (Casta je pocatecni kultivace ve tmé) a v neposledni fadé
pusobeni reguldtort rostlinného rastu. K tomu Prochazka a kol. (1998) uvadi, ze cCasto je

dualezita pfitomnost auxind, ale v jinych pfipad¢ zase cytokininl. Existuji i zpravy a kladném
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ucinku kyseliny giberelové a abscisové. Dulezité ale je, ze pfitomnost RRR v kultivacnim

médiu neni nezbytna a tento proces se muze obejit bez nich.

3.1.9.3 Vyuziti

Praktické vyuziti ziskanych haploidi je hlavné tvorba dihaploidnich rostlin, které jsou dale
vyuzivany ve Slechtitelstvi a vyzkumu. Dle Novaka (1990) a Asif (2013) je podstatou tohoto
vyuziti zisk 100 % homozygotnich jedinci umélym zdvojenim haploidni sady chromozomt.
Toho je docilovano nejéastéji plisobenim mitotickych jedi jako je naptiklad kolchicin. Takto
je oproti vyslechténi rekombinantnich inbrednich linii u$etfeno mnoho generaci. Asif (2013)
zminuje také moznost zvySeni exprese genli a projev jinak nedostupnych recesivné
kédovanych vlastnosti.  Chloupek (2008) uvadi ze takovéto homozygotni rostliny jsou
vhodnym materidlnem pro $lechténi liniovych odrid, i kdyz uvadi i nevyhody jako naptiklad
nemoznost hodnoceni a selekce v pribc¢hu homozygotizace, somaklondlni variabilitu,
preferenci genotypt, které tento postup 1épe snasi a podobné. Neumann et al. (2009) zminuje
také vyuziti ve §lechténi hybridnich odrid.

Asif (2013) déle uvadi vyuziti v genomice a studiu kvantitativnich znakd, protoze
takto odvozené inbredni linie umoziuji jejich velké namnozeni beze zmény a dlouhodobé
pestovani na riiznych lokalitach, pokusy jsou tedy vyborné opakovatelné a umoziuji nalezeni
interakci mezi geny kvantitativnich znakt a vlivy prostiedi.

Jako dalsi vyuziti Asif (2013) zminuje napiiklad muta¢ni Slechténi (efektivni
podchyceni recesivnich mutaci) a vyuziti v genovych transformacich (opét ukotveni v

homozygotnim stavu).

3.1.9.4 Pradnikova kultura u Phlox drummondii

Radzan et al. (2008) ziskali haploidni rostliny procesem nepitimé androgeneze
u P. drummondii. Nejlepsich vysledkii dosahoval tento postup: kultivace prasniki

s mikrosporami v jednojaderné fazi (pozdé&jsi stadia reagovala negativné) byla zahajena na

Tato cast probihala ve tm¢. Multiplikace ziskanych androgennich kalust (Slo tedy
o androgenezi neptimou) byla nejefektivnéj$i po pasdzovani na MS médium s 3 % sachardzy,
0,93 mg. I NAA + 225 mg.|™ BAP a svételnym rezimem 16/8. Organogeneze byla

zahajena presunem multiplikovanych kalusti na MS + 3 % sach. + 1,69 mg.I”" BAP.
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Regenerované vyhony byly zakofenény na MS + 1,31 mg. I IAA. Sérii testil bylo zjiiténo, Ze
50 % regenerantl je haploidni, 30 % diploidni a 20 % aneuploidni.
Tato prace je nejblize druhu P. paniculala a ¢aste¢né slouzi jako piedloha pokusu ¢. 5

v praktické casti.
3.1.9.5 Dalsi ptiklady androgeneze

Jia et al. (2014) zkoumali androgenezi u Primula forbesii. Pro kultivaci byly zvoleny
prasniky s mikrosporami v pozdnim jednojaderném az raném dvojjaderném stadiu. Nejlepsi
varianta pro indukci tvorby kalusu byla MS médium s 3 % sacharézy a 1 mg. | * BAP + 0,5
mg. I* 2,4 - D, prvnich 20 dni probihala kultivace ve tmé pfi teplot& 25 + 1 °C, zbyvajici as
pak na svétle (fotoperioda 14/10) pii stejné teploté. Regenerace vyhoni byla indukovéna na
médiu MS + 3 % sach. + 0,2 mg. I™* BAP + 0,01 mg. I'* NAA a pro nasledné zakofefiovani
cytologickych metod a pritokové cytometrie a odpovidala 2 % haploidi, 65 % diploidd, 9 %
triploidd, 5 % tetraploidil, 2 % hexaploidii a 17 % mixoploidi.

4 Metodika

Pouzité vybaveni

Préace na pokusech probihala v laboratofi k tomu vybavené. Pro praci s kulturami byl
vyuzivan flowbox a sterilizace médii a roztokd byla provadéna pomoci parniho autoklavu
(standardni sterilizace 20 minut na 121 °C), nastroje a pouzité sklo byly sterilizovany
horkovzdusnym sterilizatorem.

K praci byly pouZity skalpely, pinzety, a dalSi naradi a laboratorni sklo, k samotné
kultivaci byly pouZity piedev§im 85 mm plastové petriho misky a 100 ml erlenmeyerovy
baiiky. K pozorovani vyvoje explantati byla pouZita binolupa (nejcastéji zvétsni 6,3 x 1, 6,3 x
1,6 26,3 x 2,5).

Pracovni plocha a néstroje byly v prubéhu prace s kulturami opakované oSetfovany
lihem, stejné tak jako ruce. Nastroje byly navic pokazdé né€kolikrat béhem prace opalovany

kahanem.
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Pouzité varianty regulatora rostlinného rustu a kultivaéni média

4.1.1 Kultivacni média

Jako kultivaéni médium pro vSechny pokusy bylo zvoleno klasické MS médium, které
navrhli Murashige and Skoog (1962). Toto médium bylo uspésné pouzito ve vSech
studovanych pracich zabyvajicich se explantdtovymi kulturami plamenky a nebyl tedy divod
hledat jiné.

Pro explantaty z listli, kofent, nodii, kalusii a okvétnich listkl bylo vyuzito MS s 3 %
sacharozy a pro kultivaci pra$nikit MS s 9 % sachardzy (podpora androgeneze osmotickym
stresem). PH bylo upraveno po pfidani vSech slozek na hodnotu 5,7 - 5,8 ptidanim 1 M
roztoku hydroxidu draselného. V piipadné potteby snizit pH pak 1 M kyselinou citrénovou.
Protoze je Cist¢ MS kyselejsi nez je pozadovano, je snizovani pH malo casté a pfipadd v
uvahu pouze po ptfidani vétS§tho mnozstvi zasobnich roztokt s RRR, které jsou alkalické

(vzhledem k potiebé rozpustit RRR ve vod¢ obsahuji malé mnozstvi hydroxidu draselného).

V nasledujici tabulce je pfesné slozeni pouzitého kultivaniho média s rozdélenim na

jednotlivé zasobni roztoky, které byly uchovavany v lednici.

Tabulka ¢. 2: Slozeni MS média

Zasobni roztok A: Navazkanall:
NH;NO3 16,59

KNO; 19,09
CaCl,.2H,0 444

MgSO, . 7 H,0O 3,79

KH,PO,4 1,79

Zasobni roztok B: Navazkanall:
H3BOs; 0,629

MnSQOq . 4 H,0 (H,0) 2,239 (1,69 0)
ZnS0y . 4 H,0 (7 H,0) 0,86 g (1,06 g)
Zasobni roztok C: Navazkanall:
KJ 0,083 g
Na;MoQ;,. 2 H,0O 0,025 g
Zasobni roztok D: Navazkanall:
CuSO4 .5H0 0,0025 g

CoCl, .6 H,0 0,0025 g
Zasobni roztok E: Navazkanall:
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Na,EDTA . 2 H,0 3,739
FeSO, .7 H,0 2,789
Zasobni roztok V: Navazkanall:
kyselina nikotinova 0,059
pyridoxin 0,059
thiamin 0,01g
glycin 0,209
Prima navazka:
sacharosa 30,09
agar 8,09
myo-inositol 0,19
Na 11 média pipetovat: 100 ml A
10 ml B
10miC
10mI D
10ml E
10 ml Vv
pH upravit na5,7 - 5,8

Pii pfipravé média byly postupné v odmérné baiice smichany jednotlivé zdsobni
roztoky v uvedeném objemu a pofadi, nasledovaly piimé navazky a jako posledni roztoky
RRR. Je nezbytné upravit pH na optimalni uroven az po piidani téchto roztoku, jelikoz
obsahuji KOH a pH vyrazné zvedaji. Pfi pfipravé médii do petriho misek se celé hotové
médium pievede do 1 | erlenmeyerovy banky a autoklavuje 20 minut na 121 °C. Po ochlazeni
na pracovni teplotu (zhruba 50 - 60 °C) je pak ve flowboxu rozlito do jednotlivych misek,
misky se po ochlazeni zabezpeci PE f6lii a popisi. V ptipadé piipravy 100 ml ban¢k a 200 ml
sklenicek je médium pfevedeno do 2 1 kddinky a rozvafeno v mikrovinné troubé do plného
rozpusténi, nasledné je médium rozlito do pouzivanych nadob, zabezpeceno hlinikovou f6lii,

popsano a autokldvovano opét na 121 °C 20 minut.

4.1.2 Regulatory rostlinného rustu a jejich kombinace

V pokusech bylo pouzito 5 regulatort rostlinného riistu: auxiny IAA, NAA a
2,4-D a cytokininy BAP a TDZ. Do médii byly pfidavany ve formé roztokd, které byly
pfipraveny rozpusSténim daného mnozstvi latky v nckolika kapkdch 1 M KOH a nasledném

doliti destilovanou vodou do pozadovaného objemu.
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V naésledujici tabulce jsou uvedeny kombinace a koncentrace pouzitych RRR, pro

jednodussi srovnani bylo pouZito od kazdého RRR 0,5 a 2 mg. I%, (az na n&kolik vyjimek ve
specifickych pokusech) stejné tak jako ve vSech kombinacich. Kromé téchto kombinaci bylo
pouzito také ¢ist¢ MS médium bez RRR, které v n€kterych pokusech slouzilo jako kontrola a

jinde jako plnohodnotna testovaci varianta (kofenové segmenty, nodalni segmenty,..).

Tabulka ¢.3: vSechny pouzité varianty v pokusech

Regulator rostlinného rastu (mg. 1)
Varianta
IAA NAA 2,4-D BAP TDZ
1 - - - - -
2 0,5 - - - -
3 2 - - - -
4 0,5 - - 2 -
5 2 - - 0,5 -
6 0,5 - - - 2
7 2 - - - 0,5
8 - 0,5 - - -
9 - 1 - 2 -
10 - 2 - - -
11 - 0,5 - 2 -
12 - 2 - 0,5 -
13 - 0,5 - - 2
14 - 2 - - 0,5
15 - - 0,5 - -
16 - - 2 - -
17 - - 2 1 -
18 - - 0,5 2 -
19 - - 2 0,5 -
20 - - 2 - 1
21 - - 0,5 - 2
22 - - 2 - 0,5
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23 - - - 05 -
24 - - - 2 2
25 - - - 5 -
26 - - - - 0,25
27 - - - - 05
28 2 2 2 s 1
29 - - - - 2

Stanoveni podminek kultivace

Pokusy byly provadény v plastovych jednorazovych 85 mm petriho miskach, vétsi
explanaty, nebo explantaty kde byl ocekavan velky nariist hmoty byly kultivovany ve 100 ml
erlenmeyerovych bankach. Ty byly v nékterych pokusech nahrazeny malymi zavafovacimi
sklenickami 0 objemu 200 ml (maji $ir§i hrdlo, coZ mnohdy usnadiiuje manipulaci).
Erlenmeyerovy banky i skleni¢ky byly uzavieny c¢tvercem z hlinikoveé folie a utésnény
paskem PE f0lie, petriho misky pouze PE {olii.

Donorové rostliny pro odbér listovych explantatd, prasnikd a okvétnich listkii byly
peéstovany ve skleniku, ¢imz byla minimalizovana kontaminace nezadoucimi
mikroorganismy. Kvétinace s rostlinami byly umistény do skleniku brzy na jate pied raSenim,
zde velice rychle obrazily a po dosaZeni velikosti zhruba 20 cm byl zahdjen odbér explantatii.
Kultivace in vitro probihala v pIn¢ kontrolovanych podminkach inkubatoru (fotoperioda 16
hodin svétla a 8 hodin tmy, teplota 23 °C pfi osvitu a 18 °C za tmy, osvétleno linedrnimi
zafivkami cool white) nebo ve stojanu umisténém volné v laboratofi (kontrola fotoperiody
16/8, linearni zafivky cool white, teplotni rezim nebyl pfesné vymezen - fidil se teplotou v
laboratofi, ro¢nim obdobim a vykonem klimatizace, rozmezi teplot tedy bylo
18 - 26 °C). Inkubator slouzil hlavné pro umisténi explantatt v petriho miskach, coz odpovida
listovym a kofenovym segmentiim, okvétnim listkiim a prasnikiim (druha faze kultivace po
iniciaci ve tm¢). Nodalni segmenty a varianty s probihajici organogenezi a ristem vyhont,
¢ast kalust a jiz regenerované rostliny byly kultivovany ve 100 ml baiikach nebo 200 ml
sklenickach ve stojanu volné v laboratofi.

Specifické kultivacni podminky vyzadoval pouze pokus s androgenezi, kde byla
iniciace pras$nikli provedena ve tmé pii teploté¢ 25 £ 1 °C. Po ukonceni této faze probihala

dalsi kultivace nejdiive v inkubatoru a nasledné ve stojanu v laboratofi.
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Pokus €. 1 - listové segmenty

V prvni fazi pokusu byla cilem aplikace 23 pokusnych variant (zluté v tabulce ¢.3) na
listové segmenty odridy 'Fuji' ziskané z rostliny kultivované ve skleniku. Byly pouzity mladé
listy z hornich ¢asti vyhont (3 vrchni patra, listy které dosahly zhruba 3/4 velikosti a mladé
pln¢ vyvinuté). Nasledovalo mapovani indukovanych reakci, jejich vyhodnoceni a vybér
perspektivnich variant pro druhou fazi pokusu. Druhd faze zahrnovala pouziti vybranych
variant na listové segmenty odrud 'Fuji' a 'Miss Pepper' z rostlin péstovanych in vitro a

detailni vyhodnoceni.
4.1.3  Desinfekce listu z rostlin kultivovanych ve skleniku

Listy ze sklenikovych rostlin odebrané pro pfipravu explantati byly povrchové
sterilizovany postupem ktery stanovil jako vhodny Matiska (2009) a Sasek (2015). Byl pouzit
komeréni desinfekéni ptipravek SAVO (4,7% chlornan sodny, NaClO) roziedény na 20 %
koncentraci (0,94 % NaClO) sterilni destilovanou vodou s nékolika kapkami smacedla (tolik
aby roztok lehce pénil). Celé odebrané listy byly ve flowboxu ponofeny na 10 minut do
roztoku a nasledné s maximalni opatrnosti 3x promyty sterilni destilovanou vodou (3 x 15

minut).
4.1.4  Prvni ¢ast pokusu- screening

Listy ze sklenikovych rostlin jsou pomémné velké, zhruba 5 - 6 cm na délku. Po
sterilizaci byla skalpelem z kazdého listu odstranéna stfedova Zilka a 1 mm okraje a nasledné
byl roziezan na 4 - 6 explantatii velkych 1 cm®. Ty byly po 5 kusech pinzetou umistény a
lehce pfitlaceny na médium v petriho miskach. Ty byly zabezpeCeny PE folii a fadné
popsany.

Od kazdé pokusné varianty (tabulka €. 3) a Cistétho MS byly zalozeny 4 misky po 5
explantatech. Celkem tedy 23 variant. Pokus probihal v inkubatoru s fotoperiodou 16/8 a
teplotou 18 °C v noci a 23 °C ve dne.

Vyhodnoceni bylo provedeno 6 tydntli od zalozeni pokusu, ve vSech kategoriich (kalus,
kaulogeneze, rhizogeneze, somatickd embryogeneze) bylo zvoleno bodové hodnoceni.
Stupnice hodnoceni byla:

- - 74dna patrna reakce

+ - velmi slab4 reakce, ¢asto pouze na nékterych explantatech
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++ - stfedné¢ silna reakce, vétSina explantati
+++ - nejsilnéjsi reakce, vSechny, nebo takika vSechny explantaty

Toto bodové hodnoceni je vyuzito i u nekterych dalsSich pokust.

Nasledné byly vybrany perspektivni varianty k detailnéjSimu vyhodnoceni, u variant
kde byla indukovéna rhizogeneze byly pocitany jednotlivé kofeny delsi nez 5 mm na jeden
explantat po 6 tydnech kultivace. V ptipad¢ kaulogeneze byly pocitany vyhony bez znamek
vitrifikace delsi nez 1 cm na explantat. Vyhodnoceni probéhlo po 6 a 8 tydnech kultivace.
Tyto vyhony dale nebyly dopéstovany, ze zkusenosti byly povazovany za finalni vysledek,
jelikoz takto velké vyhony jiz bez problému po pfipadném pasazovani na MS médium bez
RRR pokracuji v rastu.

Somaticka embryogeneze nebyla v prvni ¢asti detailnéji vyhodnocena.
4.1.5 Druha ¢ast pokusu

Ve druhé ¢asti byly pouzity listy odrid 'Fuji' a 'Miss 'Pepper' z podminek in vitro, tyto
listky jsou jiz sterilni a odpada tedy potieba povrchové sterilizace. Jsou mensi (max. 2 - 3 cm)
a tak nebyla skalpelem odstranéna zilka, ale pouze okraje a cely list byl nékolika
povrchovymi fezy mirn€ porusen pro lepsi kontakt s médiem na misce. Pracovni postup byl
jinak shodny jako v prvni ¢asti, jedinym rozdilem byla nizsi vytéznost explantatl z listl (max.
2 - 4 na jeden list) a tak bylo nutné pouzit i vyvojov¢ starsi listy.

Média byla oproti prvni fazi zredukovana na 4 varianty:

2,4-D2mg.I"t + BAP 0,5 mg.I™*

TDZ2mg.l™*

IAA0,5mg.l ™+ TDZ 2 mg.I™

2,4-D05mg.|I "+ TDZ 2 mg.I™

Od kazdé varianty bylo ptipraveno 10 misek po 5 explantatech.

Kultivace probihala opét v inkubatoru se stejnymi kultiva¢nimi podminkami jako v
prvni ¢asti pokusu.

Prvni vyhodnoceni probéhlo po 8 tydnech od zaloZeni, bylo vyuzito stejné bodové
stupnice jako v prvni ¢asti. Po prvnim vyhodnoceni byly kalusy pasdzovany po 2 az 3 kusech
na Cist¢ MS ve 100 ml erlenmeyerovych bailkdch a umistény do regdlu v laboratofi
(fotoperioda 16/8 a ne piili§ staly teplotni rezim 18 - 16°C). Druhé a detailné;j$i vyhodnoceni

probéhlo po 8 tydnech od pasazovani, byly pocitany vyhony del§i nez 1 cm bez znamek
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vitrifikace a kalusy byly také vazeny. K detailnimu vyhodnoceni vysledki byla pouzita
statistika.
Varianta indukujici somatickou embryogenezi byla ponechana v regalu k delsi

kultivaci a po 12 tydnech byla vyhodnocena.

Pokus €. 2 - koFenové segmenty

Tento pokus probihal podle stejného vzorce jako pokus €.1 s listovymi segmenty. V
prvni fazi bylo testovano 23 variant (zluté zvyraznéné v tabulce ¢.3) na odrud¢ 'Fuji', ve druhé
pak 4 vybrané na obou odrudach. Kofenové explantaty pochazely v prvni i druhé cCasti z
rostlin kultivovanych in vitro, protoze bylo pfedpokladano, ze kofeny z rostlin péstovanych v
pudnim substratu by nebylo mozno vydesinfikovat a navic by doslo k poskozeni donorovych
rostlin, které slouzily k odbérum pro dalsi pokusy. Zvolené odrudy P paniculata ovsem v
podminkach in vitro velice dobie zakofeniuji a nevyzaduji k tomu ptidavky auxini do
péstebnitho média, bylo tedy mozné ziskat dostatené mnozstvi kofent, které nebyly
ovlivnény ptredchozim pusobenim RRR. Vyhony odridy 'Fuji' bezproblémové zakofenuji
maximalné do 6 tydnti od pasazovani, u 'Miss Pepper' je zakofeniovani mirné slabsi, ale stale
vysoce Uspésné a dostacujici. Vzhledem k neustdlému udrzovani a pasdzovani téchto odrad

tedy nebyl problém ziskat dostatek kotent.
4.1.6  Prvni ¢ast pokusu - screening

Kofeny z in vitro podminek byly ziskany z rostlin péstovanych na ¢istém MS médiu
bez RRR ve 100 ml erlenmeyerovych bankach. Pti ptipravé pokust byly celé rostliny ve
flowboxu vyjmuty z baiiky, na velké petriho misce roziezany skalpelem na jednotlivé ¢asti a
kotfeny byly pinzetou pfeneseny do kadinky se sterilni destilovanou vodou, kde z nich byl
omyt zbytek média. Nasledn¢ byly koteny roziezany na 1 cm dlouhé segmenty, které byly po
5 umistény na petriho misky a mirné zatlateny do média. Po té byly misky zabezpeceny PE
folii a popsany. Jako explantaty byly pouZity pouze silngjsi kofeny o tloust'ce pfiblizné 2 mm.

Od kazdé varianty (celkem 23 variant) byly zalozeny 4 misky po 5 kotfenovych
segmentech.

Kultivace probihala v inkubatoru s fotoperiodou 16/8 a teplotou 18 °C v noci a 23 °C
ve dne.

Po 8 tydnech od zaloZeni bylo provedeno prvni vyhodnoceni vSech variant a jejich

tfidéni na perspektivni a neperspektivni, které¢ byly vyfazeny. V této ¢asti bylo opet pouzito
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bodové hodnoceni z prvni ¢asti pokusu s listy. Detailnéji byla vyhodnocena kaulogeneze a
somaticka embryogeneze. Také zde byly vybrany varianty tvoftici zluty rozpadavy kalus, které
byly pouzity v pokusu €. 3.

Varianty kde dochazelo k kaulogenezi byly vyhodnoceny pomoci procent,
aritmetickych priméri a smérodatnych odchylek. Nasledn¢ byly explantaty tvofici vyhony
pasazovany do 100 ml erlenmeyerovych ban¢k s ¢istym MS. Po 5 tydnech od pasazovani byly
spocitany zdravé vyhony nejevici znamky vitrifikace.

Somaticka embryogeneze byla vyhodnocena po 12 tydnech kultivace pomoci
orienta¢ni stupnice usnadiiujici obtizné pocitani embryi. Bylo tak rozliSeno pouze zda na
explantatu embrya nejsou (0), je jich 1 - 10 (1) a je jich vice nez 11 (2). Vysledné hodnoty

byly zpracovany formou pruméri a smeérodatnych odchylek.
4.1.7  Druha ¢ast pokusu

V této Casti byly vybrany 4 varianty z prvni Casti pokusu které byly zalozeny ve
vetSim mnozstvi (postup a kultivaéni podminky stejné). Od kazdé¢ varianty bylo zalozeno 10
misek po 5 explantatech a byly pouzity ob¢ odridy.

Pouzité varianty:

MS

BAP 0,5 mg.I™*

2,4-D 0,5mg.I"" + BAP 2 mg.I™

2,4-D05mg.| "+ TDZ 2 mg.I™

Varianty u kterych doslo ke kaulogenezi byly tentokrat na kultivanim médiu
ponechany déle (10 tydnl) a pfed naslednym pasdzovanim byly obrazejici explataty
skalpelem rozdéleny na jednotlivé vyhony. Celkové vyhodnoceni probéhlo 5 tydni po
pasazovani. Pokus byl hodnocen hlavné pomoci procent a celkovych pocti vyhontl.

Zahrnuté varianty:

MS

BAP 0,5 mg.I™

V piipadé embryogennich variant bylo pouzito stejného hodnoceni jako v prvni ¢asti

pokusu s rozdilem, ze zde bylo od kazdé¢ varianty 50 explantati.
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Pokus ¢. 3 - kalusy

V tomto pokusu byla testovana moznost navozeni regenerace vyhond u kalusi
diferenciace. Kalusy byly tedy pasaZzovany na 3 média - ¢isté MS a 2 varianty RRR - TDZ 0,5
mg.I™t a TDZ 2 mg.I™. Z davodu velikosti kalusi a oekavanému ristu vyhoni byla zvolena
kultivace ve 100 ml erlenmeyerovych baiikach, na jednu vysly podle velikosti 2 az 3 kalusy.
Po 6 tydnech kultivace byly spocitany vyhony delsi nez 1 cm na explantét a nasledovalo dalsi
pasazovani jiz pouze na jedno médium - Cist¢ MS. Po dalSich 6 tydnech byly opét pocitany
vyhony delsi nez 1 cm na explantat. Kultivace probihala v regalu v laboratofi (fotoperioda
16/8, teplotni rozmezi 18 - 26 °C).

Prvni Cast zahrnovala pevné zelené vitdlné rostouci kalusy ziskané z listovych
segmentl a iniciované na ndsledujicich kombinacich RRR (kalusy pochazely z prvni ¢asti
pokusu ¢.1, odruda 'Fuji'):

NAA 2 mg.I'+ TDZ 0,5 mg.I'* (24 kalusii)

2,4-D 2 mg.I"" + TDZ 0,5 mg.I"* (22 kalusi)

2,4-D 0,5 mg.I"t + TDZ 2 mg.I™* (18 kalus)

V této ¢asti byly hodnoty rozdéleny do 3 skupin podle vychozich variant a nasledné

vyhodnoceny statisticky.

Ve druhé ¢asti byly pouzity kalusy z kotfenovych segmentll, které vykazovaly pouze
slaby rust, byly svétle zluté a rozpadavé (kalusy pochdzely z prvni ¢asti druhého pokusu,

odrida 'Fuji'). Tyto kalusy byly ziskany na:

NAA 0,5 mg.I™*
NAA 2 mg.I™
2,4-D0,5mg.I™"

2,4-D2mg.I™" + BAP 0,5 mg.I™"
NAA 0,5 mg.I™ + BAP 2 mg.I™*

V piipadé téchto Zlutych rozpadavych kalusii nebyla po 6 tydnech od pasdzovani

patrna zadna pozadovand zména, kalusy pouze hnédly a nerostly, varianty s nimi byly tedy

ukonceny bez detailniho vyhodnoceni
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Pokus €. 4 - nodalni segmenty

Cilem tohoto pokusu bylo docilit zesileného proristani axilarnich pupeni na
explantatech z jednonodalnich segment. Donorové rostliny odrid 'Fuji' a 'Miss Pepper’
pochazely z podminek in vitro. Vzhledem k velkému mnozZstvi potfebnych explanatia byly
pouzity nodalni segmenty ze skoro celych zdrojovych rostlin - zhruba 6 pater od vrcholu.

Rostliny byly ve flowboxu vyjmuty ze 100 ml erlenmeyerovych banék a na velké
petriho misce sterilnim skalpelem roziezany na jednotlivé nodalni segmenty. Listy byly
zkraceny na 1/3 aby nedochazelo jejich pokroucenim k vytazeni explantatu z kultiva¢niho
média. Takto upravené explantaty byly po 4 ks zapichany do ptfipravenych médii ve 100 ml
erlenmeyerovych bankach, které byly uzavieny ¢tvercem hlinikové folie, utésnény paskou PE
folie a popsany. Od kazdé varianty bylo zalozeno 10 erlen. banék (celkem tedy 40
explantatl). Kultivace probihala v regdlu v laboratofi (fotoperioda 16/8, teplotni rozmezi 18 -
26 °C).

V tomto pokusu byla testovana tato média (zdkladem je MS + 3 % sachar6zy):

MS

BAP 2 mg.I™*
BAP 5 mg.I™
TDZ 0,25 mg.I™*

Vyhodnoceni uspé$nosti nasledovalo po 7 tydnech od zalozeni pokusu, kdy byly
spocitany vyhony vétsi nez 1 cm bez viditelnych zndmek vitrifikace. Ziskané vyhony byly
odd¢leny skalpelem od ptivodnich explantatii a pasazovany do novych 100 ml erlen. ban¢k s
¢istym MS, po 8 tydnech byla pak vyhodnocena UspéSnost pifevodu a zakofetiovani takto
ziskanych rostlinek.

Vysledky byly zpracovany statisticky a formou primérti a smérodatnych odchylek.

Pokus €. 5 - okvétni listky

V pokusu ¢€.5 byly pouzity jako vychozi explantaty okvétni listky odriidy 'Miss Pepper'
péstované ve skleniku. Cilem bylo docilit na nich tvorby kalusu a nésledné organogeneze
nebo somatické embryogeneze. Kvéty byly odebrany rano (mezi 08:30 a 09:00 hod.) a

pouzity byly pouze Cerstve rozvinuté, bez znamek poskozeni.
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4.1.8 Desinfekce okvétnich listkia

Byly zvoleny 4 varianty sterilizace - 10 a 20 % SAVO + smacedlo (0,47% a 0,94%
NaClO) ptisobici 10 a 20 minut. Postup byl stejny jako u listl, kvéty pfenesené v destilované
vod¢ byly 10 nebo 20 minut s ob¢asnym krouzivym michanim maceny ve zvoleném roztoku
piipravku SAVO se smacedlem a nasledn¢ 3x promyty sterilni destilovanou vodou (3x 15
minut). Sterilni okvétni listky byly pasdzovany po 5 ks (odpovida jednomu kvétu) na petriho
misky s kultivatnim médiem (4 misky na variantu, celkem 20 explantati na variantu).
Kultivace probihala v inkubatoru (fotoperioda 16 hodin svétla a 8 hodin tmy, teplota 23 °C pfi

osvitu a 18 °C za tmy).

Jako testovaci varianty uspéSnosti sterilizace byla pouzita nasledujici média:
2,4-D2mg.l*

BAP 2 mg.I™*

TDZ 0,5 mg.I™*

2,4-D0,5mg.I "+ BAP 2 mg.I™!

IAA 2 mg.l*+ BAP 0,5 mg.I™*

IAA 0,5 mg.I ™+ TDZ 2 mg.I™*

IAA2mg.I ™"+ TDZ 0,5 mg.I*

NAA 2 mg.I'* + BAP 0,5 mg.I™*

Vzhledem k nulové odezvé explantatii a ndslednému odumieni béhem nasledujicich dvou

tydnii byl pokus ukoncen.

Pokus ¢. 6 - nezralé prasniky, androgeneze

419 Stanoveni optimalni zralosti prasnikii a velikosti poupat pro odbér

Optimalni velikost poupat pro odbéry byla stanovena pozorovani ve svételném
mikroskopu. Nejprve byla odebrana poupata raznych velikosti (od 2 mm do 10 mm), ta byla
pro piesun a manipulaci uloZzena do kéadinky s destilovanou vodou aby nedochazelo k
vysychani. V laboratofi byly pomoci jehel z kazdého poupéte vypreparovany praSniky, 1 - 2
prasniky poslouzily jako preparat. Ten musi byt pro lepsi rozliSitelnost struktur

barven - v tomto pfipadé byl vyuzit acetokarmin. Preparat byl piipraven piidanim kapky
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acetokarminu k prasnikiim na podloznim skli¢ku, naslednym zahtatim nad kahanem a
ponechanim 1 minutu v klidu. Poté byly obarvené prasniky ptekryty krycim sklickem a lehce

roztlaceny, pfebytecné barvivo bylo odsato bunicinou.
4.1.10 Odbér a desinfekce prasniki

Pro desinfekci prasnikit byly zvoleny 2 pokusné varianty. Prasniky byly nejprve v
obou ptipadech maceny v 70 % etanolu po dobu 20 vtefin. Nasledné bylo testovano piisobeni
10% a 20% roztoku ptipravku SAVO (odpovidé 0,47% a 0,94% roztoku NaClO) po dobu 10
minut. Po t¢ byla poupata 3x promyta sterilni destilovanou vodou. Prace probihala ve
flowboxu.

Pras$niky pro pokus byly vzdy odebirany rdano mezi 8 a 9 hodinou a piendSeny v

kadince s destilovanou vodou.

4.1.11 Indukce tvorby kalusu a nasledna multiplikace

Prvni fazi kultivace prasnikovych explantati byla indukce tvorby kalust, které
nasledné po pasazovani na dalsi média mohly regenerovat. Z desinfikovanych poupat odridy
'Miss Pepper' byly ve flowboxu pomoci jehel vypreparovany prasniky (1 poupé jich obsahuje
5), které byly po jednom jehlou pieneseny na petriho misky s kultivatnim médiem. Médium
bylo pfed samotnym pasadzovanim sterilni jehlou lehce rozruseno - do takto vzniklych jamek
byly umistény prasniky. Na kazdou misku byla pouzita 2 poupata, tedy celkem 10
prasnikovych explantati. Na rozdil od ostatnich pokusti bylo zde v indukcénich médiich
pouzito 9 % sachar6zy (jinde jsou to pouze 3 %).

Kultivace probihala prvnich 10 tydnt v Giplné tmé a teploté 25 + 1 °C. Po uplynuti této
doby byly misky pfeneseny do inkubatoru s fotoperiodou 16/8 a teplotnim rezimem 23 °C ve
dne a 18 °C v noci. Zde byly kalusy dale péstovany 4 tydny.

Indukce tvorby kalusu byla testovana na téchto médiich (zakladem vSech je MS + 9 %
sachardzy):

¢isté MS + 9 % sacharozy

2,4-D2mg.l*
BAP 1 mg.I™*
TDZ1mg.l™

2,4-D 2 mg.I* + BAP 1 mg.I™
2,4-D2mg.l 1+ TDZ 1 mg.I™*
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Kalusy z prasnika byly néasledné pasazovany na multiplikacni médium o jiném sloZeni
RRR a obsahu sacharézy 3 %, tato média byla jiz vzhledem k ristu kalust ptipravena do 100
ml erlenmeyerovych banék. Celkem byla testovana 3 multiplikacni média mezi ktera byly
ziskané kalusy co nejrovnomeérmeéji rozdéleny. Tato faze pokusu, spolu s regeneraci vyhonu z
kalusu, jiz probihala v regalu bez plné kontrolovanych podminek (popsano fotoperioda 16/8,
teplota 18 - 26 °C). Na téchto médiich byly kalusy kultivovany 10 tydnt. Regenerace vyhont
na takto narostlych kalusech je popsana v dalsim kroku.

Pouzitd multiplika¢ni média:

TDZ2mg.l '+ IAA 05 mg.l™

TDZ2mg.l*+2,4-D05mg.l™"

BAP 2 mg.I *+ NAA 1 mg.I™!

4.1.12 Regenerace vyhoni

Regenerace vyhonii probihala nejdtive na MS médiu obsahujicim IAA 2 mg.I ™"+ TDZ
0,5 mg.I"* (cilem bylo médium s niz$i koncentraci TDZ) po vytvoteni zakladi vyhont byly
kalusy pasazovany na Cisté MS v erlenmeyerovych bankach. Postupné vznikajici vyhony byly
od kalust odd€lovany a pasazovany do samostatnych ban€k na Ccist¢é MS. Zde je
problematické uvadét Casové rozpéti, protoZe kalusy reagovaly individualné a tak k nim bylo

také pfistupovano.

4.1.13 Testovani ploidie regenerantii - priitokova cytometrie

Regenerované rostliny musely byt testovany - pro spolehlivost testi byla zvolena
pritokovéa cytometrie. Vzhledem k malému mnozZstvi rostlin, které stihly zregenerovat, byly
méfeny 1 kalusy - pro toto méfeni byly vybrany kalusy, které znatelné rostly a bylo
predpokladéano, ze by z nich také mohly byt v blizké dobé¢ ziskany vyhony.

Jako kontrola pfi méfeni poslouzily dva vzorky - diploidni odrada 'Fuji' a jeji
tetraploidni forma. Pokusny materidl sice pochazel z odriady 'Miss Pepper', ale bylo
predpokladano, ze se v tomto ohledu 'Fuji' a '"Miss Pepper' nelisi, protoze se jednéd o velice
podobné odrudy v ramci jednoho druhu a u 'Fuji' byla k dispozici 2n i 4n forma.

Me¢fteni bylo provadéno na pritokovém cytometru CyFlow Space, k barveni jader

bunék vzorkl bylo pouzito fluorescencni barvivo DAPI. V pripadé testovani vyhonu byl
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vzorek piipraven z 1 - 4 listkli a z kalust byl pouzit zhruba 0,5 - 1 cm velky kus (u vyhont i
kalusti bylo nutné zachovat ¢ast v kultufe pro pfipadné dopéstovani). Proméfeno bylo
1600 - 2500 jader kazdého vzorku.

Testovaci vzorek byl pfipraven nasekdnim listu/kalusu v 1 ml OTO1, ¢imz doslo k
uvolnéni jader z bun€k a pfefiltrovanim vzniklého roztoku do zkumavky ptfes mikrofiltr. K

této smési se pipetuje 1 ml OTO2 s DAPI a po minuté se nechd proméfit.

Obr. 6: Pratokovy cytometr pouzity pii vyhodnocovani

Metodika zpracovani vysledki

Pokusy byly vyhodnocovany pouzitim procent, aritmetickych priméri a
smérodatnych odchylek. Detailni vyhodnoceni nékterych pokust bylo provedeno statisticky s
vyuzitim programu Statistica 12. V piipadé téchto testd byla pouzita jednotnd hladina
vyznamnosti 5 %, tedy a = 0,05. Normalita dat byla testovana pomoci Shapiro-Wilkova testu
a pro ur¢eni homogenity rozptyll byl vyuzit Levenelv test. Pokud byly tyto piedpoklady
splnény byla pouzita jednofaktorovdi ANOVA a Dunncantv test. Tyto piedpoklady ale
vetsinou splnény nebyly a tak byla pro detailni vyhodnoceni vyuzita neparametrickd Kruskal-

Wallisova ANOVA a Spearmanntv test poradové korelace.
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5 Vysledky

Pokus €. 1 - listové segmenty

5.1.1 Prvni ¢ast - screening

V nasledujici tabulce (tabulka ¢. 4) jsou souhrnné uvedeny vysledky z prvniho
vyhodnoceni po 6 tydnech kultivace. Je zde jasné patrné rozdé€leni na varianty indukujici rast
vyhonii (kaulogenezi), rust kofent (rhizogenezi), tvorbu embryogenniho kalusu s patrnym
zakladanim somatickych embryi a rust nediferencujiciho kalusu. Tyto cesty regenerace se
nepiekryvaji a umoziuji snadné rozdéleni do skupin.

V poznamkach jsou stru¢né uvedeny charakteristické znaky kazdé varianty.
Vysvétlivky:

oranzova - varianty tvotici vyhony

modré - varianty tvofici kofeny

zelena - tvorba somatickych embryi

zluta - tvorba kalust, na kterych nedochézelo k diferenciaci a byly pouzity v pokusu s

kalusy (pokus €.3)
Hlavni diraz byl kladen na vyhodnoceni variant kde dochazelo ke kaulogenezi a mély

tedy nejvétsi praktické vyuziti, dale byla detailngji vyhodnocena rhizogeneze. Somaticka

embryogeneze byla podrobnéji feSena az ve druhé fazi tohoto pokusu.
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Tabulka ¢. 4 - hromadné vyhodnoceni listovych explantati po 6 tydnech kultivace

IAA

NAA

2,4-D

BAP

TDZ

W 0 - r
Var. mg. I m 9. 2 m 9. ' m 0. I Im 0. | L |pocet ex. | regenerace % | kalus | kaulogeneze | rhizogeneze | som. em. poznamky
1 - - - - - 20 0 - - - - Odumieni bez reakce
2 0,5 - - - - 20 0 - - - - Odumieni bez reakce
3 2 - - - - 20 0 - - - - Odumfeni bez reakce
Deformace, minimalni
4 | 05 - - 2 - 10 40 " * i i organogeneze
5 2 - - 0,5 - 15 20 + - - - Deformace, odumieni
: : Vyrazny rast kalusu a
6 0,5 - - - 2 A Ho o o kaulogeneze
: : Vyrazny rist kalusu a
7 2 - - - 0,5 20 100 T T kaulogeneze
8 - 0,5 - - - 15 80 + - +++ - Rist dlouhych kofenil
Rast kratSich korend, vétsi
9 - 2 - ; - o AL o ] o ] tvorba kalusu
Rust kratSich kotend, vetsi
10 - 05 - 2 - 20 100 i ) i ) tvorba kalusu
Rust kratSich korenti, vetsi
11 = 2 = 0,5 = 20 100 i : * : tvorba kalusu
: : Vyrazny rast kalusu a slabsi
12 - 0,5 - - 2 e — e o kaulogeneze
13 - 2 - - 0,5 20 100 +++ . . . Vyrazny riist kalusu
Slaba tvorba kalusu, naznak
14 - - 0,5 - - AL e i ) ) " tvorby som. embryi
Embryogenni kalus, naznak
15 - - 2 - - AL — o o tvorby som. embryi
: : Embryogenni kalus, naznak
16 - - 0,5 2 - AL — i i tvorby som. embryi
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0,5 - 2 20 100 +++ Vyrazny rust kalusu
2 - 0,5 15 100 +++ Vyrazny rust kalusu
- 0,5 - 20 0 - Odumieni bez reakce
- 7 -
- - 0,5
- - 2
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Vyhodnoceni rhizogeneze je v tabulce ¢.5 , vzhledem k tomu, Ze tento typ regenerace
listovych explantati nebyl povazovan za vyznamny, je pro vyhodnoceni vyuzito pouze
praméri a smérodatnych odchylek. Kritériem hodnoceni byl pocet kotenti delSich nez 5 mm
na jeden explantat. Zadné znamky vitrifikace, ktera komplikuje vyhodnocovani ziskanych
vyhont, u kofenli nebyly pozorovany. Vznikajici kofeny byly jednotné, vytvarely kofenové
vlaSeni a nejevily Zadné vyznamné rozdily oproti kofeniim, které se tvoii napiiklad pii
zakotenovani vyhond.

Tabulka ¢. 5: rhizogeneze listovych explantati ze skleniku, 'Fuji’

Pramérny pocet kotent delsich nez 5
NAA BAP Regenerace
Var. . . Kalus mm na jeden explantat + SD po 6
mg. | mg. | % :
tydnech kultivace
8 0,5 80 + 5,267 +3,712
9 2 100 ++ 2,8+ 3,327
10 0,5 2 100 ++ 3,2+2,546
11 2 0,5 100 +++ 0,4+ 0,671

Z téchto vysledkl je zifejmé, zZe
NAA ma rozhodujici vliv na indukci
rhizogeneze, ovsem  jeho vyssi
koncentrace v médiu (zde 2 mg. I ) ma
na rhizogenezi negativni vliv a posiluje

tvorbu kalusu.

Varianty u kterych byla indukovana

somatickd embryogeneze byly v prvni

¢asti pokusu vyhodnoceny pouze bodové (tabulka ¢.4).

Kaulogeneze (prordstani vyhonil) byla hodnocena dvakrat - po 6 a 8 tydnech od
zalozeni. Prvni hodnoceni bylo pouze bodové a je v tabulce ¢. 4, vyhodnoceni po 8 tydnech je
zpracovano statisticky. Pocitany byly vyhony bez znamek vitrifikace delSi nez 1 cm. (nejdelsi
dosahovaly maximalné 1,5 cm, primérnd délka se pohybovala pouze kolem 1 cm). Tyto

kalusy dale jiz nebyly pasaZovany.
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Vzhledem k tomu, Ze nebyly naplnény ptedpoklady pouziti ANOVy, byla pro
vyhodnoceni pouzita Kruskal-Wallisova neparametrickh ANOVA. Testem bylo zjisténo, ze
nékteré varianty se od sebe statisticky odliSuji, tento poznatek je dobie patrny z (grafu ¢.1).
Z detailniho vyhodnoceni vyplyva, 7e dvé nejlepsi varianty (IAA 2 mg.I™" + TDZ 0,5 mg.I™
alAA 05 mg.l™ + TDZ 2 mg.I™") se od sebe statisticky nelisi a zaroveti jsou obé statisticky
vyznamné odli§né od variant TDZ 0,5 mg.I"* a TDZ 2 mg.I™", které jsou vzajemné statisticky
srovnatelné.

V nasledujici tabulce je uveden prumérny pocet vyhonti na explantat a variantu + SD.

Z vicenasobného porovnavani a grafu je odvozeno rozdéleni do skupin.

Tabulka €. 6: vyhodnoceni kaulogeneze, listové explantéty ze skleniku, 'Fuji'

: Primérny pocet vyhoni Odvozené rozdéleni do
Varianta :
na explantat £ SD skupin
TDZ 0,5 mg.I" 1,45 + 1,761 A
TDZ2mg.l™" 1,133 £ 1,125 A
IAA0,5mg.l "+ TDZ2mg.I™" 5,4+ 3,299 C
IAA2 mg.I "+ TDZ 0,5 mg.I™ 4,15 + 3,407 BC
NAA 0,5mg.I' '+ TDZ 2 mg.I™* 1,4+ 1,776 AB
Krabicovy graf dle skupin
Proménna: vyhony
14
12 T
10
8
g

] LT

TDZ 0,5 TDZ 2 +IAA 0,5 TDZ 2 + NAA 0,5

TDZ 2 TDZ 0,5 + IAA 2 o Medidn

[0 25%-75%
varianta T Min-Max

Graf ¢. 1: grafické znazornéni rozloZeni jednotlivych
variant RRR
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5.1.2  Druha ¢ast

Tabulka ¢. 7: pfedbézné vyhodnoceni, druha ¢ast - listové explantaty z in vitro, 'Miss Pepper

Tabulka ¢. 8: pfedbéZzné vyhodnoceni, druha cast - listové explantaty z in vitro, 'Fuji’
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Jak je patrné z tabulek na pfedchozi strané, 3 varianty reagovaly cestou kaulogeneze,
tyto varianty byly dukladné statisticky vyhodnoceny. Tabulky ¢. 7 a 8 zahrnuji bodové
hodnoceni po 8 tydnech kultivace, po tom nasledovalo pasdzovani na MS a druhé
vyhodnoceni po 8 tydnech (tabulka ¢. 9).

Tyto vysledky byly zpracovany statisticky, jelikoz v n€kterych skupinach nebyl splnén
pfedpoklad normalniho rozdé¢leni (Shapirav-Wilktv test) a u proménné 'hmotnost' také
predpoklad homogenity rozptyld (Levenetv test), byly vysledky vyhodnoceny
neparametrickymi testy. Pouzitim Spearmannova testu pofadové korelace bylo prokazano, ze
vztah mezi poCtem vyhonu a hmotnosti kalusu neni statisticky vyznamny. Hmotnost (a tedy
velikost) kalusu tedy neni rozhodujici pro zisk vyhonti. Pro detailn€j$i vyhodnoceni byla
pouzita Kruskal-Wallisova ANOVA. Bylo prokézano, ze odriida nema na pocet ziskanych
vyhonu statisticky prikazny vliv, naopak varianta regulatorti rostlinného riistu ma velmi
vyznamny vliv. Také bylo zjiSténo, Ze varianta €. 18 se od zbyvajicich dvou prokazatelné
statisticky odliSuje a poskytuje horsi vysledky (graf. ¢.2) . Bylo tedy prokazano, Ze v tomto
ptipadé neni piidavek IAA k TDZ potiebny a ptidavek 2,4-D ma na zisk vyhonl negativni
efekt.

Obr. ?: kaulogeneze, 'Miss Pepper', IAA 0,5 mg.I™" + TDZ 2
mg.l
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Tabulka ¢. 9: detailni vyhodnoceni kaulogeneze, listové explantaty z in

vitro
Var. IAA_1 2,4-I21 TDZ ) Odriida Vyhony vétsi | hmotnost kalust
mg.l " |{mg. 1| mg. | nez 1 cm (9)
23 2 '‘Miss Pepper' | 4,58 +2,05 1,512+ 0,389
Fuji' 5,12 +2,438 1,937 + 0,45
6 0,5 2 ‘Miss Pepper' 5+£1,936 1,632 £ 0,534
Fuji’ 5,4 +2,598 2,409 + 0,76
18 0,5 2 'Miss Pepper' 24+193 1,908 £+ 0,353
Fuji' 12+1,732 1,572 + 0,423

Graf ¢.2: grafické znazornéni rozlozeni jednotlivych variant RRR

Krabicovy graf dle skupin
Proménna: vyhony

T
I

12

10

|
T

vyhony

0 Median
[]25%-75%
T Min-Max

TDZ 2 IAA05+TDZ2 2,4-D05+TDZ2

varianta

Varianta 2,4-D 2 mg.l™* + BAP 05 mg.l ™" u listovych segmentii indukovala
somatickou embryogenezi, ale mezi odridami zde byl velmi vyrazny rozdil. Zatimco odriida
'Fuji' na tuto kombinaci RRR reaguje velmi dobie a explantaty regeneruji a tvofi embryogenni
kalus ve 100 % piipadu (tabulka ¢. 8), 'Miss Pepper' zde ma velmi $patné vysledky. Znamky
regenerace projevilo pouze 40 % listovych segmentt (tabulka ¢. 7) a k tvorbé embryogenniho
kalusu doSlo pouze na 5 explantadtech z pocatecnich 50. Patrna somatickd embrya byla
pozorovana pouze na 1 kalusu.

Vzhledem k povaze vysledki je tato ¢ast pokusu vyhodnocena pouze slovné.
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Pokus €. 2 - koFenové segmenty

5.1.3  Prvni ¢ast - screening

Vysledky prvniho pokusu jsou opét vyhodnoceny v souhrnné tabulce, ktera je uvedena
na nasledujici stran¢ (tabulka ¢. 10). Je z ni patrné, Ze v piipad¢ kofenovych segmenti je v
reakci hned n¢kolik zasadnich rozdila. Ve vSech piipadech bylo dosazeno znamek regenerace
explantatl (regenerace 100 % ve vSech ptipadech), to ale neznamend, ze bylo dosazeno 100
% diferenciace na uspokojivé urovni. Nékteré varianty reagovaly pouze slabou tvorbou kalusu
bez znamek dalSiho vyvoje.

Dal$im rozdilem je pfekryvani riznych vyvojovych cest u kofenovych segmentt,
casto dochazelo napiiklad k soucasné kaulogenezi a rhizogenezi, ptipadné rhizogenezi a

somatické embryogenezi.

Tabulka ¢. 10: ptredbézné vyhodnoceni, kofenové explantaty z in vitro, 'Fuji’
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Var.

IAA
mg. I

NAA
mg. I

2,4-D
mg. I}

BAP
mg. I

TDZ
mg. I

Pocet
ex.

Regenerace
%

Kalus

Kaulogeneze

Rhizogeneze

Som.

em.

Poznamky

15

100

+

+

6 exp. vyrazné obrazi,
tvorba kalusti minimalni

0,5

20

100

++

++

11 exp. obrazi,
explantaty zakotenuji,
kalus minimalni

15

100

++

5 exp. obrazi, siln&jsi
zakorenovani, kalus
minimalni

0,5

15

100

++

9 exp. obrazi,
zakofenovani slabé, kalus
minimalni

0,5

20

100

++

++

10 exp. obrazi,
zakotenovani vyraznéjsi,
kalus minimalni

0,5

20

100

+++

Velké zelené kalusy,
slabé naznaky vyhonti

20

100

+++

7 kalust obrazi, silni
tvorba zeleného kalusu

0,5

20

100

++

++

Zluté rozpadavé kalusy,
cast zakofenuje

20

100

Slab¢ rostouci Zluté
rozpadavé kalusy,
nezakotenuji

10

0,5

20

100

++

Zluté rozpadavé kalusy,
naznaky somatické
embryogeneze

11

0,5

20

100

++

++

Zluté rozpadavé kalusy,
somaticka
embryogeneze vyraznéjsi
nez u predeslého

12

0,5

20

100

+++

Kompaktni zelené kalusy
se Zlutymi sektory
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o] Wy || et | SRR VB GRS R RS Kalus | Kaulogeneze | Rhizogeneze Som. Poznamk
var | M9 I mg. I {mg. It mg. I} | mg. 1] ex. % g g em. Y
Kompaktni zelené kalusy
- 2 - - 0,5 20 100 ++ - - + se Zlutymi sektory ve
13 vEtsi mife
- - 0,5 B} - 20 100 — ) ) ) Slabé zluté rozpadavé
14 kalusy
- , 2 . i 20 100 + ) ) ) Slabé Zluté rozpadavé
15 kalusy
Zluté embryogenni
- - 0,5 2 - 20 100 ++ - - +++ kalusy, vyrazna
16 somaticka embrya
- , 2 0,5 i 20 100 " ) ) ) Slabé zluté rozpadavé
17 kalusy
18 - - 0,5 - 2 15 100 ++ - - - Zelené rozpadavé kalusy
19 = = 2 = 0,5 20 100 ++ - - + Svétlé rozpadavé kalusy
- - : 0,5 - | 10 100 + ——- + ; 9 exp. obrazi, kalusy
20 minimalni
- - - 2 - 20 100 + +++ ++ - 14 exp. obrai, kalusy
21 minimalni
- - - - 0,5 20 100 ot + + ) Vel%(e zelene’ kaluosy,
22 naznaky vyhond
- - - ; 2 15 100 - " ) ) Jeste Yet51 Zelefle kaolusy,
23 naznaky vyhont
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Vyhodnoceni variant kde dochazelo ke kaulogenezi je patrné v tabulce ¢. 11,
vzhledem k riiznorodosti variant a Casto malému mnoZstvi hodnot byly k vyhodnoceni
pouzity pouze procenta a smérodatné odchylky. Z tabulky je patrné, Ze nejlepSich vysledkl
dosahovaly varianty &isté MS a BAP 0,5 mg.I™". Varianta IAA 0,5 mg.I"* dosahla podobného

vysledku, ale bylo v ni pozorovano nadmérné mnozstvi defektnich rostlin.

Tabulka ¢. 11 vyhodnoceni kaulogeneze, kofenové explantaty z in vitro, 'Fuji’,
zluté jsou zvyraznény nejlepsi varianty

1 = - - 15 40 2,667 £ 2,338 16
2 0,5 - - 20 55 1,091 £ 1,044 12
3 2 - 15 33,33 0,4+ 0,894 2
4 0,5 2 - 15 60 0,556 + 0,726 5
5 2 0,5 - 20 55 0,455 + 0,522 5
6 0,5 - 2 20 25 0 0
7 2 - 0,5 20 40 0 0
20 = 0,5 - 10 90 1,223 £ 1,302 11
21 - 2 - 20 70 0,714 + 0,726 10
22 = - 0,5 20 25 0 0
23 = - 2 15 33,33 0 0

K vyhodnoceni variant se somatickou embryogenezi byla pouzita orienta¢ni stupnice, jelikoz
bylo velmi obtizné ptesné urcit jejich pocet (embrya byla na riznych stupnich vyvoje a ¢asto
skrytd uvnitt kalusu). Byly zahrnuty varianty 2,4-D 0,5 mg.I”* + BAP 2 mg.I*, NAA 0,5
mg.I" + BAP 2 mg.I " a NAA 2 mg.I"" + BAP 0,5 mg.I"". Od kazdé varianty bylo po&itano 15

kalusu.
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Pouzité stupnice:
0 - zadna patrna somatickd embrya
1 -1 az 10 patrnych somatickych embryi

2 - 11 a vice patrnych somatickych embryi

Tabulka ¢. 12: vyhodnoceni somatické embryogeneze, kofenové explantaty z in vitro, 'Fuji’

: Primér z bodového hodnoceni poctu som.
Varianta
embryi na jeden kalus + SD
2,4-D0,5mg.I "+ BAP 2 mg.I"" 1,467 + 0,64
NAA 0,5 mg.I "+ BAP 2 mg.I"" 0,667 + 0,617
NAA 2 mg.I'”" + BAP 0,5 mg.I™" 0,867 £ 0,516

Jelikoz jde pouze o orientaéni vyhodnoceni, bylo nasledné pouzito aritmetickych
primérti a smérodatnych odchylek. Vyhodnoceni probéhlo 12 tydnt od zaloZeni pokusu a od
kazdé varianty bylo hodnoceno 15 kalust. Z téchto vysledk vyplyva, Ze nejvice vhodna
varianta pro indukci somatické embryogeneze u kotenovych segmentti odridy 'Fuji' je 2,4-D
0,5mg.I "+ BAP 2 mg.I™".

5.1.4  Druha ¢ast

Ve druhé casti pokusu s kofenovymi segmenty byly testovany 2 varianty indukujici
kaulogenezi, jedna indukujici somatickou embryogenezi a jedna kalus, pozd&jSim
pozorovanim bylo ale zjiSt€no, Ze u varianty stimulujici rst kalusu dochazi rovnéz k
somatické embryogenezi. Kalus této varianty byl ovSem nezvykle tmavé zeleny (embryogenni
kalus P. paniculata byl v jinych pokusech spise zbarven do velmi svétle zelené az zluté
barvy) a tak tento jev nebyl prvotné pozorovan.

Struéné tdaje o prvni fazi kultivace tohoto pokusu jsou v tabulce ¢. 13 pro 'Miss

Pepper' a v tabulce ¢. 14 pro 'Fuji'.
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Tabulka ¢. 13: ptedbézné vyhodnoceni, druha ¢ast - kotenové explantaty z in vitro, ‘Miss Pepper’
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Pti vyhodnoceni kaulogeneze byl pozorovan velmi vyznamny rozdil mezi odridami -

na rozdil od "Fuji' u '"Miss Pepper' k riistu vyhont z kotfenti prakticky nedochézelo ani pfi delsi

.....

.....

jednotlivé. Touto metodou byla z velké ¢asti eliminovana vitrifikace regenerantii a bylo
dosazeno vys$i UspeSnosti. Také bylo potvrzeno, ze nejvykonngjsi variantou pro indukci
kaulogeneze z kofenovych segmenti je BAP 0,5 mg.I™.

V naésledujici tabulce (¢. 15) jsou uvedeny vychozi poéty explantatd, procenta
explantata u kterych bylo indukovano proriistani vyhonti, pocty vyhont ziskané na variantu a

vyhodnoceni jejich vyvoje 5 tydnli po pasdzovani na MS.

Tabulka €. 15: vyhodnoceni kaulogeneze z kofenovych explantati, druhd ¢ast pokusu

Pocet Pocet
: . | Explantaty Pocet vitalné Y v s
Vychozi oy ~ , , zakoftenujicich
. . tvoftici pasazovanych | rostoucich e
Var. | Odrida pocet , e e vyhont 5
... | Vvyhony vyhontl na vyhonti 5 AP
explantatt . . s tydnti po
(%) variantu tydnt po Y
.. . .| pasaZovani
pasazovani
'Miss
MS | Pepper 50 0 0 0 0
'Fuji’ 50 46 37 37 24
BAP ‘Miss
0,5 Pepper’ 50 6 4 3 2
Mgl gy 50 54 56 56 39

Vyhodnoceni somatické embryogeneze je uvedeno v tabulce ¢. 16 a bylo opét
zpracovano s vyuzitim pomocné stupnice:
0 - Zadna patrna somatickd embrya
1 -1 az 10 patrnych somatickych embryi
2 - 11 a vice patrnych somatickych embryi
Tyto varianty byly hodnoceny po 12 tydnech od zalozeni pokusu, ve vsech ptipadech

regenerovalo 100 % explantatt (50 od kazdé varianty).
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Tabulka ¢. 16: vyhodnoceni som. embryogeneze z koifenovych explantat, druha ¢ast pokusu

Prumér z bodového

Varianta Odrtda hodnoceni poc¢tu som.
embryi na jeden kalus + SD
. . '‘Miss Pepper’ 1,44 £ 0,541
2,4-D 0,5mg.l "+ TDZ 2 mg. —
Fuji’ 1+0,67
., . ‘Miss Pepper’ 0,6 0,639
2,4-D 0,5 mg.I~+ BAP 2 mg.| —
Fujr’ 0,98 + 0,622

Z vysledkii a porovnani s ostatnimi pokusy ve kterych probihala somaticka
embryogeneze je patrné, Ze v piipadé kofenovych segmentti odrida 'Miss Pepper' reaguje
vyrazné 1épe nez pii pouziti listovych explantati a dosahuje lepsi produkce somatickych
embryi na médiu 2,4-D 0,5 mg.I'* + TDZ 2 mg.I"*. U Odridy 'Fuji' se v tomto pokusu tato
varianta také projevila jako efektivnéjsi. Rozdil je také v podobé¢ kalusu - varianta obsahujici
TDZ tvoti velké tmavé zelené rozpadavé kalusy, embryogenni kalusy z jinych variant RRR

jsou spise zluté nebo velmi svétle zelené a tmavsi embrya jsou na nich dobfe patrna.

Obr. 9: detail embryogenniho kalusu odrudy 'Fuji' ziskaného
kombinaci 2,4-D a BAP
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Pokus ¢. 3 - kalusy

Nejprve byly vyhodnoceny kalusy z listovych segmenti ziskané z prvni ¢asti pokusu
¢. 1. Pro jednodussi statistické vyhodnoceni byly vysledky rozdéleny do 3 tabulek podle
vychozich variant RRR na kterych byly kalusy ziskany. Vzhledem k cili dosazeni
kaulogeneze toto rozdéleni nevadi, protoze jde o varianty které se v zakladu 1i$i rezidualnim
ucinkem RRR pfitomnych v primarnim médiu.

Prvni jsou kalusy ziskané na médiu NAA 2 mg. I™* + TDZ 0,5 mg. "%, v tomto piipadg
nebyly naplnény piedpoklady homogenity rozptyli a normality dat, byla tedy pouzita
Kruskal-Wallisova ANOVA. Tou bylo prokazano, Ze pro indukci kaulogeneze je nejlepsi
pouziti varianty TDZ 0,5 mg. I ™.

Tabulka &. 17: vyhodnoceni indukce kaulogeneze na kalusech z NAA 2 mg. I* + TDZ 0,5
mg. I, 'Fuji’

Primarmni médium Primérny pocet Primérny pocet
. . o vyhont na kalus + Tteti | vyhoni na kalus
ze kterého pochézi | Druhé médium D) 5 vl oo | 4 S0 5o el
sy pocitani pocitani
4 MS 0 0
ﬁg’;‘ g gnr?] ! IJ TDZ0,5mg. I * 0 MS 125+ 1.035
> Mg. TDZ 2 mg. I 2 0 1,125 = 1,126

V piipadé kalusi z varianty 24-D 05 mg.l™" + TDZ 2 mg. ™ byly splnény
pfedpoklady homogenity rozptyld i normality dat. K vyhodnoceni byla tedy pouZita
jednofaktorova  ANOVA a Dunncaniv test pro rozdéleni porovnavanych hodnot do
homogennich skupin. Bylo jasné€ prokazano, ze v tomto piipadé je nejvice vhodné pro indukci

kaulogeneze pouziti ¢istého MS média.

Tabulka ¢. 18: vyhodnoceni indukce kaulogeneze na kalusech z 2,4-D 0,5 mg. It +TDZ 2
mg. I, Fuji'

Primérny pocet Primérny pocet
vyhont na kalus + Tteti | vyhoni na kalus
SD po prvnim médium | = SD po druhém

Primarni médium
ze kterého pochdzi | Druhé médium

kalusy rir riso
pocitani pocitani
1 MS 4,75+2,435Db 5,5+2,564 b
2"‘{325’ s ||‘1 * T TDzosmg I* 1£08%a MS | 2333=1,033a
g- TDZ2mg. I* | 2,75= 1,669 ab 3,5+2,07 ab

55



U kalusii pochazejicich z média 2,4-D 2 mg. 1! + TDZ 0,5 mg. I* piedpoklady pouziti
standardni ANOVy neplati, byla tedy opét vyuzita Kruskal-Wallisova ANOVA. Tou bylo
potvrzeno pouziti TDZ 0,5 mg. "%, varianta TDZ 2 mg. I * vykazovala statistickou shodu s TDZ

0,5mg. I'!, ale zaroveti odpovidala i &istému MS (i kdyZ velmi t&sng).

Tabullfa ¢. 19: vyhodnoceni indukce kaulogeneze na kalusech z 2,4-D 2 mg. It +TDZ 05
mg. | -, 'Fuji’

MS 0 0
TDZ05mg. |~ 0,833+ 1,17 MS 1,5+ 1,378
TDZ2mg. I™" 0,167 + 0,408 1,167 + 1,169

Obr. 10: detail prorustajicich kalusu (varianta 2,4-D 0,5
mg. I + TDZ 2 mg. I"") po prvnim pasazovani na MS

Ve druhé fazi byla testovana moZnost vyvolani kaulogeneze na kalusech, které byly
ziskany z kotfenovych segmentll v prvni ¢asti pokusu ¢.2. Tyto kalusy byly malo vitalni, zluté
a rozpadavé.

Tento pokus byl ukoncen kdyZ ani jeden kalus ani jedné testované varianty nejevil
znamky zmény vyvoje na Zadném ze 3 pouzitych médiich (MS, TDZ 0,5 mg. ™, TDZ 2
mg. 1.
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Pokus €. 4 - nodalni segmenty

V tomto pokusu byly vyhodnoceny nejprve ziskané vyhony na jednu kultiva¢ni 100 ml
banku, kterd obsahovala 4 vychozi nodélni explantaty. Pfedpoklad vyrazné multiplikace
vyhonil z axilarnich pupenti nebyl ani v jednom piipadé naplnén, nodalni segmenty vytvoftily
maximaln¢ 2 vyhony, Castéji 1 a ¢ast jich neregenerovala vitbec. Vzhledem k tomuto typu
vyhodnoceni nebylo mozné stanovit primérné hodnoty na jeden explantat, ale pouze na
variantu.

Nebyly naplnény piedpoklady pro pouziti standardni ANOVy, byla tedy pouzita
neparametricka Kruskal-Wallisova ANOVA, podle které nema odrada statisticky vyznamny
vliv na pocet vyhoni. Statisticky vyznamna je pouze pouzita varianta. Prokazatelny statisticky
vyznamny rozdil byl pouze mezi variantami BAP 5 mg. I* a TDZ 0,25 mg. I . Toto zji§t&ni
je dobfe vidét na grafu €. 3.

Z tabulky ¢. 21 je ziejmé , ze vliv odrudy je pouze u posledni varianty (TDZ 0,25

-1 y . . .
mg. | 7), coz se na celkovém vlivu neprojevuje.

Tabulka €. 20: vyhodnoceni regeneraci nodalnch segmentt

Varianta Odrtda Pocet nodi Regenerace (%)

(MS 'Miss Pepper’ 36 86,11

'Fuji’ 40 97,5
BAP20,5mg. I 'Miss Pepper' 40 90
'Fuji’ 40 95
BAP50,5mg. I 'Miss Pepper’ 40 95
'Fuji’ 40 100

TDZ0,250,5 mg. I'* 'Miss Pepper’ 40 97,5
'Fuji’ 40 100
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Tabulka ¢. 21: vyhodnoceni zisku vyhonti z nodalnch segmenta

Varianta MS BAP2mg. I BAP5mg. It | TDZ0,25mg. I
‘Miss 'Miss 'Miss ‘Miss
Odrtda | Pepper' | 'Fuji’ Pepper' | 'Fuji’ Pepper' 'Fuji' | Pepper' 'Fuji’
Baiika 1 0 2 0 1 5 5 4 1
Barika 2 5 5 2 2 3 4 4 0
Baika 3 5 4 6 3 4 6 3 2
Baiika 4 0 4 6 1 4 3 3 1
Barka 5 3 5 3 5 3 5 5 1
Barka 6 4 3 4 3 2 4 5 0
Barka 7 1 4 1 4 4 4 4 1
Barika 8 3 5 4 5 4 3 4 1
Baiika 9 3 2 6 2 3 4 3 1
Baiika 10 3 1 5 2 4 5 1 0
Celkem
vyhonti
na 40 27 35 37 28 36 43 36 8
vychozic
h nodd
Primér+| 2,7+ 35+ 3,7+ 2,8+ 3,6+ 4,3+ 3,6+ 0,8+
SD 1,829 1,434 2,163 1,476 0,843 0,95 1,174 0,632

Graf €.3: grafické zndzornéni rozlozeni jednotlivych variant RRR

Krabicovy graf dle skupin

: |

Proménna: vyhony

vyhony
N w
o
o

Z [

MS bap 2 bap 5 tdz 0,25

o Median
[1 25%-75%
varianta I Min-Max
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Druha tabulka (¢. 22) znazoriiuje uspé$nost ujmuti pasazovanych vyhont na ¢isté MS,
zde je videt, ze varianta kde doslo k nejvétsi produkci vyhona (BAP 5 mg. Ifl) dosahovala pfi
vyhodnoceni po 8 tydnech nejnizsiho poctu rostoucich rostlin, které spliiovaly kritéria. Tento
jev byl dan vy$$im vyskytem vitrifikovanych a jinak defektnich jedinci.

Nejvetsi rozdil v ramcei varianty byl u TDZ 0,25 mg. 1%, kde byla reakce odrid zna¢né
odlisna, 'Miss Pepper' reagovala srovnatelné jako na ostatnich variantach, s tim, ze zde byl
vetsi nartst kalusu, ktery ovSem nenaruSoval vyvoj vyhontl. 'Fuji' na této varianté tvorila
velké kalusy, které naopak proristani vyhont takika potlacily. VétSina vyhont z této varianty
proto nespliiovala kritéria hodnoceni a pro vysokou miru vitrifikace nebylo mozné je dale
pasazovat.

Udaje o poétu zakofenujicich rostlin jsou zde pouze doplitujici a znazoriiuji velmi
dobrou schopnost téchto vybranych odrud tvotit kofeny (a tak rostliny vhodné pro prevod do

podminek ex vitro) v médiu bez piidanych auxind stimulujicich zakotenéni.

Tabulka €. 22: vyhodnoceni pievodu vyhonii z nodalnich segmentt

Varianta MS BAP2mg. I BAP5mg. It | TDZ 0,25 mg. I”*
o '‘Miss R ' Miss i 'Miss i ' Miss e
Odrtuda Pepper’ Fuji Pepper’ Fuji Pepper’ Fuji Pepper Fuji
Pocet
pasézovanych 27 35 37 28 36 43 36 8
vyhontl
Pocet
rostoucich 22 35 35 23 22 30 36 8
vyhonti V&t | (81,48) | (100) | (94,59) | (82,14) | (61,11) | (69,77) | (100) | (100)
nez 2 cm (%)
Zakoreijici | g 35 34 22 20 28 33 6
vyhony
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Obr. 11: rist nodalnich segmentti na MS (leva) a TDZ
(pravéa), odrida 'Fuji’

Pokus €. 5 - okvétni listky

5.1.5 Desinfekce okvétnich listki

Vsechny varianty desinfekce explantati z okvétnich listki mély 100% ucinnost -
nebyla pozorovana zadna kontaminace. Explantaty ale po dvou tydnech kultivace odumfely
bez jakychkoliv ndznakt regenerace. Vzhledem ke zdravotnimu stavu donorovych rostlin

pokus nemohl byt opakovan a byl ukoncen.

Pokus ¢. 6 - prasniky, androgeneze
5.1.6  Ovéreni optimalni zralosti prasnikii a poupat

Pozorovanim pras$niki (barvenych acetokarminem) pod mikroskopem bylo zjisténo, ze
v ptipadé¢ Phlox paniculata je vyvoj mikrospor nejednotny - v jednotlivych prasnicich se
nachazelo vice vyvojovych stadii mikrospor. Jako optimalni byly tedy zvoleny prasniky ve
kterych byla vétsi Cast mikrospor stale pfed prvni pylovou mitézou - jednojaderné
mikrospory. Toto odpovidalo nejmensim poupatim, kterd byla z donorovych rostlin
odebrana, velikost celého poupéte v optimalni fazi byla pouhé 2 mm, prasniky méfily cca. 1,5

mm. Takovato poupata jesté neméla ani patrné okvétni listky.
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Obr. 12: porovnani velikosti ¢asti poupat

Obr. 13: testovana poupata s vypreparovanymi prasniky

5.1.7  Desinfekce poupat

Ob¢ testované varianty sterilizace poupat byly uspéSné - nedoslo ke kontaminaci
kultur a prasniky nebyly poskozeny. V pokusu byla tedy dale pouzita prvni varianta - 70%
ethanol (20 sekund), pak 10 % SAVO + smacedlo po dobu 10 minut a nakonec promyti
sterilni destilovanou vodou (3x 15 min). Vzhledem k nulové kontaminaci nebyl diivod pouzit

druhou variantu s 20 minutami ptisobeni.
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5.1.8  Indukce tvorby kalusu

Vzhledem k povaze vysledki a zcela ziejmému rozdé€leni byly v tomto pokusu nadale
k vyhodnocovani pouzita pouze procenta a/nebo slovni hodnoceni. Indukce tvorby kalust a
jejich nasledny vitalni rast byly jednoznaéné nejvice uspésné na médiu obsahujicim
2mg.I " 2,4-D + 1 mg.I " TDZ (var. &. 4). Na tomto médiu bylo dosaZeno regenerace prasniki
ve 40,830 % ptipadl a vitdln€ rostouci kalus byl ziskdn ve 25 % ptipadi. Zhruba poloviéni
Gsp&Snosti dosahovala varianta 2 mg.l™ 24-D + 1 mg.I™" BAP (var. & 4). PH pouziti
samotného 2,4-D (2 mg.I"! 2,4-D, var. & 6) sice v regeneraci nebyl vyrazny rozdil oproti
predchozi varianté, ale vitalita a rist kalusii siln¢ zaostavaly. Varianty s Cistym MS, BAP a

TDZ se projevily jako zcela neefektivni a ddle nebudou komentovany.

Tabulka €. 23: vyhodnoceni indukce riistu kalusu z prasnikovych explantata

pocet kalus
24-D | BAP | TDZ |zalozenych | regenerace | regenerace | kalus vetsi | vet3inez
var. |mg. " | mg. I"" | mg. I”! | prasnika (ks) (%) nez 2 mm (ks) | 2 mm (%)
1 - - - 120 4 3,334 0 0
2 - 1 - 120 3 2,5 1 0,834
3 - - 1 120 5 4,167 2 1,667
4 2 - 1 120 49 40,834 30 25
5 2 1 - 160 41 25,625 19 11,875
6 2 - - 160 36 22,5 9 5,625
5.1.9  Multiplikace kalust a indukce organogeneze

ProtozZe ziskané kalusy byly velice malé (velikost pouze vyjimecn€ dosahovala 1 cm),
nebylo mozné piimo zahdjit indukci organogeneze a dosdhnout zisku regenerantll. V
nasledujici ¢asti pokusu tedy byla testovdna moznost multiplikace kalusti nasledovana
pasazovanim na médium indukujici proristani vyhont. Mezi multiplikacnimi médii je slozité
urcit to nejlepsi, protoze ve vSech skupinach je ptili§ malo kalust. Z tabulky ¢.24 je ale mozné
usuzovat, ze stale vyznamné pretrvava vliv indukéniho média. Na indukéni varianté se
samotnym 2,4-D (2 mg.I™" 2,4-D, var. & 6) doslo k odumfeni viech kalusi na viech
testovanych multiplika¢nich médiich, tato varianta tedy z pokusu vypadla. Také kalusy z
kombinace 2 mg.l™" 24-D + 1 mg.l "’ BAP (var. & 5) reagovaly na pasaZovani na
multiplikacni média hiife a pouze se prohluboval rozdil oproti varianté ¢. 4, ktera se potvrdila

jako nejlepsi. Mezi multiplikacnimi médii na varianté ¢. 4 nebyly pozorovany vyznamné
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rozdily, ty by se pravdépodobn¢ ukazaly az s vétsim mnozstvim kalust. Nezavisle na varianté
nékteré¢ kalusy vykazovaly vyrazné fialové zbarveni anthokyany. Organogeneze byla
stimulovana médiem 2 mg.l™' IAA + 0,5 mg.I™* TDZ a bylo ji docileno pouze na dvou

kalusech (var. €. 4) - byly ziskany 2 a 4 vyhony.

Obr. 14: kalus indukovany na 2 mg.I"* 2,4-D + 1 mg.I * TDZ,
foceno v pritb&hu multiplikace na 0,5 mg.I * IAA + 1 mg.I * TDZ,
velikost zhruba 1 cm

Obr. 15: kalus indukovany na 2 mg.I™* 2,4-D + 1 mg.I * TDZ,
foceno v prib&hu multiplikace na 1 mg.I" NAA + 2 mg.I ™" BAP,
velikost zhruba 1.2 cm
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Tabulka ¢. 24: ptehled vyvoje kalust od prvniho pasazovani po zisk rostlin

I\r/lzfrlil;(r?tnal multiplikaéni varianta y pocet , pocet Zijic’ich p?gzicﬁ% SISO Vlgtaﬁliurfzi Pocet kzzlusﬁ, pocet :
(mg. |1 ) (mg. |t ) prel\;ederiych a rostf)uc1ch it o) kalysy 1em kde doslo k_ regenc_erovanych
alusi 8.tyden 8 tyden 10.tyden 10ty den organogenezi | rostlin na MS
MS + 9 % TDZ 2 + IAA 0,5 1 0 0 0 0 0 0
sach. TDZ 2 +2,4-D 0,5 2 0 0 0 0 0 0
BAP 2 + NAA 1 1 0 0 0 0 0 0
TDZ 2 + IAA 0,5 1 0 0 0 0 0 0
. anG-F;_l TDZ 2 +2,4D 0,5 1 0 0 0 0 0 0
BAP 2 + NAA 1 1 0 0 0 0 0 0
TDZ2 +1AA 0,5 2 0 0 0 0 0 0
. ;[éﬁ_l TDZ 2 + 2,4D 0,5 1 1 0 1 0 0 0
BAP 2 + NAA 1 2 0 0 0 0 0 0
TDZ 1 + TDZ 2 +1AA 0,5 17 8 1 5 3 1 4
2,4-D 2 TDZ 2 +2,4-D 0,5 16 8 0 6 2 0 0
mg.| " BAP 2+ NAA 1 16 8 2 5 3 1 2
TDZ2 +1AA 0,5 12 0 0 0 0 0 0
22rﬁ4g-.tl)l TDZ 2 +2,4-D 0,5 12 0 0 0 0 0 0
BAP 2 + NAA 1 12 0 0 0 0 0 0
BAP 1 + TDZ 2 +1AA 0,5 14 5 0 3 2 0 0
2,4-D 2 TDZ 2 +2,4-D 0,5 14 1 0 1 0 0 0
mg-rl BAP 2 + NAA 1 13 3 0 3 0 0 0
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5.1.10 Testovani ploidie regeneranti

Celkem bylo proméfeno 18 vzorkli - 6 rostlin a 10 kalusi, dalsi dva vzorky byly
kontrolni rostliny (2n a 4n 'Fuji’). Vysledky ukézaly, ze mezi testovanymi rostlinami se
nenachazi ani jedna haploidni - piekvapenim to bylo hlavné u fenotypové odlisné rostliny,
ktera v podminkach in vitro vykvetla (u P. paniculata se jedna o velice ojedinély jev), vzorky
vyrazné vetsi heterogenita nez u vyhonti. Pouze jeden kalus vykazoval zastoupeni bun¢k v In
a 4n oblasti s takika chyb&jicimi 2n. Tento kalus byl oznacen za nejvice perspektivni a

vhodny k dalsi kultivaci s potencialnem ziskat haploidni nebo tetraploidni rostliny.

Obr. 16: atypicka ziskana kvetouci rostlina

Obr. 17: potvrzeni, ze atypicka rostlina je diploidni
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Obr. 18: kontrola - 'Fuji’ 2n
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Obr. 19: kalus, jediny vzorek s vyrazné odliSnym slozenim,
ziskan na 2 mg.1"*2,4-D + 1 mg.I"* TDZ, multiplikovano na 1
mg.I ' NAA + 2 mg.I ' BAP
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6 Diskuse

Listové segmenty

V tomto pokusu byly nejprve testovany listové explantaty ze sklenikové 'Fuji’,
vzhledem k piivodu explantat tedy bylo nutné provést jejich povrchovou sterilizaci. K tomu
byl vyuzit postup, ktery se jiz v praxi osveédcil. Bylo pouzito 20 % SAVO (0,94 % NaClO) se
smacedlem, coz odpovida doporuceni Matisky (2009), ktery uvadi koncentraci 0,5 - 1 %
NaClO. Kombinaci 20 % SAVO + sméaéedlo po dobu 10 minut doporuduje také Sasek (2015).
Declerk and Korban (1995) pro sterilizaci listt pouzili 0,43 % NaClO se smac¢edlem po dobu
10 minut, coz se ze zkuSenosti mize zdat jako slabé. Naopak Fraga et al. (2004) ke sterilizaci
vyuzili extrémni koncentraci 3,5 % NaClO po dobu 15 - 20 minut, to je velmi zvlastni, kdyz
vezmeme v Uvahu, ze nefedéné SAVO ma 4,7 % NaClO a Matiska (2009) uvadi, ze
koncentrace 30 % ptipravku SAVO jiz vyrazné poskozuje explantaty.

Kultivace probihala na MS médiu se 3 % sacharozy, zde nebyl divod testovat jiné
médium, protoze MS je pouZito mnoha publikacich zabyvajicich se kultivaci plamenky
latnaté in vitro, pouzili ho naptiklad Declerk and Korban (1995), Jain et al. (2002), Matiska
(2009) a dalsi. Fraga et al (2004) dokoce testovali i pouziti K média, které ovSsem poskytovalo
horsi vysledky nez MS.

Pti prvni fazi pokusu s listovymi segmenty bylo testovano 22 variant RRR a ¢isté MS
médium, po 6 tydnech bylo provedeno vyhodnoceni a varianty byly roztfizeny do skupin:
kaulogeneze, rhizogeneze, somatickd embryogeneze, tvorba nediferencujiciho kalusu a
zbytek, ktery ptedstavoval neperspektivni varianty, které dale nebyly feSeny. Vzhledem k
povaze explantatl bylo dileZzité uz zhodnoceni regenerace (patrné ristové odezvy na piisobeni
RRR), protoze ¢ast variant neregenerovala viibec a nékteré dalsi pouze sporadicky. V piipade
kaulogeneze bylo nejlepsich vysledki dosazeno kombinaci IAA a TDZ, také byla prokazana
statisticky vyznamna odliSnost takto kombinovanych variant od samotného TDZ. Toto
zjisténi plné odpovida vysledkim které publikovali Vejsadova a Matiska (2007). Také
Matiska (2009) tuto kombinaci doporucuje. Vznikéd zde tedy neshoda, jelikoz Declerk and
Korban (1995) doporucuji radéji pouzit BAP, protoze TDZ vyvolava ptili§ silny rast kalusu.
Pozitivni vliv BAP na kaulogenezi listovych explantati se ale potvrdit nepodaftilo, coz je v
souladu s vysledky které publikoval Matiska (2009). BAP byl, ve zde prezentovanych
pokusech, velmi vhodny jako dopln¢k médii ur¢enych k vyvolani somatické embryogeneze

(vzdy s auxinem), nebo pro vyvoladni rastu vyhont na kotfenovych explantatech. Pti porovnani
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vysledkt indukce kaulogeneze u listovych explantati ze skleniku a z in vitro podminek je
vidét zajimavy rozdil. V piipadé explantatt z in vitro podminek bylo statisticky prokazano, Ze
ptidavek TAA k TDZ neni vyznamny, déale bylo také prokazano, Zze odrida nema na
kaulogenezi vliv. Tento jev ma jist¢ pivod v odlisné distribuci a koncentraci nativnich
fytohormonii ve zdrojovych rostlinach.

Rhizogeneze z listovych segmentli nebyla povazovana za dualezitou, protoze zvolené
odridy zakotenuji bez vétSich problému z vyhoni bez pouziti RRR. Kofeny ziskané na NAA
se pravdépodobné jako explantaty ptili§ nehodi, protoze je o¢ekavan rezidudlni G¢inek NAA,
kter¢ méa podle Matisky (2009) ve vétSin¢ piipadi spiSe negativni vliv. Také nejlepsich
vysledki dosahovala varianta s NAA 0,5 mg.I™", pii vy$si koncentraci se projevoval spise
rist kalusu a organogeneze byla potlacovana, tento poznatek je v souladu s Fraga et al.
(2004).

U somatické embryogeneze byl v piipadé listovych segmentli pozorovan vyrazny
meziodridovy rozdil, na varianté 2,4-D 2 mg.lfl + BAP 0,5 mg.rl dochézi u 'Fuji' k 100 %
regeneraci a tvorbé embryogenniho kalusu, coz potvrzuje vysledky, které uvadi Sasek (2015)
a ve volngjsi interpretaci i Vejsadova et al. (2016), kteti pouzili stejnou kombinaci, ale nizsi
koncentrace. Odrtida '"Miss Pepper' ale na tuto variantu reaguje velice Spatné. Znamek
regenetrace bylo dosazeno pouze u 40 % explantatd a jen 10 % jich vytvofilo embryogenni

kalus, ktery mél sklony v kratké dob& odumfit.

Korenové segmenty

Pokus s kofenovymi segmenty byla zahajen stejnym screeningem jako u listovych
explantati, v tomto pifipadé ale rozfazeni variant tak jasné nebylo. Navic se potvrdila
mysSlenka, Ze plamenka latnatd vyborné regeneruje z kofenli - zZadné kofenové segmenty
neodumfely. V piipad¢ kaulogeneze se pravdépodobné projevila prirozena schopnost kotent
obrlstat (jedna z nejlepSich variant bylo Cist¢ MS bez RRR) a je tedy zadouci ji pouze
napomoci napiiklad pfiddnim BAP, pouzZiti velmi U€innych variant s TDZ nemélo
pozadovany efekt, jelikoZ doslo k ristu masivniho kalusu ktery pouzitelné vyhony netvofil. Je
zvlastni, Ze tvrzeni Declerk and Korban (1995) tedy v tomto piipadé vyborné sedi na
kofenové explantaty, ale u listovych segmentt se nepodatilo potvrdit.

Ve druh¢é fazi pokusu byl zjistén dal$si meziodridovy rozdil - na zvolenych velmi
efektivnich variantach z prvni ¢asti s 'Fuji' (MS a BAP 0,5 mag.l) totiz 'Miss Pepper' takika

neobréaZi - z 50 explantati nebyl na MS ziskan zadny vyhon a na BAP 0,5 mg.I* pouze 3 (u
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'Fuji’ to bylo 37 a 56). Zde by tedy bylo na misté vyzkouset napfiklad pravé zminéné TDZ k
nastartovani rastu kalusu a naslednym pasazovanim ziskat vyhony.

Somaticka embryogeneze z kotfenovych explantati byla také prekvapujici - v prvni
¢asti pokusu (pouze 'Fuji') byla detailn€ji vyhodnocena 3 média a nejlepSich vysledkt dosahlo
2,4-D 0,5 mg.I"" + BAP 2 mg.I™", tedy presn& opa¢na varianta neZ u listd. Tento jev dokazuje,
ze 1 v ramci jedné rostliny mize byt reakce na RRR na riznych mistech naprosto odlisna. V
druhé fazi byla pfidana varianta 2,4-D 0,5 mg.I"" + TDZ 2 mg.I"", ktera zdanlivé tvofila
pouze zeleny drobivy kalus, ale pifi detailnim prizkumu se ukézala jako embryogenni
varianta. Ze vzajemného porovnani s prvni variantou a mezi odridami dokonce vysla jako
efektivnéj$i. Zminku o somatické embryogenezi na médiu s TDZ publikovali Vejsadova a
Matiska (2007). Pro praktické vyuziti se ale jevila 1épe prvné¢ zminénd varianta. V Ptipadé
2,4-D a TDZ byla sice embrya vytvofena, ale vysoka koncentrace TDZ pravdépodobné
potlacovala jejich dals$i vyvoj a vedla pouze k intenzivnimu nérGstu hmoty kalusu. Zde by
bylo vhodné otestovat snizeni koncentrace TDZ - z pouzité 2 mg.l™ na 0,25 - 1 mg.l™"
(Matiska a Vejsadova (2007) zaznamenali somatickou embryogenezi pti koncentraci 0,5 a 1

mg.I™).
Kalusy

Regenerace kalusii v prvni &sti tohoto pokusu potvrdila, Ze varianta z NAA 2 mg. % +
TDZ 0,5 mg. I* regenerovala po dodani médii s TDZ $patné a na MS vibec, tento vysledek
patrné souvisi s rezidudlnim ucinkem NAA. Fraga et al. (2004) totiz uvadi, ze koncentrace
NAA vyssi nez 0,5 mg. I ™" mé4 na organogenezi vyrazné negativni vliv. Pro vyhovujici miru
regenerace vyhoni na takovych variantach je tedy pravdépodobné nutné pasazovani vicekrat
opakovat a tim odstranit inhibi¢ni vliv NAA.

V piipadé 24-D 2 mg. I + TDZ 05 mg.I™ tuto negativni roli s nejvétsi
pravdépodobnosti prebira 2,4-D, které k indukci organogeneze vyuzivano neni. K ziskani
vyhont bylo nutné opét ptidat média s TDZ, ktera ucinek 2,4-D 'natedi'. Vzhledem k ptivodni
opakovat n¢kolikrat.

Nejlépe regenerovala varianta obsahujici 2,4-D 05 mg. 1™t + TDZ 2 mg. 1! | zde
dochézelo naopak k nejintenzivnéjSimu prorastani vyhont po pasdzovani na MS, jelikoz TDZ

jiz v explantatu pasobilo dostate¢né a na Cistém médiu piekonalo efekt 2,4-D. Tuto teorii také
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potvrzuje fakt, Ze nejhorsi mira kaulogeneze byla pozorovana na nasledném médiu s 2 mg. I
TDZ, pravdépodobné proto, Ze uz ho tam jednoduse bylo moc. Matiska (2009) také uvadi, ze
vyuziti TDZ ve vy3§i koncentraci nez 2 mg. ™" nemé smysl, jelikoZ je potlageno proristani

pryta.

Nody

Pii testovani regenerace nodalnich segmentid bylo cilem docilit vicenasobného
prorustani pupenu. Tohoto cile dosazeno nebylo, protoze nodalni segmenty tvofily, bez
ohledu na médium, maximaln¢ 2 vyhony, cCastéji ale pouze jeden a nékteré dokonce
nevytvarely vyhodnotitelné vyhony viibec (Casté vitrifikace). Ve vysledku bylo tedy vétSinou
z varianty ziskdno mén¢ rostlin, nez bylo v zékladu nodalnich explantati. Kdyz se zapocita
jesté naslednd Gspésnost dopéstovani regenerantli nelze o néjaké multiplikaci mluvit. U
odrady 'Fuji' bylo ziskano nejvice vyhonti na variantd BAP 5 mg.|I™* (43), ale mnoZstvi zdravé
rostoucich po pievodu zaostavalo, z tohoto hlediska byla tedy lepsi varianta MS (35 zdravé
rostoucich vyhont). U 'Miss Pepper' byly reakce obdobné az na jednu vyjimku - varianta TDZ
0,25 mg.I"* zde byla jedna z nejlepsich, ale u 'Fuji' byla nejhorsi (rist kalusu a vitrifikace
znemoznily dal$i vyvoj vyhonil). Tyto ziskané hodnoty zaostavaji za vysledky, které ziskali
Fraga et al. (2004). Naptiklad u odridy 'Blue Boy' se jim podafilo pfi pouziti samotného BAP
ziskat primérné az 14,7 vyhonu na nodalni explantat. takovy vysledek je zcela mimo ramec
zde popisovanych pokusil. U ostatnich odriid sice Fraga et al. (2004) ziskali vyhonii méné, ale
tteba u 'Starfire' to bylo pofad primémé az 4,7 vyhonu. Nejméné vyhonii ziskali na odradé
‘Orange Perfection’ - zde je vytvofila jen zhruba polovina nodt s primérem 1,7 az 2,5 vyhonu.
Rozdil mize byt dan faktem, Ze v této praci byly testovany nodalni segmenty z in vitro, ale

Fraga et al. (2004) pouzili nody ze sklenikovych rostlin.

Okvétni lisky

Pokus s okvétnimi listky byl ukonéen po tom co ani jednen z nich neregeneroval. A je
velice pravdépodobné, Ze minimalné na néjakych z testovanych médii by se jinak reakce
projevila, jelikoz byly zkouSeny i velmi silné varianty jako kombinace IAA a TDZ.
Nejpravdépodobnéjsi se jevi moznost, ze explantaty byly pfilis poskozeny pfi sterilizaci. A to
i pfes to, ze byly testovany 4 varianty sterilizace. Vzhledem k odebirani poupat na prasnikové
explantaty a celkovému zdravotnimu stavu donorové rostliny jiz nebylo mozné v dostatecné

mife pokus zopakovat. Pro srovnani napiiklad Palmer and Keller (2011) tGspé$né docilili
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kaulogeneze z okvétnich listkl tfezalky teCkované. Pro sterilizaci vyuZili zhruba 1% roztok
NaClO (Odpovida 20% roztoku piipravku SAVO) po dobu 20 minut a explantaty tuto
desinfekci prezily. Je ale mozné, ze okvétni listky plamenky jsou nachylnéjsi, nebo jiz byly
rostliny velmi oslabené, piipadné¢ muze byt pouziti piipravku SAVO po explantaty horsi nez

obdobna koncentrace samotného NaClO.

Prasniky, androgeneze

Tento pokus Castecné vychazel z publikace pojednévajici o androgenezi u ptibuzného
druhu Phlox drummondii, kterou publikovali Radzan et al. (2008).

Podle toho ¢lanku a podle pozorovani (svételny mikroskop) prasnikii barvenych
acetokarminem byla stanovena optimalni velikost poupat (2 mm), kdy je v prasnicich vétSina
mikrospor v jednojaderném stadiu. Pro srovnani naptiklad Jia et al. (2014) prasniky Primula
Forbesii barvili karbol-fuchsinem a jako optimalni stanovili velikost, kdy byly mikrospory v
pozdné jednojaderném az ran¢ dvoujaderném stadiu.

Prasniky byly odebrany mezi 8 a 9 hodinou rdno, coz zhruba odpovida terminu odbéru
v publikaci od Radzan et al. (2008). Nasledné bylo tieba je povrchové sterilizovat. Radzan et
al. (2008) u Phlox drummondii pouzili nejprve 1 % savlon se smacedlem (10 minut), pak
omyti destilovanou vodou a 0,1 % HgCI2 (5 min) nasledované 3x omytim sterilni dest.
vodou. Tento postup byl pfili§ komplikovany a navic zahrnoval velmi toxicky chlorid
rtut'naty, proto byla hledana jina alternativa. Jia et al. (2014) pouzili u Primula Forbesii zcela
jiny postup: poupata nejprve 1 hodinu promyvali vodou, nasledovala prvni sterilizace v 70 %
ethanolu (30 sekund) a po ni druha ve 2 % NaClO (8 - 10 minut), nakonec byla poupata 3x
promyta sterilni destilovanou vodou. Tento postup ale zahrnuje pouziti 2 % NaClO, coZ bylo
vyhodnoceno jako pfili§ silna koncentrace a byl tedy navrzen vlastni lehce modifikovany
zpusob. Hodinové promyvani vodou bylo vynechano, nasledoval 70 % ethanol (20 sekund) a
dvé varianty koncentrace NaClO - 0,47 % a 0,94 % (10 a 20% SAVO) s pusobenim 10 a 20
minut. Nakonec byla poupata 3x promyta sterilni destilovanou vodou. Tento SetrnéjSi postup
se ukazal 100% uspeésny u vsech 4 variant a byla tedy pouzivana ta nejSetrnéjsi - 0,47 %
NaClO 10 minut.

Dale byla testovana riznad média pro indukci riistu kalusii z pras$nikti. Podle Radzan et
al. (2008) bylo jako zaklad médii zvoleno MS s 9 % sachar6zy. Vyssi tispéSnost variant s 9 %
sachardzy je pravdépodobné zpiisobena pozitivnim vlivem osmotického stresu na pribeh

indukce pras$nika. Pro stimulaci rGstu kalusu byla vybrana nejlepsi varianta, kterou pouzili
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Radzan et al. (2008) - 2,4-D 2 mg.I"* + BAP 1 mg.I"* (koncentrace jsou zaokrouhlené vinou
prevodi jednotek, original byl 2,4-D 2,2104 mg.I™* + BAP 1,1265 mg.I™"), dale byla pouzita
primérna varianta 2,4-D 2 mg.I"* (v originalu 2,4-D 2,2104 mg.I™"). K tmto dvoum byly
pfidany varianty obsahujici TDZ, které se u plamenky latnaté velmi osvédcilo. Kultivace
probihala v souladu se vzorovou publikaci prvnich 8 tydni ve tmé¢ a zbytek Casu pfi
fotoperiodé 16/8. Predpoklad pozitivniho vlivu TDZ se vyplnil - nejvice prasnikit vytvofilo
kalus na navrzené varianté 2,4-D 2 mg.I"™" + TDZ 1 mg.I " (40,834 %), velmi vyznamnou roli
ale patrné hraje i auxin 2,4-D, protoze samotné TDZ 1 mg.I™" zcela propadlo. Druhy a tieti
nejlepsi vysledek byl ziskan na médiich odvozenych z publikace o P. drummondii - 25,625 %
u24-D2mglt+BAP 1 mgl™ a225%u 24D 2 mgl" . Témito vysledky je opét
podpoiena domnénka o vyznamnosti 2,4-D, protoze varianta se samotnym BAP byla zcela
neuspésnd, stejné tak jako pouziti samotného TDZ. Je ovSem nutné dodat, Ze na samotném
2,4-D byla sice pozorovana uspokojivd mira regenerace, ale po nasledném pasdzovani
vSechny kalusy této varianty odumiely. Z tohoto hlediska tedy pouZiti samotného 2,4-D nelze
doporucit. Dosazené miry regeneraci ramcové odpovidaji vysledkiim, kterych v této fazi
dosahli Radzan et al. (2008), ale jsou vyrazné vyssi nez hodnoty, které ziskali pisobenim
ruznych koncentraci 2,4-D a BAP Jia et al. (2014) (tvorba kalusu maximaln¢ v fadu jednotek
procent).

Ziskané kalusy byly ve vétSiné piipadii velmi malé a bylo tfeba je multiplikovat, k
tomuto ucelu bylo zvoleno médium které po zaokrouhleni vychdzi z Radzan et al. (2008) a to
NAA 1 mg.l™ + BAP 2 mg.l™" . Dalsi dvé média byla navrzena se zastoupenim TDZ.
Vzhledem k relativné malému mnozstvi rostoucich kalusti je vyhodnoceni nejlepSiho
multiplikacniho média problematické, s vyuziti poznatkiim z ptedchozich pokust o stimulaci
kaulogeneze na riznych kalusech z listovych segmentii se lze domnivat, Ze by bylo ziskani
vyhonii moZné na vSech 3 variantach, jelikoZz v multiplikaci mezi nimi nebyly vyznamné
rozdily.

Po fazi multiplikace bylo nutné indukovat kaulogenezi a ziskat vyhony, k tomuto
ucelu vyuzili Radzan et al. (2008) médium s BAP 1,69 mg.lf1 . Tato varianta se ale nezdala
byt prilis dobfe vyuzitelna u P. paniculata, ktera na BAP nereaguje moc dobfe, coz potvrzuje
Matiska a Vejsadova (2007), Matiska (2009) a Sasek (2015). Jia et al. (2014) pouzili jako
diferencia¢ni médium NAA 0,01 mg.I* + BAP 0,2 mg.| *,tako kombinace ale vzhledem k
ptedchozim poznatkim pravdépodobné také neni v piipadé plamenky vyuzitelna. Byla tedy

pouzita varianta kombinujici IAA a TDZ, kterou doporucuji Matiska a Vejsadova (2007) a
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Matiska (2009). Médium zdmé&mé obsahovalo IAA 2 mg.I "+ TDZ 0,5 mg.I™*, z divodu, Ze 2
multiplikaéni varianty jiz 2 mg.l™ TDZ obsahovaly a dalsi tak velkd koncentrace by
prorustani vyhonii spi§ potlacila. Kalusy, které na tomto médiu jevily znamky zakladani
vyhont byly nasledné pasdzovany na Cisté MS. Vzhledem k nedostatku Casu se podatilo
ziskat vyhony pouze ze dvou nejvice vitalnich kalusii (4 a 2 vyhony). V této fazi byl ziskan
vyhon, ktery byl povazovan za haploidni - mél vyrazné redukované listy a vzdalenosti mezi
internodii a navic zacal po néckolika tydnech kultivace kvést (kvéty byly vyrazné
deformované). Tento jev je u trvalky jako je P.paniculala krajn¢ neobvykly.

K otestovani ploidie regeneranti a nejvice perspektivnich kalust, které nestihly
vytvofit vyhony, byla pouzita pratokova cytometrie. Proméfenim regenerovanych rostlin byla
domnénka o haploidnim jedinci vyvracena - vSechny testované vyhony byly diploidni. I u
kalust byly pozorovany piky pievazné v 2n oblasti, i kdyz se zde objevovalo napadné vyssi
zastoupeni 1 v jinych mistech, které sv&€d¢i o heterogenité¢ takovych kalust. Pouze jeden
testovany kalus postradal 2n oblasti a naopak vykazoval zhruba shodné zastoupeni v 1n a 4n.
Tento kalus byl tedy oznacen za nejvice perspektivni a dal$im pasdzovanim z néj snad budou

ziskany zajimavé rostliny.
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7 Zavér

e Testovand hypotéza nebyla pln¢ potvrzena, protoze explantity z okvétnich listkl se
nepodafilo zregenerovat. Neni ale diivod se domnivat, Ze tento typ explantatu nemiize
regenerovat a vytvorit rostliny, protoze v tomto piipadé¢ doslo pravdépodobné k
ptiliSnému poskozeni béhem povrchové desinfekce.

e Pii indukci kaulogeneze z listovych segmentl je nejvice efektivni kombinace IAA +
TDZ, v ptipadé explantatt z in vitro rostlin mize byt pouzito samotné TDZ.

e Naopak pii indukci kaulogeneze z kotenovych segmentli odriidy 'Fuji' je vhodné
pouzivat pouze MS, piipadné BAP, odrida 'Miss Pepper' na tento zplisob mnozeni
reaguje velmi Spatn€ a neni pro ni vhodny.

e Somatickou embryogenezi se podafilo indukovat z listovych segmenti uspokojiveé
pouze u 'Fuji'. Bylo prokdzano, Ze testovand varianta pro pouziti na listové explantaty
(2,4-D 2 mg.I™ + BAP 05 mg.I™") velmi dobie funguje v opacném slozeni na
kotenové segmenty. Na toto slozeni reaguji dobfe i kofenové explantaty 'Miss Pepper'.
V piipadé kotfenovych ex. lze pouzit i kombinaci 2,4-D a TDZ, to se ale nejevi tak
vhodné, protoze somaticka embrya jsou velmi $patné rozlisitelna.

e Pouziti nodalnich segmentii se pro multiplikaci neosvédcilo, protoze bylo ziskano
mén¢ rostlin, nez bylo vychozich explantatl. 'Fuji' nejlépe reagovala na MS a BAP 2
mg.I™, zatimco 'Miss Pepper' na TDZ 0,25 mg.I™ a BAP 2 mg.I™".

e Zelené vitaln€ rostouci kalusy je mozna donutit ke kaulogenezi pouzitim ¢istého MS
nebo TDZ, vyznamnou roli hraji rezidudlni ucinky silnych RRR z ptivodniho média.

e Zluté a malo vitalni rozpadavé kalusy se nepodafilo indukovat ke kaulogenezi nebo
néjaké zméne na MS ani na TDZ.

e 7 prasnikovych explantati se cestou nepiimé androgeneze uspésné podafilo ziskat
kalusy a nasledné i rostliny. Pro zisk kalusti byla nejvhodn&j§i médium 2,4-D 2 mg.I™
+ TDZ 1 mg.lfl, které¢ indukovalo rist kalusu ve 40,834 % ptipadi. Vzhledem k
nejvyssimu poctu kalusii se z této varianty ve vysledku podafilo regenerovat 6 rostlin,
které mély pivod ve 2 explantdtech. Jedna z téchto rostlin byla vyrazné odlisna a
vykvetla.

e Testovanim regenerovanych rostlin a perspektivnich kalusti bylo prokazano, ze
vSechny ziskané rostliny jsou diploidni. Mezi proméfovanymi kalusy byl nalezen

jeden ktery vykazoval zastoupeni 1n a 4n bunék, pfi¢emz 2n takika chybély.
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9 Seznam pouzitych zkratek

2,4 - D - Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
BAP - 6-benzylaminopurin

EX. - Explantat

IAA - Kyselina indolyl-3-octova

MS - Murashige and Skoog medium

NAA - Kyselina 1-naftyloctova

RRR - Regulator rostlinného rastu

Som. em. - Somaticka embryogeneze

TDZ - Thidiazuron

Var. - Varianta
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