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Indukce tetraploidnich rostlin u plamenky latnaté (Phlox
paniculata) a moznosti nasledné detekce ploidie.

Souhrn:

Phlox paniculata (plamenka latnatd) patii mezi zndmou trvalku oblibenou pro bohaté
kvétenstvi. Své uplatnéni nalezne ve spousté typt trvalkovych spoleenstev jak na bézné
zahrad¢, tak i zdmeckych zahradach a méstskych parcich. Tvorba tetraploidnich odrid ma u
tohoto druhu vyznam pievazné ze Slechtitelského hlediska, z davodu zdvojeného poétu part
chromozomu se ziska vé&tsi variabilita pti dalsim mnoZeni a muze se zvysit odolnost proti
patogentim. V této diplomové praci byla testovana indukce polyploidnich rostlin u odrad:
Miss pepper, Marge, Lichtcom, Windsor, Dragon a moznosti nasledné detekce polyploidie.
Pokusy byly provadény na listech odebranych ze skleniki CZU i na listech rostlin
péstovanych v in vitro. Jako rostlinny material byly zvoleny listové segmenty velikosti cca
0,5 cm?, jejichz regenerace a kultivace probihala na MS médiu obohaceném o 1AA 2,5 mg. I
aTDZ 1,5 mg. I't. Pro navozeni tetraploidii byly zvoleny dvé koncentrace oryzalinu (40 pmol.
I a 20 pmol. Ity a dvé riizné doby jeho ptisobeni (7 a 14dni). Kultivace zalozenych pokusti
probihala v inkubéatoru s fizenou teplotou a 16 hodinovou fotoperiodou. Nasledna regenerace
explantati je ¢asové naro¢na, z tohoto divodu se podaiilo k testovani na ploidii ziskat jen
omezené mnozstvi vyhonli od odriidy Marge a Miss pepper. Jako standard byla pouzita
ovéfené diploidni odrida Fuji a z ni odvozené tetraploidni odrida Fujix. Protoze se u
tetraploidnich rostlin pfedpoklada vyssi obsah chlorofylli, bylo prvnim zplisobem zjistovani
zvySené ploidie zvoleno méfeni obsahu chlorofyli pfistrojem chlorofylmetrem a také
metodou Porra méfeni obsahu chlorofyli a karotenoidi. Nameétfené hodnoty u méfeni
chlorofyli a karotenoidii byly také podrobeny statistické analyze s vyuZitim programu
Statistica 12. Ziskané hodnoty chlorofylt nebyly jednoznaéné, a proto mohly slouzit pouze k
orienta¢nimu odhadu. Z tohoto diivodu se pfistoupilo k osvédcené metode zjistovani ploidie
na prutokovém cytometru. Testovano bylo 48 rostlin od odridy Miss pepper a 54 rostlin od
odridy Marge. Z méfeni na pratokovém cytometru jsme u odridy Marge neodhalily Zadnou

tetraploidni rostlinu, u odriady Miss pepper se podafilo odhalit 10 tetraploidnich rostlin.

Klic¢ova slova: phlox, in vitro, polyploidizace, oryzalin, pritokovy cytometr



Induction of of tetraploid plants in tall phlox (Phlox
paniculata) and the possibility of detection their ploidy.

Summary:

Phlox paniculata belongs among the well-known and popular perennial. It finds application in
many types of perennial communities whether in ordinary garden and the castle gardens or
city parks. Induction of tetraploid plants of this species has a great significance mainly from a
breading point of view, because double the number of chromosomes produce larger variation
during further propagation and may increase the resistance to pathogens.In this thesis has
been tested induction of tetraploid plants at varieties: Miss pepper, Marge, Lichtcom,
Windsor, Dragon, Feur Pyramide and P1 and option of subsequent ploidy detection.
Experiments were performed as in vitro applications. As plant material were used leaf
segments size about 0.5 cm?. MS medium supplemented with 0.25 mg IAA. It and TDZ 0.15
mg. It was used for regeneration of leaf segments. Two oryzalin concentrations (40umol. 1
and 20umol. I') were used to obtain tetraploids. Polyploidizating agent infiltration from the
culture medium took place over periods of 7 and 14 d. All cultures were incubated under 16
hours photo period and controlled temperature. Explant survival rate of tested plants was
limited. Shoot regeneration was obtained only at varieties Marge and Miss pepper and they
were used for detection of ploidy level. Varieties diploid Fuji and tetraploid Fujix were used
as verified standards. Since it is assumed in tetraploid plants there is higher content of
chlorophyll,so that was measured by instrument chlorophylmeter. Also the contents of
chlorophyll and carotenoid were measured by method Porry. The chlorophyll and carotenoid
contants were evaluated by the software program Statistica 12. The obtained chlorophyll
values were not clear and could only be used for the estimate. For this reason Flow cytometry
was used for confirmation of polyploidy. From variety Miss pepper were tested 48 plants and
54 plants from variety Marge. The results from the measurement on the flow cytometer
revealed no tetraploid plant at the variety Marge. Value of tetraploids was the highest in 10

explants at the variety Miss Pepper with application of 40 pmol. I oryzaline for 14 days.

Keywords: phlox, polyploidy, in-vitro, oryzalin, flow cytometr
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1. Uvod

Phlox paniculata (plamenka latnatd) je trvalka z Celedi Polemoniaceae (jirnicovité). Jeji
puvod saha do vychodni a stfedni ¢asti USA, odkud byla pozdéji rozsifena do celého svéta
jako idealni rostlina sortimentd zahrad a parkd. V soucasné dob¢ jsou znamy stovky odrud,
¢asto mezidruhovych kiizencti. Nej€astéji pouzivané typy vegetativniho mnozeni, u kterych
jsou zachovany odridové vlastnosti, jsou u plamenky latnaté kofenové a stonkové tizky a
déleni trsti. U téchto typt mnozeni je vSak nizky mnozitelsky koeficient, a proto nejsou pro
dostate¢nou produkci piili§ vhodné. Dal$i moznosti je pak mnozeni in-vitro. Tento typ
mnozeni ma oproti klasickym metoddm znacné vyhody, Ize jej pouzit v jakémkoli ro¢nim
obdobi, jeho mnozitelsky koeficient je daleko vyssi a 1ze ho pouzit v ptipadé, Ze pavodni
porost je napaden né&jakym patogenem i K jeho ozdraveni. V soucasné dobé jsou od
spotiebitell stale vice vyzadovany nové a kvalitnéj$i odrudy phloxu. Jednou z moznosti, jak
tohoto cile dosahnout je navozeni tetraploidi v podminkach in vitro. Tetraploidni odridy maji
zmnozeny geneticky material, proto je mozné u nové vzniklych kiizenci ziskat vyssi
variabilitu. Diky zdvojené sadé po¢tu chromozomt mohou také pomoci k obnové plodnosti
nékterych jedinca. Tetraploidni rostliny navic mohou mit dalsi atraktivni vlastnosti jako vétsi

zajimavé§jsi kvéty, vétsi listy, intenzivngjsi zbarveni a silngjsi stonky.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo iniciovat tvorbu tetraploidnich odrid u druhu Phlox
paniculata v podminkach in-vitro a porovnavat moznosti nasledné detekce ploidie. Soucasti
prace bylo posouzeni vyuziti nejvhodnéjsich odrad k polyploidizaci. V nékterych aspektech
se ovéiovaly vysledky z piedeslych praci. V pribéhu prace byly pouzity informace z hlediska
vhodnosti pouziti jednotlivych odrid plamenky. Poéty zregenerovanych explantatd jsou
vyjadieny v procentech. Pro detekci tetraploidnich rostlin bylo nutné dopé&stovani
dostatecného mnozstvi rostlinného materidlu v podminkach in vitro Kk laboratornimu
testovani. Soucasti prace byla i samotna detekce polyploidie, a to pomoci méfeni obsahu

chlorofyli a méfeni na pritokovém cytometru.



3. Literarni reSerse

3.1 Phlox paniculata (Plamenka latnatd)

Biologicka klasifikace:

[J Rise: Plantae (rostliny)

[1 PodtiSe: Tracheobionta (cévnaté rostliny)

[1 Odde¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné)

(1 Ttida: Magnoliopsida (dvoud€lozné)

[] Rad: Polemoniales (jirnicotvaré)

[J Celed: Polemoniaceae (jirnicovité)

[1 Rod: Phlox (plamenka)

1 Druh: Phlox Paniculata (plamenka latnata)
(Novék a Skalicky, 2009)

3.2 Rod Phlox (plamenka)

Phlox patii do ¢eledi vytrvalych bylin Polemoniaceae (jirnicovité). Jsou to byliny rozsifené
prevazné v Severni a Jizni Americe, miizeme je nalézt i v Evropé. Phlox paniculta je diploidni
organismus, pocet chromozoéma zakladni sady je n=7 (2n=14) (Dostéal, 1989). Plamenky se
vyznacuji listy riizného tvaru s péti€etnymi srostlokorunnymi kvéty v hustych vrcholicich a
plodem je tobolka (Novéak a Skalicky, 2009). U nas mizeme z voln¢ rostoucich druhti z ¢eledi
Polemoniaceae nalézt pouze Polemonium coeruleum (Jirnice modra). Ma jasné modré az
nafialovélé kvéty a upfednostiiuje svétlé lesy. Obcas se péstuje i jako okrasna rostlina na
zahradach, mnohdy také v b&lokvétych formach (Novak, 1981). Mnohem ¢astéji se vSak jako
okrasné trvalky na zahradach péstuji habitem niz8i severoamerické druhy z celedi
Polemoniaceae (P. drummondii a drobna skalni¢ka P. subulata). Pivodem do stejné skupiny

patii i plamenka Phlox paniculata (plamenka latnata), (Novék a Skalicky, 2009).

3.3 Druh Phlox paniculata (plamenka latnatd)

Jedna se o vyssi dekorativni trvalku z atlantské Severni Ameriky (Novak, 1981), kde roste na
btezich fek (B6hm, 1991) a kterd vynika zejména bohatym kvétenstvim v bilych, rizovych
nebo fialovych ¢i lila modrych tonech kvéti, které navic s nastupujicim vecerem krasné voni

(Novak a Skalicky, 2009). Samotny nazev plamenka ma puvod v feckém slové phlox =



plamen. Tento nazev ziskal diky zativé cervenym kvétim u piivodni divoké formy rostouci na
ptirozenych stanovistich (Golovkin, a kol., 1986). Vysoké plamenky dorustaji vysky az 100
cm a jsou to velmi efektni trvalky s pestrymi barvami, tento dojem potvrzuji i slova
vyznamného zahradniho §lechtitele dr. K. Foerstera, jenz napsal o vzhledu plamenek: “Zivot
bez plamenek je omyl, chybi mu korunni klenot“. Diky napadnym a neobycejné krasnym
kvétim se plamenka uplatni na okrasnych zahradach, v parcich, ve smiSenych vysadbach, ale
i jako fezana kvétina do vaz (B6hm, 1991). Néapadné zbarveni kvéti dodava plamenkam
pfitomnost antokyani v buiikdch. Barva kvétt se méni podle reakce bunécné stavy, je-li
reakce kyseld, kvéty byvaji Cervené, v neutralni $tavé fialové a v zasadité modré
(Cernohorsky 1967). Ve vhodnych podminkéach pro rist plamenky mazZe tato rostlina dobie
pusobit i samostatné nebo v mensich skupinach ¢i fadach. Zajimavé pusobi i v kontrastu vedle
nizkych trvalek. Plamenky, jak jiz lze odvodit z mista ptivodniho vyskytu potiebuji humozni,
zivnou a stale vlhkou pidu, polostin a pfiznivé mikroklima, kterého docilime na vhodném
stanovisti, nékdy je vhodné plamenky nastylat proti pfeschnuti mul¢ovaci ktrou (Golovkin a

kol., 1986).

3.3.1 Choroby a Skidci

Plamenky jsou pomémé odolné trvalky, zranitelné byvaji zejména na méné vhodnych
stanovistich, Spatné pfipraveném zahonu a pii Spatném prib&éhu pocasi (Bohm, 1991).
NejcastéjSim patogenem je vSeobecné znamé padli — Erysiphe magnicellulata (E.
cichoracearum) a Sphaerotheca fusca (S. fuliginea), (Anonym 1, 2017).

Neptiznivé je vlhké a teplé pocasi. Hlavnim charakteristickym znakem je objeveni
moucnatého bélavého povrchu na listech a kvétech. Pti prvnich ptiznacich napadeni padlim je
nutnd opakovana aplikace nékterého z registrovanych ptipravka, napt. Sulikol K, Rovral Flo a
mnoho dalSich.

Ptfedevsim na tézSich, nadmérné vlhkych piidach se mize objevit askochytova listova
skvrnitost a odumirani vyhonu, které jsou zpusobeny houbou Ascochyta phlogis. Tento
patogen zpusobuje Zloutnuti a odumirdni vyhonti. Na listech se tvofi protazené C¢i
nepravidelné Sedivé, od stfedu blednouci skvrny. Ve vybélené ¢asti na lici listi se pozdé&ji
objevuji Cerné pyknidy, diky kterym spolehlivé rozezndme, ze plvodcem neni had’atko
(Anonym 1, 2017).

Dalsi houbové onemocnéni projevujici se na listech je septoriova listova skvrnitost

(Septoria phlogis). Na listech jsou viditelné okrouhlé, antokyanové skvrny s difuznim
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okrajem a Casto teckovité vybélenym stiedem. Postizené vyhony je nutné na podzim odstranit
a ostiihat tésn¢ nad povrchem pidy. K ochrané proti askochytové i septoriové skvrnitosti se
aplikuji fungicidy (napt. Dithane M 45, Polyram WG ¢i pfipravky na bazi médi.

Za vyssi vlhkosti se na listech mohou objevit skvrny piipominajici popaleni
slune¢nimi paprsky ¢i postiikem. Jsou nepravidelné rozmisténé, vybledlé, okrouhlé a témét
jeden centimetr velké. Pivodcem téchto skvrn je houba Stemphylium drummondii, kterd je
pfenosna osivem.

Plamenky jsou téz hostitelem houby Verticillium albo-atrum. Patogen pronika z pady
drobnymi rankami do kofenid a cévnich svazki, kterymi prorasta az k vrcholu. Napadeni se
projevuje ¢asto jen na poloving stonku. Listy od baze postupné zloutnou, v pokrocilém stadiu
od okraji hnédnou, vadnou a svinuji se. Postupné odumiraji nejen listy, ale i stonky slabnou a
pocet vyhont v trsu se sniZuje, az postupné celd rostlina uhyne. Napadené rostliny je nutné i s
velkym objemem piidy vyjmout, znicit a na daném stanovisti pierusit péstovani alespoi na pét
let. Kromé houbovych patogenti bylo u plamenek zaznamenano i napadeni viry a
fytoplazmami (Anonym 1, 2017).

Mimo vySe zminénych patogenti mohou plamenky napadat i néktefi Skiidci, nejveétsim
problémem je vyskyt hadatek. U téch je nejdialeZitéj$i prevence, kterou predstavuje
pfedev§im nezamotfend plda. Typickym pifiznakem napadeni had’atkem jsou sklovité
odd¢litelné stonky, deformované a odlisné zbarvené listy (Bohm, 1991). Ochrana u tohoto
Sktidce je velmi problematicka, doporucuje se napadené rostliny ihned vyjmout z ptidy, spalit
a na zamorenych zahonech jiz plaménky nepéstovat (Bohm, 1991). Jinou moznosti ochrany
pred timto velmi drobnym Sktidcem je v jejich tésné blizkosti vysadba aksamitnika, které

had’atka velmi silné odpuzuji (Anonym 3, 2017).

3.3.2 MnozZeni

U zahradnich odrid plamenek pouZzivame né&kolik zplsobu pievazné vegetativniho
rozmnozovani. MnoZi se hlavné délenim silngjSich trsh, ale také vrcholovymi a kofenovymi
fizky v jarnich mésicich, jakmile vyhonky dosahnou délky asi 20 cm (B6hm, 1991).
Pti vegetativnim mnoZeni musime davat pozor na zdravotni stav rostlin. Hlavné nesmi byt
napadeny had’atky, které se nejCastéji vyskytuji v bazi starych stonkli. Musime dét pozor také
na choroby jako je napiiklad septoridza nebo verticildza (Golovkin a kol., 1986).

VySe zminéné uzivané metody maji pomérné nizky mnozitelsky koeficient, proto

soustavné probihd vyzkum tykajici se rozmnozovani pomoci explantatovych kultur in vitro,
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pii kterych by byla vétsi vytéznost napéstovanych rostlin (Konopikova, 2016). Tato metoda je
velkym pfinosem pro ziskani bezvirézniho materidlu a eliminaci vSech chorob a sktdct.
Technologie spo¢iva v péstovani rostlinnych segmenti na zivném médiu, kdy se rostliny
udrzuji ve sterilnich podminkéch, aby nedoslo ke kontaminaci riznymi houbami a bakteriemi.
Kwvili tomu se vyuziva uzavienych sklenénych ¢i plastovych nadob, do kterych se ¢asti rostlin
umist'uji ve specialnim boxu s proudicim filtrovanym vzduchem (flow—box). Explantét se po
sterilizaci a preparaci umisti na médium s pfidavkem fytohormont. Toto médium podporuje
regeneraci novych pletiv. Po zakofenéni v médiu dochazi k pfevodu do nesterilniho substratu

a pripravé rostlin pro venkovni vysadbu (Matiska, 2006).

3.3.3 Historie Slechténi plamenek

Plamenka byla objevena v roce 1700 a v roce 1732 se dostala do Evropy, kde se ji nejdiive
vénoval Slechtitel P. L. V. Lemoine. Pod nazvem Phlox paniculata jsou uvadény cetné
zahradni formy a kultivary vzniklé mezidruhovym kiizenim s ptuvodnim druhem plamenky
(Golovkin kol., 1986). Nejvice odrid plamenky latnaté bylo vyslechténo prvnich padesat let
minulého stoleti §lechtitely v . SRN a Holandsku, napiiklad K. Foersterem, G. Arendsem,
Ruysem a dalsimi. V mnoha pfipadech se zaroven piidruzila k barvam kvétu i typicka velice
pfijemna ving (Bohm, 1991). Podle doby kveteni se plamenky déli do tfi skupin: rané kvetou
v prvni poloviné ¢ervna, stiedni zacinaji kvést ve druhé poloviné ¢ervence a pozdni vykvétaji
v druh¢ poloving srpna (Golovkin a kol., 1986).

Z mnoha kultivari se péstuje napiiklad: odrida “Frauenlob” se svétle rizovymi kvéty,
odrida “Wurtenbergia’ s karminové rtizovymi kvéty, odrida "Aida” s kvéty karminové
Cervenymi, odrida “Landhochzeit” se svéze rizovymi kvéty, odrida "Spitfire” s lososové
Cervenymi kvéty s tmavym ockem (Béhm, 1991), odruda “Starfire” s kvéty svitivé ervenymi
a s tmavym listem, odrida 'Orange” s kvéty svitivé oranzové ¢ervenymi a mnoho dalSich

odrud (Golovkin a kol., 1986).

3.4 Invitro kultury

In vitro je odborny termin, pouzivany v medicing, biologii a dal$ich piibuznych oborech
pracujicich s organizmy a jejich ¢astmi v umélych podminkach laboratote, ktery se z latiny
preklada jako ,ve skle“. V pieneseném slova smyslu, to pak znamena ve zkumavce,

Erlenmeyerové barce nebo v Petriho miskach a pripadné také v dal$im laboratornim skle, kde
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1ze néco péstovat ¢i kultivovat. V dnes$ni dobé, kdy se ke kultivaci vyuzivaji i jiné nadoby nez
sklenéné (vétSinou plastové) stale hovotime o péstovani v in vitro podminkach. Opakem
vyrazu in vitro je ex vitro.

Pii pfeneseni z podminek in vitro do ex vitro se rostliny musi potykat se znacnym
stresem. Mikropropagace rostlin predstavuje soubor technik in vitro, jejichz cilem je rychlé
namnozeni (naklonovani) rostlinného materialu. Nejbéznéjsimi technikami kultivace
organizovanych bunéénych struktur v podminkach in vitro jsou organogeneze a

embryogeneze (Sebanek a Sladky, 1988).

3.4.1 Regeneracni schopnosti rostlin

Termin regenerace oznacuje jak proces opravy poskozenych tkani, tak i nahrazeni ztracenych
tkani, organt a koncetin. U rostlin je regenerace zprostfedkovana pomoci délivych pletiv na
rozdil od Zivocicht, kde jsou tkanové bunécné diferenciace obecné ireverzibilni (Novék,
1990). Je mozné rozlisovat dva druhy regenerace: fyziologickou a reparativni regeneraci.
Prvni termin oznacuje béznou obnovu tkani jejich délenim, druhy termin znamena nahrazeni
ztracenych casti téla (Rosypal, 2003).

Regeneracni schopnosti rostlin a zivo¢icht se tak zasadné lisi, je to dano i jinou stavbou
rostlinné a zivociSné bunky. U Zivoc€ichd jsou bunétné a tkanové diference obecné
ireverzibilni, u rostlin vSak existuje schopnost pfechodu diferencovanych bun¢k a pletiv do
meristematického stavu, ktery je charakterizovan intenzivnim bunéénym délenim a naslednou
cytodiferenciaci a regeneraci organli a nasledné i celych rostlin. Rostlinna somaticka bunka je
takzvané plné totipotentni (schopnost regenerace), to znamena, Ze obsahuje kompletni
genetickou informaci ke stavbé a vyvoji celého organismu (D’Amato 1977). Za urcitych
podminek, které mohou byt v in vitro podminkach definovany a kontrolovany, dojde pfi
morfologickych procesech k regeneraci celych rostlin. Diferenciace rostlin v podminkach in
vitro probiha v nékolika systémech:

1. Organizované struktury-meristémy a zygoticka embrya

2. Diferencovana pletiva a komplexy pletiv

3. Pletiva na rizném stupni dediferenciace, a to zejména ve forme kalusu

4. Izolované bunky a protoplasty
Morfogeneze kazdého uvedeného systému ma své urCité specifické vlastnosti, které se
odrazeji pii fyziologické regulaci i1 pfi geneticky determinovanych vyvojovych procesech

(Novak, 1990).



U vysSich rostlin jsou v ur€itych oblastech trvale ptitomny nediferencované
(meristematické) bunky s obdobnou strukturou a funkci jako bunky vyvijejiciho se embrya.
D’Amato (1977) definuje vyssi rostliny jako organismy s kontinudlni embryogenezi nebo
rekurentni ontogenezi. Lokalizace inicial do vzrostlého vrcholu stonku od sebe znemoziuje
oddé¢lit bunky podilejici se ve stonkovém vrcholu na tvorbé vegetativnich organti od bun¢k
tzv. zarode¢né linie, které pifi pfechodu do reprodukéni faze vyvoje organizmu vytvéieji
sporogenni pletivo a po probéhlé meiotické redukci gamety. S tvorbou reprodukénich organt
souvisi mimo jiné vlastnost apikalniho meristému, totizZ vysoce geneticky stabilni struktura
zarucujici diploidni charakter reprodukce jedince a tim genetickou kontinuitu (Novak, 1990).
Diky ptitomnosti organickych latek v médiu, které maji nejen rizné regula¢ni ucinky, ale jsou
1 zdrojem uhlikaté vyzivy a energie, je umoznéno zmensovani rozmérl izolovanych ¢asti
rostlin. Neni tedy potieba, aby si nesly zasobni latky pro uskuteénéni procesti sebou. Casti
izolovanych rostlin za uc¢elem kultivace se nazyvaji explantaty, celkové se tato problematika
nazyva explantatové kultury (nebo také nevhodné tkanové kultury).

Explantaty mohou byt spory, nezralé a zralé zarodky, ale i semena, organy, pletiva,
jednotlivé bunky i buiiky zbavené bunéénych stén-protoplasty.

Na explantaty nemaji vliv jen zivna média, ale i dalsi faktory jako svétlo, teplota i plynna
slozka kultivacniho prostredi.

Po umisténi explantatu do kultivacnich podminek nastavaji tyto reakce:

A. Reakce na poranéni

B. Reakce na ztratu vlivu celistvé rostliny

C. Reakce na kultiva¢ni podminky
Poradi téchto aspekti, jak je uvedeno, je na pocatki kultivace, ale velmi zéhy dochazi ke
kombinacim a je tézké urcit, co je pficinou urcitého projevu, jenz v explantatové kultufe

probiha (Prochazka a kol., 1998).

3.4.2 Typy reakci explantati v kultufe in vitro
Po umisténi explantatl mize dojit k n€kolika jevim:

1. Razné rychlé odumieni

2. Dlouhodobé prezivani beze zmén, nékdy se zvétSuje objem
3. Pokracovani piivodniho vyvoje (Casté u kotentl)
4

Dalsi vyvoj struktur, které byly zaloZeny pted izolaci



Az po izolaci explantitu dochézi ke vzniku zékladl struktur a zainad se tvofit kalus
(neorganizované pletivo). Kalus mutze pii pfenaSeni na Cerstvé kultivaéni médium a
odstrafiovani odumielych bun¢k piezivat fadu let. K jakym konkrétnim jevim v kultuie in
vitro dojde, zalezi na fadé jevi, dle Murashige (1974), George a Sherringtona (1984) se jedna
0 tyto faktory:

A. Orgén, ze kterého byl explantat izolovan
Fyziologicke a ontogenetické stadium
Obdobi odbéru explantatu
Kvalita donorové rostliny
Genotyp
Velikost explantatu

Orientace explantatu

I OmMmUOoOw

Ptedchozi plisobeni na donorovou rostlinu

Inokula¢ni hustota

vvvvvv

fyziologické zakonitosti (Prochézka a kol., 1998).

3.4.3 Totipotence, dediferenciace, diferenciace, apopt6za

Zéakladnim piedpokladem regenerace je totipotence, jedna se o schopnost jedné rostlinné
buniky dat vznik celému rostlinnému organizmu. Od konceptu totipotence se odviji cela
historie explantatovych kultur (Sebanek, Sladky, 1988).

informace pro cely organismus. Diferenciace nesmi dosahnout takového stupné, aby byla
ztracena nebo ireverzibilné inaktivovana ¢ast genetické informace, ktera umoznuje praveé
vznik jedince ze zygoty. Tuto vlastnost maji builky meristtmu a embrya s minimalnim
stupném diferenciace. Nékteré bunky vSak tuto vlastnost ztratili, jako naptiklad vodivé bunky
Vv lyku, které jsou bezjaderné. U jinych bunék je totipotence Spatné uréitelna v dusledku
vysokého stupné diference nebo se pouze nepodafilo zjistit podminky aktivace. Tato zjisténi
potvrzuji vysledky, kdy se podafilo i z vysoce specializovanych bunék pokozky ziskat
zaklady celé rostliny. Kazdopadné zakladem je dediferenciace na funkéni Uroven zygoty,
buiikky embryondlni nebo meristematické. Zjednodusuji se bunééné organely a obnovuje se

déleni. Je vSak nutné, aby bylo d¢leni pfisné organizované a byla nastolena bunécna a
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organova polarita, pokud nejsou tyto podminky splnény, vznikne kalus. Diulezité¢ je i
programové odumirdni bunék (apoptdza) podle urcitého programu. Proces dediferenciace neni
omezen pouze na explantatové kultury, dochazi k nému i v celistvé rostlin¢ pii vzniku

sekundarnich meristému (Prochazka a kol., 1998).

3.4.4 Regenerace ze zaloZenych zikladii a regenerace de novo

V umélych podminkdch mohou razné struktury regenerovat ze zakladt z ptvodnich
(donorovych) rostlin. V explantatovych kulturdch se tento typ regenerace nazyva jako
regenerace ze zalozenych zakladi (za béznych podminek pouze regenerace). Z takovych
zakladl vSak ne vzdy vznikne celd rostlina (mohou naptiklad vznikat pouze jednotlivé organy
Zz meristéml). Jestlize se samotné zaklady vytvareji teprve b&hem kultivace, hovotime o
regeneraci de novo, v normélnich podminkach in vivo opét hovoiime o vlastni regeneraci
(Prochéazka a kol., 1998).

4

3.4.5 Regenerace prima a nepiima

Jak jiz je zminéno vyse, k regeneraci muze dochdzet piimo na izolovaném pletivu ze
zalozenych zékladli nebo de novo z dediferencovanych bun¢k, které zacnou vytvaret nové
struktury. Oba dva ptiklady pfedstavuji pfimou regeneraci.

O regeneraci nepiimé hovotfime v ptipad¢, kdy se d€leni meristematickych bunék
spolu s explantatem nebo vzniklych dediferenciaci pfetvofilo nejprve v kalus a az nasledné
vétsinou po zméné kultivacnich podminek doslo k regeneraci novych struktur. Mezi ptivodni
organizovanou strukturou explantatu a nové vzniklou strukturou je kalusové stadium
(Prochéazka a kol., 1998).

3.4.6 Kultury organizovanych bunéénych struktur (meristémové kultury)

Pii vegetativnim mnoZeni intaktnich rostlinnych ¢asti, organizovanych bunéfnych ¢asti,
organizovanych buné¢nych struktur (meristémt a embryi), tedy klonovanim v in vitro
podminkach lze namnozit rostliny pii zachovani jejich zadoucich vlastnosti na rozdil od
somatické organogeneze, ktera je spojena s genetickou nestabilitou a neorganizovanym
ristem v in vitro podminkach typickym pro kalusové a bunécné kultury, ¢ehoz Ize vyuzit pfi

Slechténi rostlin. U meristémové kultury tak dochazi ke genetické stabilité¢ a identité S
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mateénou rostlinou (Sebanek a Sladky, 1988). Jedna se tak o klonové mmnozeni, kdy
potomstvo vznika nepohlavni cestou a je genotypove i fenotypove uniformni.

Typickou vlastnosti rastu a diferenciace vyssich rostlin je primarni lokalizace téchto
procest do apikalnich meristémii na kofenovém a stonkovém polu. U vyssich rostlin jsou
stale pfitomny nediferencované meristematické bunky, které maji obdobnou strukturu a
funkci jako buiky vyvijeci se z embrya. Rostliny jsou tak definovany jako vyssi rostliny s
kontinualni embryogenezi nebo rekurentni ontogenezi. Z genetickeho hlediska je akceptovana
predstava tii histogenich zon apikalniho meristému: vrstva L (ptivod z tuniky-jedna nebo vice
vrstev bun¢k) a vrstvy L a Lin (pivod z korpusu-pletivo obklopené tunikou), tato koncepce
je dilezitd zejména pii popisu genetického chimérismu. Rada autorii pozorovala v oblasti
meristému takzvanou klidovou oblast, klidové centrum je typické pro oblast jak kofenového,
tak 1 stonkového vrcholu a je pravdépodobné mistem vysoké metabolické aktivity biosyntézy

fytohormonti (Novak, 1990).

3.4.7 Meristémy (déliva pletiva)

Meristémy nebo také pletiva déliva zajistuji produkci novych bunék a zaroven i rast celych
rostlin. Rust je u rostlin lokalizovan do relativné malé ohrani¢ené oblasti a nedochazi tak k
difiznimu ristu ve vSech ¢asti, jak tomu je u Zivocich. Rust rostlin je tak neomezeny a
neukonceny, to znamend, Ze rostliny jsou schopné mit stale plné funkéni vSechny organy a
sou¢asné neomezené dale rast. Tohoto faktu vyuzivame pii péstovani explantatovych kultur v
in vitro podminkach. Rostliny si touto vlastnosti kompenzuji nevyhodu v podobé nemoznosti
vlastniho pohybu, jak jsou tomu schopni Zivo¢ichové. Diky tomu jsou rostliny schopné
prokofenit do lepSi orni¢ni vrstvy s dostatkem Zivin nebo doriist za lepSimi svételnymi
podminkami. Orientuji se viici zemské gravitaci. Existence meristému je i pfi¢inou vyvojové
plasticity rostlinnych organismu a jejich schopnosti reagovat ristovymi zménami na ptisobeni
vnéjsich faktord. Meristémy jsou soubory odlisnych bunék, které jsou specializované
K intenzivnimu bunéénému déleni sméfujicimu ke vzniku urcitého pravidelného vzoru. To je
hlavni odlisovaci znak od neorganizované se délicich shlukd bunék, které vznikaji naptiklad
pfi hojeni ran nebo jako kalusy. Buiikky v meristémech, které se opakované dé€li, nazyvame
inicialy, kdyz dojde k déleni inicialy, vzniknou dvé dcefiné buiky, z nichz jedna vzejde jako
dalsi iniciala a z druhé vznikne derivat nebo také odvozena builka. Odvozené bunky se déli
v blizkosti vzrostlého vrcholu a kofenové Spicky pouze pii probihajici diferenciaci. Z toho

vyplyva, Ze se derivaty inicialy déli jen po omezenou dobu, pii niz dochazi K riznym
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zménam, které naznacuji budouci specializaci. Pfi dokonc¢eni déleni dojde k ukoneni procest
pfemény a vznikaji buiiky trvalych pletiv.

Buiikky  meristematickych — pletiv  jsou zpravidla jednoduché tenkosténné
parenchymatické bunky s velkymi jadry a hustou cytoplazmou. Maji schopnost se neustale
délit a jinou ¢innost obvykle nevykonavaji.

Nejcastéji jsou meristémy klasifikovany podle jejich lokalizace v organismu. Apikalni
meristémy se vyskytuji ve vrcholech prytu a kofene, lateralni meristémy jsou uspotfadany na
periferiich organi paralelné¢ na stranach s 0sou organu a oznacCujeme je jako meristémy
sekundarniho ristu neboli druhotného tloustnuti rostlinnych organti. Najdeme je obvykle v
kofeni a stonku a vyskytuji se pouze u téch typa rostlin, u nichz tento rist existuje. Kambium
a felogen jsou lateralni meristémy. Interkalarni meristémy jsou vmezefeny jiz mezi trvala
pletiva a na rozdil od vySe zminénych neobsahuji inicidly. Dale jest¢ mohou byt rozliSovany
bazalni meristémy lokalizovany na bazi organt, které se uplatiiuji pii ristu listi a marginalni
meristémy, které nalezneme na okraji organu, a téz se nejCastéji uplatiuji pfi rastu listd
(Novék, Skalicky, 2009).

Z hlediska meristematického vyvoje je zajimavosti diferenciace listi. Pfi vyvoji listi a
jeho postaveni na stonku (fylotaxe) dochazi nejcastéji ke spiralovité fylotaxy, pii které ma
pomyslna kfivka spojujici listova primordia tvar spirdly, jenZ se nazyva spirala geneticka ¢i
vyvojova. V uréité fazi vyvoje je listové primordium natolik determinovéano, ze se po jeho

ptesazeni do podminek in vitro vytvoti list (Prochazka a kol., 1998).

3.4.8 Organogeneze

Buriky trvalych pletiv explantatu pochdazejici z intaktni rostliny se v kontaktu s kultivaénim
médiem vhodného hormonalniho slozeni za¢inaji po urcité adaptacni fazi délit. Popisuji se tii
stadia vyvoje: 1. Indukce rastu, 2. zaGatek bunééného déleni, 3. cytodiferenciace (NoVaK,
1990). Nevznika vsak bezprostfedné celistva rostlina, v mnoha ptipadech je k ni v§ak mozné
dospét dalSimi manipulacemi, a to zménou kultivacnich podminek nebo ptenesenim do
normdlnich podminek. Na pribéh ontogeneze maji vliv kultivacni podminky, a predevSim
slozeni kultivaéniho média. Ze slozek kultivaéniho media se vyznamné uplatiuji rdstové
latky. Pfi organogenezi plati pravidla, kterd zjistili Skoog a Miller (1957). Podle tohoto
pravidla se uplatiiuji rozmezi ve fyziologické koncentraci v poméru mezi auxiny a cytokininy.
Pokud prevazuji cytokininy nad auxiny, dochazi k regeneraci pupent a prytt, pokud pievazuji

auxiny, dochazi k regeneraci kotent. Je-li koncentrace cytokinini a auxint piiblizné stejna,
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dochdzi u primarnich explantati ke tvorbé kalusu. Kalusova kultura pokrac¢uje normalné ve
svém rastu, aniz by dochazelo k regeneraci. Toto pravidlo ma vsak fadu vyjimek (Prochazka a
kol. 1998).

Prvni dva az tfi mitotické cykly se na pocatku vzniku kalusového pletiva vyznacuji
vysokym stupném synchronizace, kterd se vSak se stafim kultury progresivné snizuje. V
pozdéjsim pribéhu neorganizovaného rustu in vitro je kalusové pletivo slozeno pievazné z
bun¢k parenchymatického typu. Zaroven je typicka piitomnost trachedlnich elementi
vzniklych v procesu cytodiferenciace, pfipadné dalSich komponent, jako je napiiklad
prokambium, dfent a lykova ¢ast (Novak, 1990). Latka auxinové povahy svelmi silnym
ucinkem velmi Casto indukuje tvorbu kalusu i pfi odpovidajicim poméru s cytokininem, zde
se uplatiluje aktivita dané latky na misto koncentrace. Tak je tomu v piipadé izolovanych
apikalnich ¢i axilarnich meristému, u kterych cytokinin potlacuje apikalni dominanci, a tak
vyvolava okamzitou tvorbu postranniho vétveni z pravé zalozenych axilarnich meristémut. U
zalozeni explantatd z kotfent se uplatituji obdobné zakonitosti jako u fizkd.

Organogenezi tak mize v podstaté vzniknout jakykoliv organ rostliny jako napiiklad
kofen, pryt, list, kvét. Zasobni organy (napf. cibule, hlizy) vznikaji v podminkach in vitro na
bazi regenerovanych prytli, nebo bezprostiedné na kultivovaném explantatu — segmentu
zasobniho listu z cibule, normélniho listu, prytu, kvétenstvi, nékdy i pestiku. Vétsinou se tak
jednd o regeneraci ptimou. Nelze si vSak ptedstavit ze se jedna o plnohodnotné hlizy ¢i cibule
vzniklé v ptirodnich podminkach, hovotime zde spise jako o cibulkach a mikrohlizkach. I tak
maji tyto zasobni organy vyznam, protoze se s nimi pracuje jako s normalnimi cibulemi a
usnadnuji tak prevod do normalnich podminek ex vivo (Prochéazka a kol., 1998).

Mitoticky index parenchymatickych bunék kalusového pletiva je velmi nizky a
pohybuje se v tadech desetin procent az maximalné 5 % podle pouzitého materidlu a stafi
kultury. Uvniti kalusového parenchymu vznikaji okrsky bunék s ¢aste¢nou synchronizaci a
frekvence mitdz kolisé v prubéhu kultiva¢niho intervalu. Pokud diferencované butiky revertuji
do meristematického stavu a vytvareji neorganizovany kalus lze hovofit o dediferenciaci.
Mnohobunécny explantat je vétSinou tvoien buiikami pletiv rizného typu. Vysledkem
dediferenciace je vytvofeni heterogenniho systému z hlediska jeho schopnosti zpétné
diferenciace v organizovanou strukturu a v konecném dusledku i celou rostlinu. I kdyz
vSechny buiiky explantatu obsahuji funk¢éni jadro a miizeme je povazovat za totipotentni, ne
vzdy jsou vsechny tyto buiniky morfologicky kompletni. Je tedy dualezit¢ vybrat vhodny
explantat, ktery determinuje morfogenetickou odezvu pii kultivaci in vitro. Explanttovou

kulturu, jako kalusové pletivo, tak i buné¢nou suspenzi musime povazovat za nestejnorody
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systém slozeny z bunék ruzného stupné diferenciace s raznou morfogenetickou kompetenci a
riznou reakci na morfogenni exogenni signdl. Organogeneze miize byt vyvoldna jak
v kalusové kultufe, tak i v buné¢né suspenzi. Kofenové a stonkové meristemoidy se zakladaji
v kalusovém pletivé nezavisle. Obecny model regenerace rostlin in vitro vyzaduje regeneraci
pryti na cytokininovém médiu a ve druhém stupni jejich zakotfenéni na auxinovém médiu.
Organogeneze muze vychazet zjediné somatické bunky, avSak castéji jsou ptipady
diferenciace meristemoida z n¢kolika vzajemné prostorové komunikujicich bun¢€k (nejcastéji
ze tii nebo 1 vice).

Je tfeba zdlraznit, Ze organogenetickd a embryogeneticka kompetence se realizuje na
rizné strukturalni arovni. Jedina buiika tak mize byt organogeneticky kompletni a stat se tak
zdkladem bunééného komplexu. Uvahy o jednobunééném pivodu jsou vyznamné ze
Slechtitelského hlediska, protoZze pfi regeneraci organogenezi je Casty vyskyt genetickych a
chromozomalnich chimér. Ziskani nechimérickych mutantli pak vyzaduje dalSi generace

potomstev regenerovanych rostlin (Novéak, 1990).

3.4.9 Embryogeneze in vitro

V normalnich podminkach piredstavuje embryogeneze proces, pii kterém postupnymi
strukturalnimi zménami vznikad z jedné bunky zarodek. Prvni uvedenou bunikou nejcastéji
byva zygota, ktera vznika splynutim sam¢i a samiéi pohlavni buriky. Dé€lenim zygoty se pies
rizna stadia vyviji dospé€ly zarodek, ktery je nasledné¢ ulozen v semeni. Pfi piipadném
vykli¢eni semena poté vznikéa celistvd rostlina. Pribéh embryogeneze neni u vsech rostlin
stejny, vyrazné se od sebe odlisuji krytosemenné a nahosemenné rostliny, ale i v ramci skupin
rostlin nalezneme rozdilnosti. Zdkladem embrya nemusi byt vzdy pouze zygota, zarodky se
mohou vyvijet 1 apomikticky, to znamena, Ze nedoslo ke klasickému oplozeni.

Proces samotné embryogeneze méa opét sviij poc¢atek v jedné buiice, ale tou nemusi byt
vzdy pouze zygota, Castou onou jedinou bunkou muze byt néktera z haploidnich bunék
gametofytu (u krytosemennych rostlin napiiklad buiika zarodeéného vaku). Takto vznikly
zarodek je haploidni (Prochéazka a kol., 1998). Diploidni zarodky mohou bez oplozeni vznikat
Z buiiky nucellu nebo vajecnych obalti (diploidni somatické buriky).

V umélych podminkach kultivace se mohou zarodky vyvijet vSemi uvedenymi
zpusoby. Embrya vyvijejici se v in vitro podminkach mizeme rozlisit na:

-Embryogenezi zygotickou

-Embryogenezi gametofytickou
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-Embryogenezi somatickou
-Somatickou polyembryogenezi

3.4.10 Embryogeneze zygoticka

Zéakladem pii vyvoji této embryogeneze, jak jiz vyplyva z ndzvu, je zygota, ta mize vznikat
pied 1 po izolaci explantatu. Je lepsi kultivovat cely kvét nebo jeho Céasti na misto embrya
vyvijejiciho se semena. Kultivovana pletiva tak plni vyzivovaci a ochranou funkci. Pokud je
7adouci odstranit vliv matefské rostliny, je vhodna kultivace vyvijejiciho se semena. Cim je
uzitetné mohou byt i nedefinované smési jako napiiklad kvasniéni extrakt, kokosové miléko
nebo kasein. Dalsim dulezitym vlivem je vysoka osmoticka hodnota média. Pokro¢ilym
vyvojovym stadiim, kterda nazyvame kultury izolovanych embryi nebo embryokultury staci

Casto ztuZzeny roztok sachar6zy s agarem (Prochazka a kol., 1998).

3.4.11 Embryogeneze gametofyticka

Embryogenezi lze v in vitro podminkdch vyvolat i z nékterych bunék gametofytu. U
semennych rostlin podle typu gametofytu rozlisujeme gynogenezi a androgenezi. Naprosta
vétSina poznatkli o gametofytické embryogenezi byla zjiSténa u krytosemennych rostlin. Dle
analyzy se zjistilo, ze pii gynegonezi se jedna o haploidni rostliny, které vznikly z haploidnich
bunck zarode¢ného vaku. Nemusi se vSak vzdy jednat o buiikku vajecnou, ale 1 synergidy, pii
srovnani s celou rostlinou se jedna o apomixii (geneticka identita s vychozi rostlinou). Ke
gynogenezi dochazi jen v omezeném mnozstvi kultivovanych explantatti a n€kdy muze dojit
pouze ke vzniku kalusu, u kterého je vsak mozné vyvolat regeneraci (Prochazka a kol., 1998).
Dal§im druhem apomixie je androgeneze, od gynogeneze se lisi pivodem vzniku, zde se
jedna o samc¢i pohlavni bunky-pylové pras$niky. Pfi androgenezi se v praSnicich umisténych
do umélych podminek vyvijeji z pylovych zrn haploidni zarodky. Dochazi k déleni, které je
znamé ze zygotické embryogeneze. Zarodek, ze kterého se vyviji rostlinka je haploidni. Vznik
haploidnich a ptipadné spontanné dihaploidnich zarodkt je dulezity pro Slechtitelskou praxi,
velkou roli zde hraje genotyp. Bylo zjisténo, Ze pritbéh vnéjSich podminek mize siln€ ovlivnit
vyvoj vzniku zarodki. Naptiklad u lipnicovitych mé vliv sniZena teplota, u jinych rostlin je to
naopak zvysena teplota. Dal§imi faktory miiZze byt snizeny atmosféricky tlak, osmotické Soky,

zvysena koncentrace oxidu uhli¢itého a dusikata vyziva. Obecné se dé fici, Ze na androgenezi
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pusobi extrémni podminky. Vliv mé i pouzit¢ médium, v nékterych ptipadech je vhodné&jsi
tekuté médium, ve kterém vznika izolace pylovych zrn pfimo do média, mnohem méné se
osvédcila mechanicka izolace. DalSim faktorem na pritbéh androgeneze maji cukry a piisobeni
rastovych latek. Na prubéh androgeneze maji vliv i samotna pletiva prasnikt, ktera mohou
svym metabolismem pozménit vliv kultivaéniho média a mohou obsahovat i inhibi¢ni latky.
Pokud se pylovd embrya dostate¢né vyvinou, vznikaji mladé rostlinky, nékdy je vSak pro
dokonceni vyvoje zapotiebi plisobeni naptiklad cytokininu, protoze se objevuji odchylky od
normalnich zygotickych zarodkd.

Ne vzdy se vyviji z pylovych zrn rostlinky ptimo, ale muze dojit k nepfimé regeneraci
pres vznik kalusového pletiva. Buiiky kalusu jsou zpocatku haploidni a ke zméné ploidie
dochazi postupné. Rostlinky tak mohou z kalusti vznikat vyvolanim organogeneze nebo z

nékterych bunék kalusu za¢ne probihat embryogeneze (Prochazka a kol., 1998).

3.4.12 Embryogeneze somaticka

Zéakladem je vznik zarodku z bunék somatickych, nikoliv ze zygoty nebo bunék gametofytu.
Jinak feCeno, jedna se o adventivni nebo také asexudlni vyvoj zarodku z bunky, ktera
nevznika z gametické fluze. Tento zptsob vyvoje je zndm u celé fady druht, kdy se embrya
vyvijeji v in situ, nejcastéji z nucelarnich bunék nebo bunék suspenzoru a integumentl
spole¢né se zygotickymi zarodky. In vivo adventivni (somatickd) embryogeneze je obecné
omezena jen na vyvoj pletiva semeniku, ostatni diferencované somatické bunky tuto vlastnost
mohou projevit pouze v kultufe in vitro (Novak, 1990).

Pribéh vzniku zarodkt vin vitro podminkdch nemusi byt piesné stejny jako u
zygotické embryogeneze, objevuji se vSak dva spoleéné rysy pro vSechny zarodky: 1.
jednotlivé buniky maji na pocatku vyvoje typicky protoplast s hustou cytoplazmou a aktivnim
délenim vytvareji skupiny embryogennich buné€k, 2. vSechny vyvijejici se zarodky pronikaji
do zarode¢ného vaku stejnym zptisobem. Mezi takto vzniklymi zarodky a zéarodky
zygotickymi neexistuji zasadni rozdily, bylo vSak zaznamenino nevytvoieni typického
suspenzoru a vznik z&rodku i zbunék listi (u orchideje). Zakladem k somatické
embryogenezi mohou byt i buiiky zygotického embrya v ramci uréitych stadiich vyvoje po
jeho poSkozeni chemickym nebo fyzikdlnim pisobenim. Pfi menSim poskozeni dojde ke
vzniku cetnych déloh, pfi vétSim poskozeni k rozstépeni a vzniku dvou embryi, a vzniku
zarodkl z bun€k suspenzoru. U nahosemennych rostlin ¢asto dochazi ke §tépeni bez vnéjsich

pti¢in. Na rozdil od zygotické a gametofytické embryogeneze se jedna o regeneraci nepiimou,

16



kdy vznik somatickych embryi vyvijecich se pfimo na diferencovanych pletivech bez tvorby
kalust je podstatné méné cetny. K piimé regeneraci lze zatadit i sekundarni somatickou
embryogenezi, kdy nova embrya vznikaji z pokozkovych bunék embryi, ktera predtim vznikla
taktéz ze somatické embryogeneze. Tento proces polyembryogeneze probiha bez tvorby
kalusti. Pribéh samotné embryogeneze lze rozdélit do n¢kolika hlavnich fazi: Indukce, vyvoj
embryi, jejich zrani a kliceni.

Indukce piedstavuje fazi, kdy somaticka buiika ziska stejné vlastnosti jako zygota,
kultivaéni zasahy s aplikaci auxinu (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd). Mohou vsak nastat i
urcité nepravidelnosti, protoze kultivaéni podminky neodpovidaji podminkam ve vyvijejicim
se semeni. Vyvoj nékdy nemusi od zacatku probihat pfes organizované struktury, ale ptes
takzvany proembryonalni komplex a teprve poté probiha dalsi vyvoj a vznik rostlin. Vyhodou
je absence vzniku chimér, které ¢asto vznikaji pii organogenezi.

Somaticka embryogeneze je predevs§im siln¢ ovlivnéna kultivacnim médiem a velka
pozornost byla vénovana zasobovani dusikem, kladny vliv byl zjistén u amonnych ionti a
predev$im u aminokyselin (zvlasté prolin). Podobné jako u androgeneze mohou byt
vyznamné i ionty zeleza. Dalsi vliv na vyvoj somatickych embryi ma i osmotickd hodnota
kultiva¢niho média, zajist'ovana sachardzou, inositolem, manitolem nebo sorbitolem.

Jak jiz bylo zminéno, velmi dualezitou roli hraji i rastové latky, vedle zminénych
auxinovych latek je dilezita i pfitomnost cytokinind. V pozd&j§im vyvoji ptiznivé pusobi
kyselina abscisova, zabrafiuje totiz pfed¢asnému kliceni a k néslednému vyvoji aberantnich
rostlin (Prochédzka a kol., 1998).

Samotna predpovéd’, Ze jedind rostlinnd somatickd bunika mlzZe vytvofit kompletni
embryo, byla vyslovena jiz vroce 1902 Haberlandtem. Experimentalné vsSak doslo
K potvrzeni tohoto faktu az o 50 let pozdgji. Potvrdila se tak myslenka, ze jedind somaticka
buiika je totipotentni. K vyjadfeni této schopnosti musi byt buiika zbavena korela¢nich vlivil
intaktniho pletiva a vystavena podminkam in vitro, které podniti jeji diferenciaci ve strukturu
stejného charakteru jako je zygotické pletivo. V soucasné dobé je respektovan fakt, ze proces
embryogeneze je iniciovan z jediné pivodni bunky. Zakladem embryogeneze je vytvofeni
proembryonalnich shlukd (PES), tato struktura je typicka centralni buiikou s jedinou velkou
vakuolou. Na médiu bez auxinti pokracuje v bunééném dé¢leni a na povrchu se zac¢ne vyvijet
mnoho somatickych embryi. Jednim z faktort dileZitych pro dovrseni celého procesu je vybér
vhodného explantatu (vhodnost konkrétniho explantatu zavisi na druhu rostliny). Plati obecna

v

zasada, ze nejvhodnéjsi jsou mlada aktivné se délici pletiva.
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Piehled faktort, které ovliviiuji iniciaci, vyvoj a diferenciaci somatickych embryi dle
Ammirato (1983):

1. ptvod explantatu

2. mineralni sloZeni kultivacniho sloZeni

3. rastové regulatory

4. cukry

5. fyzikalni podminky kultivace

6. plynna faze uvnitt kultiva¢ni nadoby a konzistence kultivacniho media (pevné, tekuté)

7. hustota bunééné suspenze
Embryogeneze je slozity proces, ktery podléhd zkoumani podminek iniciace celého procesu,
rastu a vyvoje struktur, dozravani embryi a vykli¢eni somatickych embryi v rostlinu (Novak,
1990).

3.4.13 Somaticka polyembryogeneze

Tento typ embryogeneze je typicky pro jehli¢nany. Za normalnich podminek ma rané
somatické embryo jehli¢nant silné vyvinuty suspenzorovy aparat a skupinu embryondlnich
bun€k ze kterych v dalSich fazich vznika vlastni zarodek. Obdobné je tomu i v in vitro
kultufe., kdy prvni rand somatickd embrya vznikaji pii kultivaci nezralych nebo zralych
zygotickych embryi. V umélych podminek je tak umoznén dalsi vyvoj, ke kterému by za
normalnich podminek nedoSlo. Dal§i rand embrya mohou vznikat 1 v dalSich castech
izolovaneho zygotického embrya, naptiklad na délohach nebo i na jehlicich kli¢nich rostlin.
Dalsi vyvoj ranych somatickych embryi se liSi od rostlin krytosemennych absenci kalusovych
bun¢k. Piitomné jsou tak jen organizované struktury ranych somatickych embryi, kterd maji
stejné vlastnosti jako zygotickd embrya. Tato somatickd embrya se sama dale mnozi, byly
zjistény dva zpusoby multiplikace, a to §tépeni skupin embryonalnich bun¢k a puceni, ke
kterému dochazi v oblasti tubularnich bunék a suspenzor. Rana somatickd embrya se takto
mnozi opakovan€. Rychlost procesu je znaénda a probihd za pfitomnosti kyseliny 2,4-
dichlorfenoxyoctové a cytokininu. Pro dalsi vyvoj ranych somatickych embryi je tfeba zménit
kultivaéni médium. Nejdiive se zvysi jeho osmotickd hodnota a poté vlivem kyseliny

abscisové pokracuje vyvoj k pIné vyvinutym embryim (Prochazka a kol., 1998).
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3.5 Genetické nestability v explantatovych kulturach

Na explantatové kultury se jistou dobu pohlizelo jako na prostfedek zachovani genetické
stability rostlin prostiednictvim klonového mnozeni in vitro. Brzo se vSak tento nazor zménil,
protoZze se objevila fada nalezti odchylnych typd rostlin regenerovanych v kalusovych
kulturach a bunéénych strukturdch. Bylo jasné dokazano, ze v pribéhu kultivace doslo ke
genetickym zménam somatickych bunék. V tento moment bylo mnozeni a ozdravovani rostlin
in vitro povazovano za nevhodny zpusob. Detailni vyzkum odhalil, Ze o genetickych zménach
rozhoduje pribéh morfogeneze, kterd zavisi na vychozim explantatu a na diferenciaci kultury
béhem kultivace.

Geneticka variabilita somatickych bun€k in vitro se projevuje i u rostlin regenerovanych
in vitro, tento jev ma zasadni vyznam pro Slechténi rostlin. Je diskutovan z hlediska
chromozomalnich zmén a somaklonalni variability regenerantt in vitro.

Metodologie explantatovych kultur skyta vedle moznosti zachyceni spontanni genetické
variability u regenerantii i vytvofeni novych technologii muta¢niho $lechténi. Zakladem je

indukce a selekce mutaci (Novak, 1990).

3.6 Vybaveni laboratore pro biotechnologii rostlinnych explantati

Prostory pro kultivaci — naptiklad kultivaéni boxy, nebo specialni klimatizované mistnosti,
kde jsou udrzovany specifické podminky (teplota, vlhkost, svételné podminky aj.).

Prostor a zafizeni pro aseptickou manipulaci — autoklav, flow box, destila¢ni pfistroje,
specidlni mycka skla a laboratornich pomucek.

Dilezité jsou vhodné podminky pro skladovani Cistého skla a veskerych laboratornich
potieb. V laboratofi jsou dale potfebna dalsi vybaveni jako jsou vahy, tfepacky, odstfedivky,
pH metry, chladni¢ky, mrazni¢ky, mikrovinna trouba, vati¢, michac¢ky na rozpousténi agaru,
lihové kahany, bakterialni filtry, pinzety, skalpely, nuzky, prepara¢ni jehly, korkovrty,
stojany, podnosy, nddoby z umélé hmoty a dalsi.

Po préci s rostlinami v in vitro je dale zapotiebi kultivaéni mistnost pro jejich vyvoj.
Tato mistnost by méla byt vybavena regaly se svételnym zdrojem, klimatiza¢ni jednotkou,
ventilatory pro lepsi udrzeni teploty (mezi 20 az 28 °C, idealné vSak kolem 25 °C) a pfislusna
¢idla pro spravné fungovani regulace.

V ptipadé, ze potfebujeme konstantni podminky kultivacniho prostiedi, pouzivame

kultivacni boxy (inkubator). Tyto boxy jsou schopné regulovat rychlost pratoku vzduchu,
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regulovat vlhkost, Casovat fotoperiodicitu, regulovat vlhkost a regulovat intenzitu svétla
(Sebanek, Sladky, 1988).

3.6.1 Murashige et Skoog (MS) médium

Pro zaloZeni pokusti z explantatovych kultur je dilezity zdroj zivin. Jako tento zdroj Zivin
nadm poslouzi zivné médium slozené z makroelementti, mikroelementti, vitamind, sacharozy,
rostlinych hormont a tuhnouci slozky pro pevhé médium — agar, piipadné agarosa. Dalsi
sloZkou mohou byt ristové nebo mutagenni latky a dalsi dopliikové latky napt. pouzivané pro
regulaci hodnoty pH, jedna se napiiklad o hydroxid draselny nebo kyselinu mravenci.

Vlastni ptiprava media probiha v laboratornich podminkéach, v nasem ptipad€ jsme jako
zakladni médium pouzivali MS médium (Murashige, Skoog, 1962). Je velmi univerzalni a

bylo jiz mnohokrat Gispésné€ overeno, napiiklad Matiskou (2009).

3.6.2 Chemomutageny

Kolchicin (C22H25NO6) se pouziva u nekolika rostlinnych druhti ke vzniku polyploidnich
odrid. Ackoli je velmi efektivni pro tvorbu polyploidl, pro ¢lovéka je tato latka vysoce
toxicka (Tilden and Kenneth, 2011). Aplikace kolchicinu se jiz uplatnila u pénisniku pro
vznik kompaktnéjsich rostlin nebo u balzaminy pro vznik tetraploidnich rostlin (Defiani et al.,
2013). Hlavnim G¢inkem kolchicinu je naruseni tubulinu, a to vede k naslednym zménam
ptirozené imunity. Kolchicin ma rozmanité inhibi¢ni u¢inky na makrofagy, zahrnujici inhibici
proteint. Podporuje také anti-fibrotické aktivity a ma vliv i na funkce endotelu (Konopikova
2016).

Oryzalin (C12H18N406S) je pouzivan jako alternativa ke Kolchicinu pii tvorbé
polyploidnich odriad. Oryzalin ma stejny mechanismus pusobeni jako kolchicin. Oproti
Kolchicinu byl shledan u¢innéj$im, a navic je mén¢ toxicky pro zvitata i lidsky organismus,
Diive se oryzalin pouzival hlavné jako herbicid aplikovany na traviny a jednoleté plevele.
Herbicidni ucinek oryzalinu spo¢ivd v antimiotické Cinnosti, kterd je urend vazbou mezi
tubulinem a dinitroanilinem, V soucasné dob¢ byl jiz oryzalin né€kolikrat aplikovan u tady
rostlin pro navozeni ploidie a zlepSeni jejich vlastnosti (lepsi rust, vétsi kvéty, vétsi odolnost
aj.). Jako nevyhoda pfi vyuziti oryzalinu se ukazala horsi zakofenovaci vlastnost rostlin po

prevedeni do venkovnich podminek (Defiani et al., 2013).
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3.6.3 Riistové latky

Kyselina indolyl — 3 — octova (I1AA)

Jedna se nejspi§ o nejvyznamnéjsi piirozeny auxin. Kyselina indolyl — 3 — octova je
krystalicka latka, dobfe rozpustna v organickych rozpoustédlech a vodném zéasaditém
prostiedi, téméf nerozpustna v kyselé a neutralni oblasti vody. Vznika v rostlinach
v meristematickych pletivech a rostoucich listech (Kutina 1988). Tato velmi nestala, slaba
organicka kyselina lehce dekarboxyluje a je citliva pfedevS§im na UV zareni (Prochazka a kol.,
1997). Pokud oSetiime lodyzni tsek na apikalnim pélu auxinem, dochézi na tomto pdélu
Kk regeneraci kofeni. Opakem auxini jsou antiauxiny (napi. TIBA), kde pii oSetfeni
obdobného Gseku na bazalnim pdlu dochazi k tvorb¢é pupenti. Auxiny jako je naptiklad IAA

tedy podporuji tvorbu kotent (Sebanek, Sladky 1988).

Thidiazuron (TDZ)
TDZ patfi mezi aromatické derivaty mocoviny. Hlavnim Uc¢inkem tohoto cytokininu je
stimulace bunééného déleni a je zakladnim prvkem pro regeneracni procesy v in-vitro
kulturach. Cytokininy obecné maji vliv na ur¢ité reakce v bunééném cyklu, nejspise i na
stimulaci n€kterych kinaz. Jejich hlavni tlohou je vSak vliv na replikaci DNA v S fazi mitozy
— zvySuji pocet pocatkli replikace, tedy zkracuji replikony a tudiZz dochéazi k rychlejSimu
piepisu DNA (Prochézka a kol., 1998).

Zménou pomeéru koncentraci cytokininli a auxinti je mozné ovlivitovat pribéh regenerace.
Jejich vyrovnany pomér vede k tvorbé nediferencovaného pletiva (kalusu), nadbytek
cytokininli vyvolava regeneraci prytil, a naopak zvySenim hladiny auxinli docilime regeneraci

kotend (Miller 1956).

3.7 Detekce ploidie

3.7.1  Polyploidni kultury a indukce polyploidie u Phlox paniculata

Polyploidni indukce hraje vyznamnou roli v hybridizaci a zlepSeni fady vlastnosti rostlin.
Realizatoti vysadeb a spotiebitelé vyzaduji stdle nové odridy vykazujici lepsi vlastnosti nez
odridy stavajici. Polyploidie mize pomoci pii ziskani vychoziho §lechtitelského materidlu a

pro dalsi kiizeni (Matiska, 2016). Rostliny pfeménéné na polyploidy maji rozsiteny geneticky
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potencidl, ktery pfi hybridizaci umozniuje vznik vyssiho poctu variant. Polyploidni jedinci
mohou mit vylepSené znaky jako vé&tSi a vyraznéjsi kvéty nebo lepsi ristové vlastnosti
(Konopikova, 2016).

Hlavnim zdrojem pii ziskavani proménlivosti organismi jsou mutace. Slechtitelé
vyuzivaji spontanni i indukovanou mutagenezi pro vytvotfeni zdrojii variability nutnych pro
Slechténi rostlin. Systém mutacniho Slechténi je zavisly na aplikaci mutagenniho zateni a
chemickych mutagenti, které¢ indukuji bodové a chromozomalni mutace. Velky potencial pro
vegetativné péstované druhy piedstavuji indukované mutace, které mohou byt zakladem pro
vznik novych klont a kultivart. Systém in vitro ma vyznamné uplatnéni pro mutacni $lechténi
pti aplikaci fyzikalnich a chemickych mutagen. Mutagen lze aplikovat piimo Vv kultufe in
vitro na izolované vrcholy, zygotickd embrya, pletivové explantdty, kalus, bunéénou a
protoplastovou kulturu. Aplikace mutagenu na velmi malé jednotky slozené vétSinou
Z meristematickych bun¢k usnadnuji penetraci mutagentl, zejména u chemickych latek. Dalsi
vyhodou pii aplikaci timto zpiisobem je zvySena pravdépodobnost zasahu buniky mutagenem
a snizeni pravdépodobnosti chimérismu. Pfi vSech procedurach aplikace mutagenti
v podminkach in vitro je zadouci samotna ptedkultivace rostlinného materialu DalSim
moznym zpusobem vzniku polyploidnich bunék mohou byt restituéni mit6zy, které maji
souvislost s poruchou déliciho vieténka. Tento proces miize mit zna¢ny vyznam pro indukci
polyploidniho stavu kultury. Polyploidizace kultury mize byt navozena i fuzi jader. Tento
proces probihda ve dvoujadernych bunkach, které byly popsény u celé fady kultur (Novak,
1990).

Navozeni polyploidie bylo v dne$ni dobé zkoumano jiz na celé fadé uzitkovych i
okrasnych rostlin napiiklad u olivovniku (Ozair et al. (2014), ibisku (Contreras and
Ruter,2009), akéacii (Lam et al., 2014), manioku jedlého (Carvalho et al. (2016), rize
svraskalé (Allum et al. 2007), balzaminé (Defiani et al. 2013) a dalsi. Ugelem tohoto
zkoumani je ziskani kompaktnich rostlin, vétSich kvéta, vyssich vynost, zvySené odolnosti
vuci chorobam a skiidciim, lepsi rozmnozovaci schopnosti aj. Pro umélé navozeni polyploidie
je v soucasné dob& upfednostiiovana aplikace G&innych latek cestou in vitro. Uginné latky
jsou aplikovany ptimo do kultivaéniho média (Eeckhaut et al. 2004) nebo jako vodni roztoky
na nodalni segmenty (Escanddn et al. 2006). Mezi latky, které se k tomuto Gcelu pouzivaji a
pusobi jako toxiny mitotického vfeténka patii: kolchicin, oryzalin, trifluralin nebo
amiprophos-methyl (Hancock 1997, Hansen and Andersen, 1996).

U phlox paniculata jako u rostliny okrasné kvétem byla navozovana tetraploidie za
ucelem ziskani novych odrid, které jsou pfizpusobivejsi vaci prostfedi, vykazuji lepsi
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rezistenci vi¢i patogentim, vyznacuji se bohatSimi a vétSimi kvéty a lze je pouzit pro dalsi
Slechtitelské kiizeni. Prace zabyvajici se zvySovanim ploidie u tohoto druhu jsou doposud
ojedinélé. Matiska a Vejsadova (2009) zvySovali ploiidi u Phlox paniculata s vyuzitim
chemomutageni kolchycinu a oryzalinu u diploidniho kultivaru Phlox paniculata “Fujiyama’
syn. Fuji s vyuzitim mikropropagacnich technik. Jako primarni explantaty u tohoto pokusu
byly pouzity listy z rostlin péstovanych Sest mésicti ve skleniku. Pro indukci polyploidie byly
pouzity chemomutageny kolchicin a oryzalin v riznych koncentracich a byly testovany dvé
metody oSetfeni explantath (infiltracni metoda a maceci metoda). Nejvyssi hodnoty frekvence
tetraploidli, mixoploidi a efektivity polyploidizace byly zjiStény u explantatl oSetfenych
kolchicinem po dobu 24 hodin u maceci metody. Koncentrace 10uM oryzalinu a 0,2 %

kolchycinu po dobu 14 dni byly neju¢innéjsi pro obdrzeni tetraploidd u infiltracni metody.

3.7.2 Meéieni obsahu chlorofylu v listech pomoci chlorofylmetru CCM-200

Méfeni obsahu chlorofylu pomoci piistroje CCM-200 patii k nedestruktivnim metodam, to
znamena, ze pii méfeni nedochdzi ke zniceni rostlinného materidlu. U klasického postupu,
napiiklad pfi méfeni na spektofotometru musi byt rostlinny vzorek od rostliny oddélen,
extraktovan v rozpoustédle a az posléze mize dojit k samotnému méfeni.

Chlorofylmetr méti relativni koncentrace chlorofyld v rostlinném vzorku na zakladé
rozdilné absorpce chlorofyli v zivych listech pii riznych vinovych délkach viditelného svétla.
Chlorofyly maji dvé hlavni absorpéni maxima, a to v ¢ervené a modré oblasti viditelného
svétla. Naopak minimélni absorpce chlorofyly nastdva v zelené oblasti spektra a pfi
infracerveném zateni (Navod k ptistroji CCM-200). Pomoci interferen¢nich filtri se zméii
rozdil absorpci listu pii 670 a 750 nm (Sestak, Catsky, 1966) a obsah fotosynteticky aktivnich
pigmentt je stanovovan jako hodnoty SPAD.

Meéficim ¢idlo o velikosti vV pruméru 1 cm, se piiklada na list. Kazdé jednotlivé méfeni
trva 2 az 3 sekundy. Detektory jsou 2 silikonové svételné diody s integralnimi zesilovaci pro
méfeni absorpce a zdroj energie, ktery monitoruje teplotni kompenzaci. Teplotni rozsah
méfeni chlorofylmetrem se pohybuje v rozmezi od 0 °C do 50 °C (Navod k pfistroji CCM-

200). Vysledkem je celkoveé chlorofylové spektrum, jednotlivé typy chlorofylt se nerozlisuji.
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3.7.3 Méieni obsahu chlorofyla podle Porra

Dalsim typem meéfeni chlorofylti je metoda podle Porra, pfi této metodé métime jednotlive
typy chlorofylti (a, b) a zjisStujeme i obsah karotenoid. Stanoveni chlorofylt dle Porra
probihd z vyseknutého teréiku listu pomoci korkovrtu. Kazdy ter¢ik by mél mit plochu 0,5
cm?. Soudasti vyfezu by nemély byt cévy. Takto pfipraveny teréik se posléze vlozi do
zkumavky s 1 ml dimethylformidu (DMF), pfikryje se parafilmem a ¢ernou latkou a poté se
necha tfepat na tfepacce pres noc v digestofi. Druhy den se takto ptipraveny extrakt pielije do
spektrofotometrickych kyvet a zméfi se absorbance pii 480; 646,8; 663,8 a 710 nm.

Rovnice pro vypocet chlorofylu a:

Chla = 12 A663.8 - 311 A646.8

Rovnice pro vypocet chlorofylu b:

Chlb == 20.78 A646.8 - 4‘.88 A663.8

Rovnice pro vypocet celkového chlorofylu:

Chla+b - 7.12 A663.8 - 17.67 A646.8

Rovnice pro vypocet karotenoidi:

1000 Augo — 1.12 Chl, — 34.07 Chl,
245

Caryye =

Vysledky viech rovnic jsou v mg.l
Pro pfepocet nmol/ml: Chl a =vynésobit 1.118

Chl b = vynasobit 1.102
Do rovnic se dosazuji hodnoty ptislusnych absorbanci zmenSené o A71o.
Piiprava vzorkd by se méla provadét v rukavicich a za rozptyleného svétla. Je vhodné vzorky
ptikryt Cernou latkou. Chlorofyl Aess s46) ma byt v rozmezi 0,4-0,7 (toleruje se do 1), pokud
se tolerance nesplni, je nutné fedit dimythylformidem (Porra a kol., 2001).

3.7.4 Méreni a detekce ploidie pomoci prutokového cytometru

Pritokova cytometrie funguje na zakladé analyzy fluorescence latek a rozptylu svétla

jednotlivych ¢astic (napiiklad bunky, jadra, chromozomi) béhem jejich prachodu v Uzkém a

24



pfesné definovaném proudu kapaliny. Pritocnd komora (tryska) je srdcem pritokového
cytometru. Piefiltrovana suspenze ze vzorku je z nasazené zkumavky nasavana do piistroje
jehlou. Vyvolané zrychleni v trysce nuti ¢astice cestovat jednu po druhé v centralnim proudu
tekutiny. Tento proces se nazyva hydrodynamické zaostiovani. Castice jsou poté zméfeny
pomoci intenzivniho svételného paprsku v rozmezi 100-1000 ¢astic/sec.

Pritokovy cytometr se skladd z n¢kolika zakladnich casti: ze zdroje svétla, pratocné
komory, optické sestavy, fotodetektoru a procesoru pro konverzi svételnych signald,
analogové-digitalni prevodniky a pocitatovy systém pro analyzu a ukladani digitalizovanych
dat. Castice v proudu toku odraZeji prochizejici svétlo. Pokud &astice byly obarveny
fluorescen¢nim barvivem, jsou schopny svétlo absorbovat a dochazi k fluororescen¢ni emisi.
Nekteré Castice mohou obsahovat piirodni fluorochromy (napiiklad chlorofyl), které po
vybuzeni také fluoreskuiji.

Detektory (vétSinou fotonasobie) pievedou svételné signaly do elektrickych
proudovych impulst, které jsou pak amplifikovany pomoci linedrniho nebo logaritmického
zesilovace. Po amplifikaci je elektronicky signal digitalizovan pro dalsi zpracovani a ulozen v
pocitaci. Vysledky analyzy jsou obvykle zobrazeny ve formé& histogramu, na kterém je
znazornéna intenzita fluorescence a pocet zkoumanych c¢astic ve vzorku (Anonym 2, 2017).
Detekce polyploidie u rostlin s vyuzitim pratokové cytometrie se povazuje za spolehlivou

metodu.
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Obrazek 1: Schéma prutokového cytometru (http://olomouc.ueb.cas.cz/book/export/html/45)

25


http://olomouc.ueb.cas.cz/book/export/html/45

4. Metodika

4.1 Priprava materialu
Pro ucely této prace byl rostlinny material piipraven dvéma zpusoby, jednak byl pro pokus
proveden odbér listd z rostlin rostoucich ve skleniku CZU a pak teprve nasledoval pievod
pokusnych explantata do podminek in vitro. Druhy piistup naopak spocival v zalozeni a
namnozeni plamenkovych kultur v podminkéch in vitro a teprve poté nasledovaly pokusy
s infiltraci oryzalinu pro ziskani tetraploidnich rostlin. Pro kontrolni méfeni na porovnani
urovné ploidie byly pfevedeny do podminek in vitro také diploidni odrada Fuji a tetraploidni

odrida Fujix péstované pro pokusy ve skleniku CZU.

Navozeni indukce polyploidie plaménku latnatého na listech odebranych ze skleniku CZU

Odebrané listy z rostlin péstovanych v kontejnerech ve skleniku CZU byly sterilizovany v 20
% roztoku Savo (4,7 % chlornan sodny) po dobu 15 minut, nasledné byly listy tfikrat promyty
sterilizovanou destilovanou vodou Vv patnacti minutovych intervalech, aby se odstranily
veskeré zbytky Sava. Po tomto kroku byly listy nafezany na jednotlivé segmenty o plose
zhruba 1cm? a umistény do piipravenych Petriho misek s médiem MS (Murashige et Skoog,
1962) obohacenym o rastové hormony auxinu Kkyseliny indolyl — 3 — octové (IAA)
v koncetraci 2,5 mg. It a cytokininu thidiazuronu (TDZ) v koncentraci 1,5 mg. I*. Pro
navozeni tetraploidie byla v médiu pouzita koncentrace oryzalinu (40 pmol. I'Y) a dvé varianty
doby jeho ptisobeni (7dni a 14 dni). Po tomto oSetfeni byly explantaty za i¢elem regenerace
premistény do Petriho misek na zdkladni MS médium pouze s ptidavkem TDZ v koncentraci
0,5 mg. I'Y. Po jednom mésici az 6 tydnech pouze na regenerujicich listovych segmentech
vznikaly kalusy. Po tuto dobu byly testované explantaty umistény v inkubatoru s fizenou
teplotou, kterd byla za svétla 23 °C a za tmy 18 °C. Fotoperioda osvétleni v inkubatoru byla
po celou dobu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Vytvofené kalusy byly pfemistény do
Erlenmeyerovych ban&k na nové MS médium s TDZ o koncentraci 0,5 mg. I a jejich
kultivace pokracovala v klimatizované mistnosti s tfizenou teplotou 25 °C a 16hodinovou
svételnou fotoperiodou. Ze vzniklych vyhont byly dopéstovany rostlinky, které byly

zkoumany, zda doslo k navozeni tetraploidie.
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Pokus 1

Byly zkouméany 2 odridy plamenku latnatého: Marge a Dragon. Pokus byl od kazdé
odridy zalozen v poctu 40 ks explantati pro kazdou ¢asovou variantu a dale jesté byly
zalozeny kontrolni varianty po 15 kusech explantati od kazdé odrudy, které byly stejnym

zpusobem kultivované, ale nebyly vystavené vlivu chemomutagenu oryzalinu.

Navozeni polyploidie na in vitro kulturach plaménku latnatého, nap&stovani in vitro kultur

Pro zaloZeni in vitro kultur byly odebrany listy z rostlin pé&stovanych ve sklenicich CZU.
Listy se nejdiive sterilizovaly v 20 % roztoku Savo (4,7 % chlornan sodny) po dobu 15 minut,
nasledn¢ byly tiikrat promyty sterilizovanou destilovanou vodou v patnacti minutovych
intervalech, aby se odstranily veskeré zbytky Sava. Nasledn¢ se listy rozifezaly skalpelem na
listové segmenty o plose zhruba 1 cm?. Takto piipravené segmenty se vkladaly do sterilnich
Petriho misek na MS (Murashige et Skoog 1962) médium obohacené o rustové hormony
auxinu kyseliny indolyl — 3 — octové (IAA) v koncentraci 2,5 mg. It a cytokininu
thidiazuronu (TDZ) v koncentraci 1,5 mg. I'Y. Do jedné Petriho misky bylo umisténo 4 az 5
takto pripravenych listovych explantatt. Petriho misky se umistily do inkubatoru, kde byla
fizend teplota, ktera byla za svétla 23 °C a za tmy 18 °C. Fotoperioda osvétleni v inkubatoru
byla po celou dobu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Za &tyfi az Sest tydnt se z listovych
explantati vytvorily kalusy, na kterych vyristaly nové vyhony. V pfipadé, ze z kalustu
nedochazelo k regeneraci vyhont, bylo pro tyto kalusy MS médium doplnéno o TDZ
v koncentraci 0,5 mg. It Vytvotené vyhony byly odfiznuty a nasazeny na nové MS médium
(Murashige et Skoog 1962) jiz bez fytohormont. Z vyhonti narostly za 1 az 3 mésice rostliny,
které byly nasledné vyuzity k pokusu.

Pfi zakladani pokusu pro navozeni polyploidie infiltraci oryzalinu se jako vychozi
rostlinny material pouzily celé listy, protoze v podminkach in vitro jsou daleko mensi. Pouze
se natizla stiedova Zilka na dvou mistech pro lepsi piijem latek z média do rostlinnych pletiv.
I zde se zalozila 7denni a 14denni varianta doby ptisobeni oryzalinu a byly pouzity dvé rizné
koncentrace oryzalinu (20 umol. It a 40 umol. I). Pripravené explantaty v Petriho miskach
se opét umistily do inkubatoru a zhruba za Ctyfi az Sest tydnd z nafezanych listka vznikaly
kalusy. Vitalni kalusy byly piemistény do Erlenmeyerovych banék na MS médium
obohacenym o TDZ v koncentraci 0,5 mg. I}, aby se navodila tvorba vyhonti. Explantaty byly
pfemistény do klimatizované mistnosti s fizenou teplotou 25 °C a 16hodinovou svételnou
fotoperiodou. Vyrostlé vyhony byly pfemistény na nové MS médium bez fytohormont a byly

z nich dopéstovany rostlinky, na kterych se zkoumalo, zda doslo k navozeni polyploidie.
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Soucésti pokusu byly i kontrolni rostliny, které nebyly vystaveny plisobeni oryzalinu.

Pokus €. 2

Pro navozeni polyploidie z in vitro kultur byly zvoleny tii odrady. Windsor, Miss
Peper a Lichtcom. Pokusy byly provedeny s koncentraci oryzalinu 40 pmol. I't. Od kazdé
odrudy bylo pro 7denni i 14denni variantu pfipraveno po 50 ks listovych segmenti a déle
jeste byly zalozeny kontrolni varianty po 10 kusech explantati od kazdé odridy ke kazdé

¢asové variante.

Pokus ¢. 3

Z diivodu niz8i regeneracni schopnosti listovych segmentli pfi pouziti koncentrace
oryzalinu 40 pumol. I'! se pfistoupilo k pokusu stejnym postupem, ale s poloviéni koncentraci
oryzalinu a to 20 p mol. I". Pro testovani bylo pouzito po 30 ks listovych segmentt od kazdé

odrtdy a pro kazdou ¢asovou variantu.

Piiprava MS média
Medium bylo ptipraveno z piimé navazky a ze zasobnich roztoku.

Na jeden litr MS média (Murashige et Skoog 1962) bylo pfimo navazeno: 0,1g. I
myo inositolu, 30 g. I"'sachar6zy a 8 g. I"! agaru. Dbame na piesnost vaZeni surovin z pfimé
navazky a k vaZeni pouzivame laboratorni véhy. Ostatni slozZky MS média byly pfidany
z predem pfipravenych zasobnich roztoki A, B, C, D, E a V, jejichz sloZeni obsahuje tabulka
¢. 1. Na jeden litr MS média ze z&sobniho roztoku A bylo ptidano 100 ml a po 10 ml od
kazdého ze zasobnich roztokd B, C, D, E a V. Z&sobni roztoky byly pe¢livé odméfeny pomoci
odmérnych valcti. Do média pro navozeni polyploidie byly ptidany fytohormony: auxin
kyselina indolyl — 3 — octova (IAA) v koncentraci 2,5 mg. It a cytokinin thidiazuron (TDZ) v
koncentraci 1,5 mg. I'*. Do média pro naslednou regeneraci byl ptidan thidiazuron TDZ v
koncentraci 0,5 mg. I't. Obsah média byl doplnén destilovanou vodou na objem jednoho litru
a bylo zméfeno pH, které bylo upraveno v rozmezi mezi 5,7 az 5,8. Roztok se umistil do
mikrovinné trouby cca na 10 minut pro rozpusténi agaru i ostatnich slozek v médiu. Poté bylo
médium vlozeno do autoklavu a sterilizovano po dobu 30 minut pii teploté 121 'C a tlaku
103,4 .10 MPa. Nechalo se chvili vychladnout a pak bylo rozlévano jesté v tekuté formé do
ptipravenych sterilnich Petriho misek ve flow boxu. V ptipadé, Zze se do média piidaval
oryzalin, bylo nutné pouzit vysterilizovanou pipetu. Oryzalin nemtzeme pfidavat pied

samotnou sterilizaci, abychom neomezili jeho ucinky vysokou teplotou pii sterilizaci.
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Pfidavani oryzalinu probihalo za sterilnich podminek ve flow boxu a dbalo se na to, aby se do
rozlévaného média nezanesla kontaminace. Po ukon¢eni rozlévani média do Petriho misek se
médium nechalo ztuhnout ve flow boxu a poté byly Petriho misky seskladany do kominku a
obtoceny celofanovou folii jako ochrana pfed vniknutim kontaminaci a takto piipravené
Petriho misky byly ulozeny do chladiciho boxu.

Pii naliti rozpusténého média do sterilnich Erlenmeyerovych ban¢k (alternativou k
Erlenmeyerovym bankdm mohou byt obycejné sklenicky od détskych piesnidavek),
zakryjeme plnici otvor pomoci ¢tverecku z alobalu a sterilizujeme médium v autoklavu po
dobu 20 minut pfi teploté¢ 121 * C a tlaku 103,4 .10° MPa. Jedna se o ekvivalent suchého
horkého vzduchu o teploté 160 ° C (Sebanek a Sladky, 1988). Pokud nebudou Erlenmeyerovy

baniky s médiem ihned pouzity, je vhodné je uchovévat ve chladicim boxu.

Z&sobni roztok A: Navazka na 11 roztoku:
NH:NO3 16,5 g

KNO3 19,0 g

CaClz . 2 H20 (bezvody) 4,49 (2,0109)

MgSOs . 7 H20 379

KH2PO4 179

Z&sobni roztok B: Navazka na 11 roztoku:
H3BO3 0,62 g

MnSos . 4H,0 (H20) 2,239 (1,69 g)

ZnS0s4. 4H20 (7 H20) 0,86 g (1,06 g)

Z&sobni roztok C: Navazka na 11 roztoku:
KJ 0,083 g

NazMoOs . 2 H20 0,025¢

Zasobni roztok D: Navazka na 1 1 roztoku:
CuS0O4 . 2H20 0,0025 g

CoClI2 .6 H20 0,0025 g

Zasobni roztok E: Navazka na 1 1 roztoku:
Naz EDTA . 2 H,0 3,739 (1,86 g)
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FeSOs . 7 H20 2,789 (1,39 g)

Zasobni roztok V: Navazka na 11 roztoku:
Kyselina nikotinova 0,059
pyridoxin 0,059
thiamin 0,01g
glycin 0,20 g
Ptima navazka:
sacharosa 30,09
agar 8,0g
myo-inositol 0,19
Na 1 | média pipetovat: 100ml A
10mI B
10mIC
10mID
10mlE
10 mlvV

pH upravit na 5,7 az 5,8

Tabulka 1: Z&kladni komponenty MS média

4.2 Testovani ploidie

Testovani ploidie miZe probihat nékolika zptsoby. Zakladem je porovnavani znakd u odrid,
u kterych jiz doslo k ziskani tetraploidnich rostlin. Jako napiiklad u odridy Fuji, ktera je
diploidni a z ni odvozené tetraploidni odridy Fujix byly pozorovany viditelné odliSovaci
znaky (Matiska, 2016). Jedna se napiiklad o rozdilny habitus, rozdilny tvar listd, kdy jsou
listy u tetraploida ovalnéjsi, vétsi a jejich tmavsi barva je zplsobena vétsim mnozstvim
chlorofyli a karotenoidd, postaveni listd na stonku muze byt u tetraploidu stiidavé. Tyto
vizualni rozdily vsak nezarucuji pfesné urceni, zda Se jedna o tetraploidni rostlinu. Pro
pfesnéjsi urCeni potfebujeme spolehlivejsi urceni jako napt. méteni obsahu chlorofylu.

V této praci bylo provadéno méfeni obsahu celkového chlorofylu pomoci

chlorofylmetru CCM-200. Pro méfeni obsahu chlorofyld se pouzivaji listy. Pfiprava listt
probihala ve flow boxu ve sterilnich podminkach, kde bylo z dané rostlinky odebrano nékolik
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listd a rostlinka pfesazena do nové Erlenmeyeorovy baiky s éerstvym MS médiem za ucelem
dal§iho zkoumani a testovani. Odebrané listy byly vlozeny do sklenice s vodou a obsah
chlorofylii byl zméten po piilozeni listu na méfici cast ptistroje chlorofylmetru CCM-200 na
zéklad¢ rozdilt absorpci listu pti 670 a 750 nm. Obsah celkového chlorofylu byl zjistovan u 9
rostlin u odridy Marge a 20 rostlin odridy Miss pepper. Namétené vysledky byly
porovnavany s namétenymi hodnotami u diploidni odrady Fuji a tetraploidni odrady Fujix.

Dalsim zptsobem pro méieni chlorofyli byla vyuzita metoda Porra, 2001. K tomuto
ucelu byly pouzity stejné listy, jako pti méfeni chlorofylmetrem. Z listu byl pomoci korkovrtu
vyseknut teréik o plose o 0,5 cm?. Souéasti vyseku nesmély byt cévy. Poté se teréik vlozil do
zkumavky s 1 ml dimethylformidu (DMF), pikryl se parafilmem a ¢ernou latkou a nechal se
tiepat na tfepacce pies noc v digestofi. Druhy den se extrakt ptelil do spektrofotometrickych
kyvet a byla zméfena absorbance pii 480; 646,8; 663,8 a 710 nm. Vysledky mefeni byly
porovnavany s namétenymi hodnotami odrtd diploidni Fuji a tetrapoidni Fujix. Data ziskana
pti méteni pomoci chlorofylmetru CCM- 200, kde se méfi rozdil absorpci listu pii 670 a 750
nm a data ziskana z vyluhu listi, kde se méfi absorbance listi z jejich vyluhu pii vinovych
délkach 480; 646,8; 663,8 a 710 nm byla dale podrobena statistické analyze v programu
Statistica 12. Pro porovnani obsahu chlorofyli mezi odridami byla zvolena jednofaktorova
analyza rozptylu (Anova), pro porovnani byl zvolen Duncanuv test. Jako zavisla proménna
byly zvoleny hodnoty chlorofylii a karotenoidii a jako nezavisld proménna byly zvoleny
konkrétni odrtidy.

Pokud u nékterych ze zkoumanych listku rostlin, které prosly ptisobenim oryzalinu,
byly zjistény naméfené skokové rozdily u jedné nebo obou zminénych metod, byly tyto
rostliny vybrany pro dalsi zkouméani pomoci pritokového cytometru. Meteni pomoci
pritokového cytometru je nejspolehlivéjsi metodou pro urceni ploidie. Pro meéfeni na
pritokovém cytometru byly nejdiive z kazdé rostliny odebrany 1 az 2 listy. Listy se nakrajely
ziletkou na malé kousky, pielily se roztokem kyseliny citronové a rozmélnily ziletkou na malé
CasteCky. Tato smés se piefiltrovala, aby nedoslo k zaneseni pritokové ¢asti cytometru. Ke
kapce filtratu se ptidal 1ml fluorescen¢ni latky (DAPI), kteréd je schopné se vazat na DNA a
takto pfipraveny roztok se vlozil do pritokového cytometru. Prutokovy cytometr se musel
nakalibrovat podle kontrolnich vzorkd. K tomuto ucelu byla pouzity standardni odridy,
diploidni Fuji a tetraploidni Fujix. Namétené vysledky analyzy K posouzeni urovné ploidie
byly zobrazeny ve formé histogramai.

Ploidie pomoci prutokového cytometru byla ovéfovana u 102 rostlin, z toho 48 rostlin

bylo od odrtidy Miss pepper a 54 rostlin bylo od odridy Marge. Z uspornych divodia byly
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pouze z rostlin s namé&fenymi vy$s§imi hodnotami chlorofylt analyzovany jednotlivé vzorky.
Z rostlin s niz8i hodnotou chlorofylti byly vytvoreny 4 skupiny smésnych vzorki (A, B, C,
D). Do smésnych vzorki byly za¢lenény i pokusné rostliny, které dorostly pozdéji a nebyl u
nich obsah chlorofyld testovan. Vhledem k tomu, ze se ve dvou skupinach smésnych vzorkl
(A a B) detekovaly tetraploidni rostliny, bylo nutné jednotlivé vzorky doméfit a urcit
konkrétni zastoupeni tetraploidnich rostlin.

Obrazek 2: Tetraploidni odriida Fujix Obrazek 3: Diploidni odrdda Fuji
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5. Vysledky

Indukce polyploidie z listovych segmentii odebiranych z nesterilnich rostlin (skleniky CZU)

Pokaus ¢islo 1

U odridy Dragon nedoslo u zadné z variant pusobeni oryzalinu K regeneraci explantatt a
netvorily se kalusy (tab. 2). U odridy Marge doslo k regeneraci a vytvoieni kalusu pouze u
jednoho segmentu 14. denni varianty listového explantatu, tento kalus byl vSak p#ili§ slaby a
nakonec odumfel. U 7. denni varianty u této odrudy doslo k regeneraci 3 listovych segmentd,
ze kterych se vytvarely kalusy. Jeden z téchto kalusi velmi brzy odumiel, druhy i kdyz
regeneroval velmi pomalu, tak se z ného podafilo ziskat vyhony, které byly testovany na
tetraploidii. Z tretiho nejsilngjsiho kalusu byl ziskan nejvyssi pocet vyhoni pro testovani na
polyploidii. (tab. 2). Celkové u odridy Marge zregenerovalo 5 % zalozenych listovych
segmentd. U kontrolnich variant dochazelo ptiblizné k 50% regeneraci listovych explantati a
tvorbé kalusi. Po jednom mésici az 6 tydnech se podatilo ziskat vyhony pro kontrolni

testovani na ploidii.

ODRUDA | POCET POCET ZREG. | POCET ]
INTERVAL ZALOZENYCH | SEGMENTU ZREGENEROVANYCH
PUSOBENI SEGMENTU SEGMENTU (%)
7 denni Marge 40 3 (7,5 %)
14 denni Marge 40 1 (2,5 %)
7 denni Dragon 40 0 0(0%)
14 denni Dragon 40 0 (0%)
Kontrolni Marge 15 8 (53%)
varianta
Kontrolni Dragon 15 7 (46,67 %)
varianta

Tabulka 2: Pocty zregenerovanych segmentd u odrid Marge a Dragon
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Obrazek 4: 7denni varianta s aplikaci oryzalinu u odriady Marge kratce po zalozeni

Obrézek 5: 7denni varianta s aplikaci oryzalinu u odridy Dragon kratce po zalozeni
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Obrézek 6: Ukazka regenerace kalusu u 7denni varianty pokusu odrady Marge po 6 tydnech
kultivace

Obrazek 7: Nezdaiena regenerace u 7denni varianty pokusu odrady Dragon

Indukce polyploidie z listovych segmenti odebiranych z napéstovanych sterilnich rostlin

kultivovanych v podminkéch in vitro

Pokus cislo 2:

U kazdé ze zkoumanych odriad (Windsor, Miss Peper a Lichtcom) po provedeni pokusu s
oryzalinem v koncentraci 40 pmol. I zapocala regenerace a tvorba kalusi. Ze 300
zalozenych listovych segmentl jich zregenerovalo 5,66 %. U zbyvajicich kalust se

objevily nekrotické zmény a ve vét§iné piipadd doslo Kk jejich Ghynu. Pocty
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zregenerovanych listovych segment jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Nejlepsi schopnost

regenerace byla pozorovana u odridy Windsdor. u odrady Miss pepper byly zaznamenany

o néco horsi vysledky a nejhtife regenerovala odrida Lichtcom.

Tabulka 3: Pocty zregenerovanych listovych segmentii u druhého pokusu

Interval Odrtda Pocet testovanych | Pocet Pocet
pusobeni listovych segmentt | zregenerovanych zregenerovanych
listovych segmentt | listovych segmentt
Vv %
7denni Miss 50 4 8 %
pepper
14denni Miss 50 2 4 %
pepper
k. 7denni | Miss 10 7 70 %
pepper
k. 14denni | Miss 10 8 80 %
pepper
7denni Windsor 50 4 8 %
14denni Windsor 50 6 12 %
k. 7denni | Windsor 10 8 80 %
k. 14denni | Windsor 10 8 80 %
7denni Lichtcom |50 1 2%
1l4denni Lichtcom |50 0 0%
k. 7denni | Lichtcom. | 10 9 90 %
k. 14denni | Lichtcom | 10 7 70 %
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Obrazek 8: Explantaty Phlox paniculata piipravené pro aplikaci s oryzalinem

Pokus ¢islo 3:

S ohledem na niz$i pocty zregenerovanych explantatl pii pouziti oryzalinu v koncentraci
40 pumol. I't byl zalozen novy pokus s poloviéni koncentraci oryzalinu, tedy 20 pmol. 1.
Ze 180 zalozenych listovych segmenti jich zregenerovalo 10,55 %. Pocty
zregenerovanych listovych segmentt jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Z vysledki vyplyva, ze
nejlépe zregenerovala odriida Windsor, ktera pii zaloZeni 30 explantati od kazdé casové
varianty zregenerovala v 7 ptipadech u 7denni varianty a v 6 ptipadech u 14denni
varianty. Odrida Miss pepper u 30 =zalozenych explantati od kazdé varianty
zregenerovala u 7denni varianty ve 3 ptipadech a u 14denni varianty pouze ve 2
ptipadech. Nejhiie zregenerovala odrtida Lichtcom, kdy z 30 zaloZenych segmentd od

kazdé varianty zregeneroval pouze jeden u 7denni varianty aplikace oryzalinu.

Interval odruda Pocet Podet Pocet
pusobeni zalozZenych zregenerovanych | zregenerovanych
segmentll segmentul segmentl %
7denni Miss pepper 30 3 10 %
14denni Miss pepper 30 2 6,6 %
7denni Windsor 30 7 21 %
1l4denni Windsor 30 6 18 %
7denni Lichtcom 30 1 3,3%
14denni Lichtcom 30 0 0 %

Tabulka 4: Pocty zregenerovanych listovych segmenti u tietiho pokusu
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Méfeni obsahu chlorofyli pomoci chlorofylmetru CCM-200

Orienta¢ni zjistovani polyploidie dle obsaht chlorofyld bylo u testovanych rostlin méfeno
pomoci pfistroje chlorofylmetru CCM-200. U diploidni odridy Fuji a tetraploidni odridy
Fujix, které byly planovany jako standardy k porovnavani s testovanymi rostlinami se
provedly celkové dvé méfeni obsahu chlorofylt (tab. 5 a 6). Kazdy list, u kterého byl méten
obsah chlorofyli byl v piistroji posouvan tak, aby byl ziskan vysledek z celého listu
(ccalOkrat, pokud to umoziiovala jeho listova plocha). Ze ziskanych hodnot byl vypocten
pramér. U tetraploidni odrudy Fujix byly naméfeny vyssi hodnoty chlorofylt. Tento vysledek
by potvrzoval domnénku vys§iho obsahu chlorofylll u tetraploidni odridy. Pfi vyjadieni
Vv procentech vykazovala odrida Fujix v priméru o 91 % (s odchylkou 20 %) vyss8i obsah
chlorofylii nez odrida Fuji. Ddle bylo provedeno méfeni chlorofylll u testovanych odriad
Marge (9 rostlin) a Miss pepper (20 rostlin), hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 7, 8 a 9. U
odrudy Marge se pramérné hodnoty pohybovaly v rozmezi 1,325 az 4,33 a u kontrolni
diploidni varianty této odridy byla namétena hodnota 1,79. Pokud bychom u odridy Marge
uvazovali pro detekci tetraploidli S podobnym pomeérem chlorofyll jako u standartnich odrid
Fuji a Fujix, byla by teoreticka hodnota chlorofylti pro tetraploidni rostlinu této odrady 3,4
s odchylkou +0,38. U odrudy Miss pepper byla naméfena u kontrolni diploidni rostliny
hodnota 2,59. U rostlin ovlivnénych oryzalinem se primérné hodnoty chlorofylti pohybovaly
v rozmezi 0,68 az 11,72. Pokud bychom u odriidy Miss pepper pocitali s podobnym pomérem
chlorofylt jako u standartnich odrid, hodnota tetraploidni rostliny by byla +4,95 s odchylkou
+0,54.

U odridy Marge byly u rostlin oznacenych €. 1, 4, 6,7,8 a 9 zjistény vétsSi hodnoty
chlorofyll oproti kontrolnimu vzorku. Odchylku pro tetraploidni rostlinu vSak spliioval pouze
vzorek €. 1. U odridy Miss pepper spliiovaly odchylku pro moznou tetraploidii rostliny €. 1,
15 a 16. Kontrolni diploidni rostliny odrady Marge (1,79) a Miss Peper (2,59) mély vyssi
hodnoty chlorofylu, nez byly zjistény u rostlin tetrapoidni odrudy Fujix (1,46).

Podle vystupu z Duncanova testu z programu Statistica 12 (viz. pfiloha, Tab. A)
nebyly zjistény z 95% pravdépodobnosti statisticky prikazné rozdily mezi odridami Fuji a
Fujix na zakladé naméfenych hodnot chlorofylt. Z tohoto vysledku lze usoudit, Ze timto
postupem detekovat ptipadné tetraploidni rostliny je problematické. Statistickému hodnoceni
byly podrobeny hodnoty chlorofyli vzorku testovanych odrid i v porovnani se standardnimi
odriidami. Statisticky prikazné rozdily byly zaznamenany u rostliny ¢islo 1 u odridy Marge a
u rostlin ¢islo 1, 15 a 16 u odrudy Miss pepper (viz. pfiloha, Tab. A). Vysledek statistickeho
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vyhodnoceni je také znazornén graficky. Na grafu ¢. 1 jsou znazornény hodnoty chlorofylt

testovanych vzorkda.

Fuji Fujix

0,7 1

0,8 1,4

1 1,3

0,7 1,7

0,4 2

0,5 1,4

1 15

0,8 1,7

0,7 1,4

0,5 1,9

Suma: 7,1 Suma: 14,6
Prumér: 0,71 Prumeér: 1,46

Tabulka 5: 1. méteni hodnot chlorofylii u diploidni odrudy Fuji a tetraploidni odridy Fujix

Fuji Fujix
1,6 2,4
11 1,9
1,2 1,6
0,6 1,5
0,5 1,8
1,5 1,5
1,2 2,9
1,6 2
0,9 2,8
1,3 1,8
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Suma: 11,5 Suma: 20,2

Prameér: 1,15 Prumeér: 2,02

Tabulka 6: 2. méteni hodnot chlorofylii u diploidni odridy Fuji a tetraploidni odridy Fujix

Odrada: | Marge Marge | Marge | Marge | Marge | Marge | Marge | Marge | Marge | Marge
Kontrolni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2,3 5,2 1 1,6 15 0,8 14 2 2,5 2,5
2,1 3,2 0,9 1,2 2,2 0,9 1,7 5 2,1 2,1
2,1 6,2 1,2 1,8 2,2 0,9 1,6 2,1 2,2 1,4
2 3,3 2,2 11 2 1,2 34 2 2,5 3,1
11 4,3 1,9 1,9 14 2,8 2,3 4,5
2,1 4,6 2,1 2,1 0,9 1,3 2,2 2,7
0,8 35 2,3 1,2 51 2,2

1,9 1,7
Suma 12,5 30,3 5,3 9,7 16,1 9 12,2 20,7 9,3 18,5
Primér | 1,79 4,33 1,325 | 1,62 2,01 1,125 | 2,03 2,96 2,325 | 2,64

Tabulka 7: Vysledky méteni obsahti chlorofylt u odriady Marge

Odrtda: | M.p. | M.p. | M.p. | M.p. | M.p. | Mp. | Mp. | M.p. | M.p. | M.p. | M.p.

3,1 38 |1 1 1,7 (09 |11 |1 09 |19 |11
2,1 84 (08 |09 |18 |14 |09 |09 |07 |18 |12
1,9 31 |18 |11 |15 |15 (09 |16 |09 |29 |14
6,9 75 |25 |11 |47 |17 |11 (17 |02 |19 |13

1,3 65 |2 18 |18 |12 |1 18 |14
1,9 15 |32 1,1 |19 12 |1
0,9 2,9 09 |11 15 |17

40




09 |09 15
1,1 |15 1,5
Suma 20,72 1308 142|122 (85 |73 |92 |116 2,7 |13 |121
pramér | 2,59 |5,13 | 2,03 [3,05 (1,7 [1,46 (1,02 1,29 068 |1,86 |1,34

Tabulka 8: Vysledky méteni obsaht chlorofylti u odridy Miss pepper (prvni ¢ast)

Odrada: | M.p. | Mp. | Mp. | Mpp. | Mp. | Mp. | Mp. | Mp. | Mp. | M.p.
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1,3 |13 (09 |09 |101 |29 |14 |19 |19 |08
2 1,3 |09 |1 189 |33 |13 |11 |2 0,9
13 |14 |1 1,1 101 |35 |15 1,9 1,9 1,1
1,1 |12 0,7 121 |31 1,6 2 1,8 14
09 |16 1,3 133 |99 |15 |3 1,3 1,5
14 |08 09 |12 9,6 15
1,7 |09 0,9 124 |10
1,1 1,3 119 |10
1 115 |99
8 8,8
8,7 9,9
Suma: |105 (85 |28 |81 |[129 |809 |73 |99 |104 |57
Primér: | 1,31 | 1,21 | 0,93 | 0,9 11,72 17,35 | 1,46 {198 | 1,73 | 1,14

Tabulka 9: Vysledky méfeni obsaht chlorofyl u odridy Miss pepper (druha ¢ast)
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odruda; Prumery MNC
Soucasny efekt: F(35, 210)=29,176, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 1: Vystup z programu Statistica 12, grafické znazornéni hodnot chlorofyla u testovanych
rostlin

Meéfeni podle metody Porra

Obsahy chlorofyld, a navic i karotenoidd byly zjistovany s vyuzitim metody Porra. Byly
meéteny obsahy chlorofylu a, chlorofylu b a obsah karotenoidi. Meéteni bylo nejprve
uskute¢néno u srovnavacich odrud, diploidni Fuji a tetraploidni Fujix (od kazdé po trech
rostlinach). U tetraploidni odrudy Fujix byl naméfen vyssi obsah chlorofyld i karotenoidt
(tab. 10). U odrady Miss pepper bylo testovano 20 vzorkd rostlin, které byly ovlivnény

chemomutagenem oryzalinem a pro porovnani jedna kontrolni rostlina. U odrady Marge bylo
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testovano 9 rostlin a také jedna jako kontrola. Téméf u vSech testovanych vzorkil vcetné
kontrol se obsahy chlorofyli a i b a karotenoidti pohybovaly ve vyssich hodnotach oproti
rostlindm standardnich odrad (tab. 10, 11, 12). Celkovy pomér chlorofylu a, chlorofylu b a
karotenoidi mezi jednotlivymi odridami je znazornén v grafu 2. Byly porovnavany pramérné
hodnoty vSech zkoumanych odrid. U odrudy Fuji byl celkovy chlorofyl 0,52, u Fujix 0,94, u
Marge 3,78, u Miss Pepper 4,48. Karotenoidy byly zjistény u odrady Fuji 0,1, u Fujix 0,51, u
Marge 0,93 a u Miss pepper 0,83. U odridy Marge byla namétena vysoka hodnota celkového
chlorofylu u kontrolni varianty (5,56). Na zakladé zjisténych vySSich obsaht chlorofylu a
karotenoidt byly vybrany rostliny pro jednotliva méfeni prutokovou cytometrii pro ovéfeni,
zda byl spravny piedpoklad, Ze se jednd o tetraploidni rostliny. Od odriidy Marge byly
vybrany rostliny €. 1, 7a 9 a od odriidy Miss pepper rostliny ¢islo 1, 2, 3, 15,16 a 18.

Podle Duncanova testu v programu Statistica 12 se na zakladé¢ naméfenych hodnot
chlorofylu a nepotvrdily statisticky prikazné rozdily mezi odridami Fuji a Fujix. Statisticky
prikazné rozdily vSak byly zaznamenany na zakladé¢ hodnot chlorofylu b a karotenoidt.
Rozdily na zakladé naméfenych hodnot obou chlorofyli i karotenoidl u testovanych vzorkt
odrud Marge a Miss pepper nebyly statisticky prikazné a na zakladé téchto vysledkt nebylo
mozné ur¢it u kterych rostlin doslo ke zvySeni ploidie. Vysledky statistického hodnoceni

Duncanova testu jsou znazornény v tab. B, C, D, viz piiloha.

Odrtda Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy Karotenoidy
chlorofyl

Fuji 2n 0,56224 0,0836 0,64584 0,1245
Fuji 2n 0,45468 0,04928 0,50396 0,1012
Fuji 2n 0,3449 0,04676 0,41166 0,08162
Suma: 1,3618 0,1796 1,5614 0,30696
Priméry: 0,45439 0,05986 0,5204 0,10232
Fujix 4n 0,60047 0,20466 0,80513 0,6285
Fujix 4n 0,49825 0,28526 0,78351 0,5083
Fujix 4n 0,94715 0,29786 1,24501 0,4079
Suma: 2,0458 0,78778 2,8336 1,5447
Praméry: 0,6819 0,2625 0,9445 0,5149

Tabulka 10: Obsahy chlorofyla a i b a karotenoidt ziskanych metodou Porra u diploidni
odrady Fuji a tetraploidni odrady Fujix
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Odrtda Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy Karotenoidy
chlorofyl

Marge kontrola | 4,005 1,5522 5,5573 1,09236
Marge 1 3,6054 0,75852 4,3639 0,9637
Marge 2 1,6938 0,6580 2,3518 0,5960
Marge 3 3,4739 0,73396 4,2078 0,9840
Marge 4 2,5769 0,55228 2,8768 0,60053
Marge 5 1,24938 0,31156 1,5609 0,4244
Marge 6 2,17476 0,75488 2,9294 0,6769
Marge 7 4,6144 1,24592 5,8603 1,2546
Marge 8 6,44826 1,9442 8,3925 1,5572
Marge 9 1,11427 0,38602 1,5002 0,2636
Suma: 26,9510 7,3453 34,0436 8,4133
Primér: 2,994 0,8161 3,7826 0,9348

Tabulka 11: Obsahy chlorofyld a i b a karotenoidt u rostlin odridy Marge

Odrtda Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy Karotenoidy
chlorofyl

Miss pepper | 0,8485 0,8634 1,6548 0,2390
kontrola

Miss pepper 1* | 3,19353 2,1555 5,3490 0,8611
Miss pepper 2* | 1,7956 0,5773 2,3729 0,4543
Miss pepper 3* | 2,8113 0,9449 3,7561 0,7414
Miss pepper 4 5,5624 1,3873 6,9497 1,4959
Miss pepper 5 1,4819 2,0709 3,5528 0,2358
Miss pepper 6 | 0,0866 0,0233 0,1099 0,0943
Miss pepper 7 0,3853 0,1360 0,5213 0,1752
Miss pepper 8 0,0777 0,074 0,0851 0,0190
Miss pepper 9 4,3406 0,9669 5,3075 1,0987
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Miss pepper 10 | 5,173 1,5642 6,7395 1,5792
Miss pepper 11 | 2,7303 0,9582 3,6886 0,7930
Miss pepper 12 | 3,5601 1,3624 4,9225 1,1085
Miss pepper 13 | 2,2503 0,6265 3,8768 0,6005
Miss pepper 14 | 1,334 0,5695 1,9043 0,4167
Miss pepper 15 | 4,1570 1,1391 5,2962 1,0633
Miss peper 16 4,1811 3,2370 7,4181 1,0409
Miss pepper 17 | 1,7747 0,5662 2,3410 0,7825
Miss pepper 18 | 4,4449 6,3693 10,8142 1,0857
Miss pepper 19 | 5,0086 1,3978 6,4064 1,3541
Miss pepper 20 | 6,4882 1,7523 8,2406 1,7429
Suma: 60,8371 27,8786 89,6525 16,743
Priaméry: 3,0418 1,3939 4,4826 0,8372

Tabulka 12: Obsahy chlorofyld a i b a karotenoidut u rostlin odridy Miss pepper

* tetraploidni rostliny Miss pepper z vystupu pritokového cytometru
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Hodnoty z metody Porry

odr@ida*barviva; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(64, 12)=72,437, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 2: Vystup z programu Statistica 12, grafické znazornéni porovnani obsaht chlorofylu (a,

b) a karotenoidu u testovanych rostlin

Méreni pomoci priitokového cytometru.

Pro méfeni na pratokovém cytometru bylo ziskano celkové 102 rostlin, z toho 48 rostlin bylo

od odrudy Miss pepper a 54 rostlin bylo od odridy Marge (viz. tab. 13). Z tohoto mnozstvi

bylo na z&klade zjisténych vysledkt obsahu chlorofylti vybrano nékolik rostlin jako jednotlivé

vzorky. Jednalo se o rostliny ¢islo: 1, 7 a 9 u odrudy Marge a o rostliny ¢islo 1, 2, 3, 15,16 a

18 u odriady Miss pepper. Z ostatnich rostlin se vytvotily smésné vzorky pro jednotliva

méfeni. Z vystupi prutokového cytometru byly nejprve pro porovnani ziskany histogramy

dvou standardnich odrud diploidni Fuji a tetraploidni Fujix (viz. pfiloha, graf A a B). Na

zakladé téchto vystupt bylo urceno u testovanych rostlin, zda se jedna o diploidni nebo

tetrapoidni vzorky. U rostlin ¢islo 1, 2 a 3 odrady Miss pepper se prokazalo, Ze se jedna o

tetraploidni jedince. U vysledkd z méfeni smésnych vzorku se ve dvou skupindch (A, B)
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ukdzalo, Ze mezi nimi byly zastoupeny i tetraploidni rostliny. Proto bylo provedeno méteni
vzorkl z téchto skupin jednotlivé. Ve skupiné A byla zjisténa jedna tetraploidni rostlina, ve
skupiné B to bylo Sest tetraploidnich rostlin. Celkové bylo detekovano 10 tetraploidnich
rostlin z 48 testovanych rostlin odrady Miss pepper. U vzorki odridy Marge Zadny tetrapoid
detekovan nebyl. Nejlepsi pokusnou variantou pro ziskani tetraploidnich rostlin se ukézala u
odridy Miss pepper varianta s koncentraci oryzalinu 40 pmol. It piisobici po dobu 7 dnt (viz

tab. 14). Vystupy z prutokového cytometru jsou znazornény na grafech A az H viz piiloha.

Odrtda: Pocet Pocet Diploidnich | Pocet Procento

vzorku rostlin tetrapoidnich detekovanych

rostlin tetraploidt
Marge 54 54 0 0%
Miss pepper | 48 38 10 20,83 %
Tabulka 13: Vysledky z méfeni pritokovym cytometrem
Interval Koncentrace | Procento Pocet Pocet Procento
pusobeni Or. umol. It | zregenerovanych | ziskanych | ziskanych ziskanych
(dny) listovych vyhont tetraploidnich | tetraploidnich
explantati rostlin rostlin

7 20 10 % 14 1 7,1%
7 40 8 % 17 6 35,29 %
14 20 6,6 % 9 1 11,1 %
14 40 4 % 8 2 25 %

Tabulka 14: Koncentrace oryzalinu a ¢asové varianty u ziskanych tetraploid u odriady Miss
pepper
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6. Diskuze

Pro ziskani tetraploidnich rostlin u okrasného druhu trvalek Phlox paniculata byla pouzita
mikropropagac¢ni technologie. Tuto metodu pouzili i dal$i autofi pro navozeni tetraploidie u
jinych plodin za uéelem ziskani kompaktnich rostlin, vétsich kvéti, vyssich vynosa, zvysené
odolnosti vi¢i chorobam a sktdctim, lepsi rozmnozovaci schopnosti, aj. jako naptiklad Ozair
M. et al. (2014) pro dosazeni vy$sich vynosi u olivovniku, Carvalho et al. (2016) pro vyssi
produkci u manioku jedlého, Allum et al. (2007) pro lepsi uzitkovost u ruze svraskalé,
Greplova M. a kol. (2009) u $lechténi brambor na rezistenci k plisni bramborové.

U phlox paniculata jako u rostliny okrasné kvétem byla navozovéana tetraploidie za
ucelem ziskani novych odrud, které jsou prizptisobivéjsi vuci prostiedi, vykazuji lepsi
rezistenci vici patogeniim a vyznacuji se bohatSimi a vétSimi kvéty. Prace zabyvajici se
zvySovanim ploidie u tohoto druhu jsou doposud ojedinélé. Matiska a Vejsadova (2009)
zvySovali ploiidi u Phlox paniculata s vyuzitim chemomutagenti kolchycinu a oryzalinu u
diploidniho kultivaru Phlox paniculata “Fuji’.

Ze sazenic Phlox paniculata kultivart Miss pepper, Marge, Fuji, Fujix, Lichtcom,
Windsor, Dragon, které se pouzily pro ucely této prace, jsme bud'to listové segmenty pouzili
ptimo pro aplikaci oryzalinu nebo je nejprve ptevedli do kultur in vitro a k pokusu s aplikaci
oryzalinu byly pouzity az nasledovné. Vyhodou zakladani pokusii u plamenky latnaté z rostlin
kultivovanych v podminkach in vitro je, ze mizeme pokusy provadét kdykoliv béhem roku a
nejsme vazani na vegetacni dobu ristu plamenku. Dalsi vyznamnou vyhodou je, ze mizeme
napéstovat velké mnozstvi vhodnych rostlin pro odbér list, které jsou jiz ve sterilnich
podminkach a neni tfeba na né pusobit steriliza¢nimi prosttedkem napt. Savo, jako tomu bylo
v piipad€ zakladani pokusu z kontejnerovanych rostlin. Tim také eliminujeme soucasné
plsobeni Sava a oryzalinu na vychozi rostlinny material zvoleny pro pokus. Diky tomuto
mame vys$i pravdépodobnost na lepsi uspéSnost pii regeneraci kalusti a vétsi vytéznost na
pocet zalozenych explantatli. Nevyhodou tohoto zplisobu je ¢asova naro¢nost, kdy nejprve
musime prevést listové segmenty do sterilniho prostiedi in vitro a dale navodit tvorbu kalust,
z kterych nasledné ziskame vyhony novych rostlin pro dopéstovani.

Ke kultivaci explantatii bylo pouzito modifikované médium MS (Murashige and
Skoog, 1962) s piidanim IAA v koncentraci 2,5 mg. I'* a thidiazuronu v koncentraci 1,5 mg. I
1, Zalozeni explantatovych kultur z listovych segmentti predstavuje Gsporu vychozich rostlin a

dosazeni vysSiho mnozitelského koeficientu oproti zakladani kultur z nodalnich segmentd.
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Listove segmenty regenerovaly v jednotlivé kalusy, ze kterych vyrtstal vyssi pocet vyhont.
Namnozeni vy$§iho poétu explantati je také piinosem pro dalsi pokusy.

Explantatové vyhony byly vyuzity pro pokusy navozeni polyploidie s vyuzitim
chemomutagenu oryzalinu. Z piedeslych pokust prace Konopikové (2016) vyplynulo, Ze
koncentrace oryzalinu 40 pmol. I je hrani¢ni pro regeneraci u odriidy Miss pepper. Zaroveii
vys8i koncentrace oryzalinu poskytuje vétsi pravdépodobnost ziskani pozadované mutace
(Matiska, Vejsadovd, 2009). Proto byla v této praci tato hrani¢ni koncentrace odzkouSena u
testovanych odrid. Regenerace u pokusi se zvysenou koncentraci oryzalinu 40 pmol. I se
podafila pouze Vvrozmezi 2 az 12 % u odrid Marge, Miss pepper a Windsor. Lepsi
regeneracni schopnosti byly zaznamenany u kratsi, tj. 7denni varianty pusobeni oryzalinu,
kdy se vSak pravdépodobné snizuje nadéje na zvyseni polyploidie. U pokusu s koncentraci
oryzalinu 20 pmol. I* se dos4hlo vys$si regenerace a to 21 % u odriidy Windsor. Regenerace
listovych segmentl probihala po aplikaci s oryzalinem na zivném médiu stejné¢ho slozeni, ale
se snizenou koncentraci TDZ (0,5 mg. I). Tato nizs§i koncentrace TDZ byla zvolena s
ohledem na piedchazejici zkusenosti s kultivaci v in vitro podminkach pfi zakladani kultur.
Pro regeneraci rostlinnych segmentd v kalusy po ptisobeni oryzalinu se vSak ukazala jako
nedostateéna. Z tohoto zjisténi vyplyva doporuéeni u ptistich pokusi otestovat zvySenou
davku TDZ.

Tvorba kalust a nasledny rist vyhonti probiha 4 az 6 tydnd, pokud po této dob¢ kalusy
nevytvareji vyhony je nutné je pasazovat do média opét obohaceného o TDZ. Dle piedeslych
pokusi s phloxy se nejvice osvédéila pomérné nizka koncentrace TDZ (thidiazuronu) 0,5 mg.
I1. Dalsim poznatkem pfi vytvafeni vyhont z kalusti po opakovaném pievodu na médium
s TDZ bylo, ze vznikalo velkého mnozstvi vitrifikovanych vyhont. Takto vzniklé vyhony
bylo tfeba nékdy i1 n€kolikrat prepasaZovat na €isté MS médium (Murashige et Skoog 1962),
abychom je zbavili vlivu TDZ, pro vznik standardnich rostlin. Z tohoto dtivodu je nutna
optimalizace obsahu TDZ v médiu.

Pii zakladani pokusu ze segmenti listd odebranych z rostlin rostoucich ve skleniku
CZU doslo ve vétsiné piipadt k jejich Ghynu. Potvrdil se podobny vysledek z piedeslych
zkouméani Konopikové (2016) a lze vyvodit zavér, Ze tato metoda neni pfili§ vhodna pro
pokusy se zvySovanim polyploidie, a to i pfes nespornou vyhodu zalozit pokus bez nutnosti
prevadét rostliny nejprve do podminek in vitro.

Jak jiz bylo zminéno, aplikace oryzalinu na okrasné trvalce Phlox paniculata probihala
dosud ojedinéle, pro zvySeni ploidie se provadély pokusy s aplikaci oryzalinu i na dalSich

druzich rostlin. Na Impatiens balsamina byla vyzkousena aplikace na kli¢ici semena. Na
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zakladé analyzy FCM se nepodafilo ziskat tetraploidni rostliny, piesto ziskané mixoploidni
rostliny mély kompaktnjési rist a plnéjsi kvéty (Defiani et al. 2013). Obdobny pokus
s aplikaci na kli¢ici semena byl provadén na Hibiscus acetosella "Panama Red” (Contreras
and Ruter, 2009) a na Acacia Crassicarpa, kde byl navic vyuzit i kolchicin (Lam et al., 2014).

Pro pokusy s navozenim polyploidie nékterych rostlin byla vyuzita mikroprogaéni
technologie jako v této préaci. V podminkéch in vitro probihaly pokusy napiiklad s Rosa
rugosa, kdy s vyuzitim nodalnich segmenti se pii koncentraci oryzalinu 2,5 umol. It podatilo
ziskat az 44 % tetraploidnich listd (Allum at al., 2007). U manioku jedlého se podafilo ziskat
4,35 % tetraploidl pii koncentraci oryzalinu 3 pmol. I-* aplikovaného na apikalni explantaty
(Carvalho et al., 2016). U stejného druhu rostliny Phlox paniculata, kterému se vénuje tato
prace, byla navozovana polyploidie pomoci oryzalinu jiz dfive, a to u kultivaru “Fujiyama’
syn. Fuji, kdy se podafilo ziskat 4,17 % tetraploidnich rostlin pii koncentraci oryzalinu 40
umol. I (Matiska, Vejsadova, 2009). Tato ovéfena tetraploidni odriida byla pouzita jako
standard pro tuto préaci. Byly pozorovany rozdily v listové morfologii mezi tetraploidnimi a
diploidnimi rostlinami po jejich ptevedeni do ex situ podminek. Autofi se domnivaji, ze
tmavs$i barva listd u tetraploidnich rostlin by mohla byt zpisobena vys$S§im obsahem
chlorofyla.

Pro tuto domnénku byla proto uroven ploidie nejprve ovéfovana meétenim obsahu
chlorofylti. RovnéZz byly sledovany morfologické znaky jednotlivych rostlin, kdy se u
tetraploidnich rostlin ptfedpokladal vyssi obsah chlorofyli. Pro porovnani byla pouzita
diploidni odriada Fuji a z ni odvozeny tetraploid Fujix.

Pokud by se ziskala dostateéné priikazna data na zdkladé pomérnych hodnot obsaht
chlorofyli, nemusely by se vzorky zkoumat pomoci prutokového cytometru, u kterého je
zapotiebi vynalozit vysoké naklady, naproti tomu pomoci cytometru jsou vzdy spolehlivé
vysledky detekce. Avsak naméfené hodnoty obsahu chlorofylt vzdy neodpovidaly intenzité
zbarveni listh a byly také zaznamenany znac¢né rozdily v hodnotdch chlorofyli mezi
odridami. Z tohoto divodu bylo nutné ptistoupit k méteni pritokovym cytometrem a
spolehlivé tak detekovat diploidni a tetraploidni rostliny. Naptiklad u rostliny €. 15, ktera se
jevila jako tetraploidni s ohledem na vyS$i obsah chlorofyli se nakonec ukdzalo, ze
tetraploidni nebyla, naproti tomu vzorek ¢islo 2, ktery nevykazoval tak vysokou hladinu
chlorofylii oproti kontrolni rostling, tetraploidni byl. Z vysledka této prace se ukazalo, ze
porovnavani obsahu chlorofyli neni spolehlivé pro detekci urovné ploidie. MoZnym
neuspéchem pii méfeni chlorofyli by mohl byt nedokonéeny vyvoj listi v podminkach in

vitro. Ze stejného duvodu je u rostlin péstovanych v in vitro podminkach slozité provést
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meéfeni délky svéracich bun¢k priduchii a stanoveni poctu chloroplasti. Je mozné, ze kdyby
in vitro rostliny byly pfevedeny do venkovnich podminek, byly by pii méfeni obsahu
chlorofylti naméfeny pritkaznéjsi hodnoty pro detekci polyploidie. Z divodu problematického
ziskavani smérodatnych dat obsahu chlorofyli bylo nepfesné i statistick¢é vyhodnoceni
vysledkd. Na zékladé¢ statistické analyzy byly vyhodnoceny rostliny ¢islo 1, 15 a 16 u odrady
Miss pepper a rostlina ¢islo 1 u odrady Marge jako prikazné se lisici rostliny, a tedy
potencialné rostliny se zvysenou ploidii. Z vysledkli na pratokovém cytometru se vsak
tetraploidie potvrdila pouze u rostliny ¢islo 1 u odriidy Miss pepper.

Z méfeni na prutokovém cytometru jsme u odrady Marge z 54 zkoumanych rostlin
neodhalily zadnou tetraploidni rostlinu, u odridy Miss pepper se ze 48 zkoumanych rostlin

podafilo odhalit 10 tetraploidnich rostlin.
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(. Zavér

Cilem této prace bylo ziskani tetraploidi u okrasnych rostlin Phlox paniculata kultivarda: Miss
pepper, Marge, Fuji, Fujix, Lichtcom, Windsor a Dragon aplikaci oryzalinu. Byly pouzity dva
zpusoby navozovani polyploidie, jednak bylo navozovéni polyploidie na listovych
segmentech odebranych ptfimo ze sazenic Phlox paniculata rostoucich ve skleniku a pii
pokusu teprve nasledoval pievod do in vitro podminek a druhy zpusob bylo navozovani
ploidie na listovych segmentech z rostlin jiz pfedem napéstovanych v podminkach in vitro.

V této praci se potvrdily nékteré vysledky jiz diive publikované. Potvrdilo se
problematické zaloZeni pokust s navozenim polyploidie pti piimém vyuziti rostlin
z nesterilnich podminek. Podafilo se pouze ziskat rostouci explantity od odrtidy Marge
vhodné k méteni chlorofyld a nasledné i k méfeni na prutokovém cytometru. Bohuzel se vSak
u zadné ze zkoumanych rostlin této odridy nepodatilo ziskat tetraploidni rostlinu.

U zaloZeni pokust z rostlin napéstovanych v in vitro podminkéch doslo k vytvoreni
kalust z listovych segmentt po infiltraci oryzalinu u odrid Windsdor, Lichtcom a Miss
pepper. Vhledem k ¢asové naro¢nosti nap€stovani vyhont z kalust, Se pro tuto praci podafilo
ziskat hodnotitelné rostliny na testovani ploidie pouze od odridy Miss pepper, ktera se
ukazala ze vSech odrud jako nejvitalngjsi. Tyto rostliny byly podrobeny testovani obsahu
chlorofyla pomoci chlorofylmetru (CCM200) a zjistovani urovné ploidie na pratokovém
cytometru. Pravé detekce na pritokovém cytometru se ukazala jako nejspolehlivéj$i metoda
pro uréeni um&lého namnozeni poctu chromozomu. Vysledky ziskané méfenim chlorofyld se
u zkoumanych odriid ukézaly jako nesmérodatné a mohly slouZzit pouze k orientaénimu
odhadu. Ale u kontrolnich odrad se piedpoklad ¢aste¢né naplnil a byly u tertraploidni odrady
Fujix zaznamenany vyssi hodnoty chlorofylti oproti diploidni odridé Fuji, nejednalo se vSak o
statisticky priikaznd data. MoZna by metoda méfeni obsahu chlorofyli byla prikazngjsi pii
ovéfend metoda na pritokovém cytometru, kde bylo detekovano 10 tetraploidnich rostlin u

odridy Miss pepper.
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9. Pouzité zkratky

MS — Murashige and Skoog medium
TDZ — thidiazuron
IAA — kyselina inodyl-3-octova RRR — regulator rostlinného rustu
M. p. — Miss pepper
FCM — Flow cytometric method

k.— kontrolni varianta
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Obrazek 1: Laboratorni vaha

Obrézek 2: Pripravené zasobni roztoky pro piipravu MS média
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Obrézek 3: Ptipraveny roztok oryzalinu

Obréazek 4: pH metr
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Obrazek 5: Autoklav

Obrazek 6: Flow box
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Obrézek 8: Zregenerované rostliny z kalust
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Obrazek 9: Vzorky listl pfipravené pro méfeni chlorofylii a zjistovani tetraploida
Vv pratokovém cytometru

Obrézek 10: Pratokovy cytometr
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Obrazek 11: Phlox paniculata

Histogramy z méfeni pritokovym cytometrem:
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Graf A: Kontrolni diploidni odrida Fuji
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graf B: Kontrolni tetraploidni odrada Fujix

File: overeni miss 1 tetm. FCS Date: 04-04-2017 Time: 13:31:57 Particles: 1658 Acqg.-Time: 200 s

T
1000

partec CyRow

100

20 4

60

counts

40

20+

04 11 T N Y Y Y | i w 1

0 200 400 600 &0o
FL1 UVLED

Graf C: Tetraploidni rostlina ¢. 1 od odrudy Miss pepper
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Graf D: Tetraploidni rostlina ¢. 2 od odrady Miss pepper
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Graf E: Tetraploidni rostlina ¢. 3 od odridy Miss pepper
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File: marge7.FC5 Date: 04-04-2017 Time: 13:13:19 Particles: 2318 Acg.-Time: 153 s

I
T
1000
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Graf G: Diploidni rostlina odrady Marge
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Graf H: Odhalena tetraploidni rostlina pti méfeni jednotlivych rostlin ze smésnych vzorkd.
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Duncanuv test; promenna chlor (m é&feni chlorofyld)
Homogenni skupiny, alfa =,05000 (NeUpIné whledavani)
Chyba: meziskup. PC =1,4721, sv= 210,00
odruda chlor 1 2 3 4 5 6
C. bunky Prumer
22 M.P. 8 0,67500 |  ****
27 M.P. 13 0,90000|  *x¥**  wEx
1 Fuiji 0,93000| *x¥*  wEx
28 M.P.13 1,00000|  **** kxx
29 M.P.14 3 01 I il e
20 M.P. 6 1,02222|  Fxxx ke
17 M.P. 3 1,02500  *rH| ke
9 Marge 5 1,12500  ***x xk
36 M.P. 20 1,14000  ***x  xx
7 Marge3 1,20000  ***x wxw
26 M.P. 12 1,21429 |  *Fwx wkks
21 M.P. 7 1,28889 | Frxx kkx
5 Marge 2 1,32500 | *HFA ARk
24 M.P. 10 1,34444 |  Frxx ke
25 M.P. 11 1,35000|  Fxxx| Rk
19 M.P.5 1,46000  ***x  xk
32 M.P. 17 1,46000  ***x  xkw
34 M.P. 19 1,68000  ***x  wkw
18 M.P. 4 1,70000|  ****|  kxx
6 Marge 3 1,70000|  ****|  kxx
2 Fujix 1,77500  *xH| ke
3 Marge Kon 1,78571| Frrr ke
23 M.P. 9 1,85714 | FrEx Rk
33 M.P.18 1,98000  ***x  xkw
35 M.P.19 2,00000  wrwx o wk
8 Marge 4 2,01250  *rwx wk
16 M.P. 2 2,02857 |  FxxA o kkx
10 Marge 6 2,03333  rkwk wk
12 Marge 8 2,32500  rkwk xk
14 M.P. Kontrola 2,58571  Rxwk o kekk ok
13 Marge 9 2,64286 *k k% *k k% *k k%
11 Marge 7 2,95714 FRAR HEAR
4 Marge 1 4,32857 Fhkk| dokokk
15 M.P.1 5,13333 rorxk
31 M.P. 16 7,35455 Fokxk
30 M.P.15 11,72727 okxk

Tabulka A: Vystup z programu Statistica 12, Duncantv test pro celkovy chlorofyl
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Duncanuyv test; promenna chlorofyl a (stat)
Homogenni skupiny, alfa = ,05000 (NeupIné vyhledavani)
Chyba: meziskup. PC = ,03358, sv = 4,0000

odruda chlorofyla [1|2|3|4|5|/6|7|8|9(10/11|12|13|14|1 |16/17|18
C. bunky Prumer 5
21 M.P. 8 0,077700 ****
19 M.P. 6 0,086600 ****
20 M.P. 7 0,385300 *** | *xkx
1 Fuiji 0,45394(Q *** kxk woxkx
2 Fujix 0,681957 ** bk cick sokkk
13 M.P. Kon 0,848500 Kk | ek | kkk | Kkkok
12 Marge 9 1,114270 P P p—
8 Marge 5 1,249380 kokk | kkk | dekkok
27 M.P. 14 1,334000 Jokk | kkk | Akkk
18 M.P. 5 1,481900 Kok | ko | ek
5 Marge 2 1,693800 Kk | kkk | Fkokok
30 M.P. 17 1,774700 Kook | ke | ek
15 M.P. 2 1,795600 kkk | kkk | kkkk
9 Marge 6 2,174760 Kok | ek | ek
26 M.P. 13 2,250300 Sk | kkok
7 Marge 4 2,576900 P ——"
24 M.P. 11 2,730300 ek | okkk
16 M.P. 3 2,811300 ckk | chokk | Kkkk
14 M.P. 1 3,193530 ckok |k | ko
6 Marge 3 3,473900 ek | k| ek
25 M.P. 12 3,560100 ok | ko
4 Margel 3,605400 I —
3 Marge Kon. 4,005000 P —
28 M.P. 15 4,157000 e
29 M.P. 16 4,181100 Kk | kkokk
22 M.P. 9 4,340600 S —-
31 M.P. 18 4,444900 ek | ko
10 Marge 7| 4,614400 oy e
32 M'P' 19 51008600 kkk | khkk kkhkk
23 M.P. 10 5,173000 pw pe
17 M.P. 4 5,562400 ok
Ll Marge 8 6,448260 e
33 M.P. 20 6,488200 -
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Duncanuv test; promenna chlorofyl b (stat)
Homogenni skupiny, alfa = ,05000 (Neuplné vyhledavani)
Chyba: meziskup. PC =,00149, sv = 4,0000

odruda chlorofylb |1|2|3|4|5|6|7|8|9(10/11(12(13|14(15
C. bunky Prumer
19 M.P. 6|  0,023300 ****
1 Fujif  0,059880 ****
21 M.P.8l  0,074000 ****
20 M.P. 7|  0,136000 ** *xx
2 Fujix 0,262593 ik wkxk
8 Marge 5 0,311560 ok
12 Marge 9 0,386020 okk
7 Marge 4 0,552280 ok
30 M.P.17|  0,566200 R
27 M.P.14]  0,569500 o
15 M.P.2|  0,577300 o
26 M.P.13|  0,626500 ok
) Marge 2 0,658000 ok ek
6 Marge 3 0,733960 ok ek
9 Marge 6 0,754880 k| ok
4 Margel 0,758520 " -
13 M.P. Kon 0,863400 =
16 M.P. 3 0,944900 *hkk
24 M.P. 11 0,958200 *hkk
22 M.P. 9 0,966900 ]
28 M.P.15  1,139100 =
10 Marge 7| 1,245920 -
25 M.P.12]  1,362400 pvews
17 M.P. 4 1,387300 Fekkk
32 M.P.19]  1,397800 F——.
3 Marge Kon. 1,552200 Hokok
23 M.P. 10 1,564200 -
33 M.P. 20 1,752300 —
11 Marge 8 1,944200 Fokkok
18 M.P. 5 2,070900 A
14 M.P. 1 2,155500 Kok
29 M.P. 16 3,237000 *hokk
31 M.P. 18 6,369300 Kk

Tabulka C: Vystup z programu Statistica 12, Duncantiv test pro chlorofyl b
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Duncanuv test; promenna karotenoidy (stat)
Homogenni skupiny, alfa = ,05000 (Neuplné vyhledavani)
Chyba: meziskup. PC = ,00633, sv = 4,0000

O

kar.
prum.

odruda

23|45

6

7

8

11 | 12

13 |14 | 15| 16

17

IY

NIRPIFRPIWERININWWRWININOIRERPINWIERIOINIDNOAONIROIN RPN PP
W R ININOIO N —=|00|© A OO (o3} (6] ~NIN(W(o| O ©

w
w

M.P. 8]0,019000 ****
M.P. 6]0,094300 ****
Fuji[D,102440 *+x

M.P. 7[0,175200  **x* xxx
M.P. 5[,235800 **x*  xxik ik

M.P. Kon[2,239000 ****

Marge 9|0,263600
M.P. 14f2,416700
Marge 5(2,424400
M.P. 2|2,454300
Fujix||2,514900
Marge 2[2,596000
M.P. 13(2,600500
Marge 4{2,600530
Marge 6|[0,676900
M.P. 3[2,741400
M.P. 17]2,782500
M.P. 11{2,793000
M.P. 1)0,861100
Marge1{2,963700
Marge 3|[0,984000
M.P. 16/1,040900
M.P. 15/1,063300
M.P. 18/1,085700
Marge Kon1,092360
M.P. 9||1,098700
M.P. 121,108500
Marge 7|(1,254600
M.P. 191,354100
M.P. 4{1,495900
Marge 8|[1,557200
M.P. 10/1,579200
M.P. 20||1,742900

*kkk hkkk
*kkk hkkk
kkkk | khkhkk kkkk
kkkk | khkhkk kkkk
kkkk | khkhkk| kkkk | kkkk
*%kkk
*kkk kkkk
*kkk kkkk
*kkk kkkk
*kkk kkkk

*kkk

K*kkk | kkkk| kkkk

*kkk kkkk

*kkk kkkk

Kkkk kkkk

Kkkk

Kkkk

Kkkk

Kkkk

Kkkkk kkkk

K*kkk

K*kkk

*kkk

*kkk

kkkk kkkk

*khkk

*khkk

*khkk

*kkk

*khkk

kkkk kkkk

kkkk | kkkk | kkkk

kkkk  kkkk| khkkk kkkk

kkkk kkkk| khkkk

kkkk  kkkk| khkkk

kkkk  kkkk| khkkk

kkhkk  kkkk| kkkk

kkhkk  kkkk| kkkk

k*kkk kkkk
*kkk

*kkk

Kkkkk kkkk

Kkkkk kkkk

Kkkkk kkkk

Kkkk kkkk

Kkkk kkkk

Kkkk kkkk

*kkk kkkk

*kkk hkhkk

kkkk | kkkk kkkk

*kkk | kkkk hkhkkk

*kkk kkkk

*kkk khkkk
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*kX

*kX
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Tabulka D: Vystup z programu Statistica 12, Duncantv test pro karotenoidy
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