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1 Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je velmi dileZitou olejninou, ktera je péstovana
prevazné v Ceské republice. Od roku 2006 je na$e republika nejvétsim producentem
avyvozcem maku na svété. NejCastéji je mak vyuzivan pro potravinaiské ucely,
makovina je pak vyuzivdna ve farmaceutickém primyslu. Vysoké pozadavky jsou
kladeny na nové odridy. Pozadovan je vysoky a stabilni vynos a odolnost vici
patogentim. Sledovan je i obsah oleje a obsah latek v makoving. V procesu Slechténi je
v soucasné dob& snaha vyuzivat biotechnologické metody, mezi které patii in vitro
kultivace haploidnich buné€k. Techniky gynogeneze a androgeneze nam umoziuji tvorbu
rostlin s gametickym po¢tem chromozomt.

Tento d¢j, gametickd embryogeneze, je zalozeny na zméné vyvoje z typického
gametofytického (2n) na sporofyticky (n) (Germana, 2011b).

Gynogeneze je proces vzniku haploidnich jedinct pouzivany u nékterych
zemédélsky vyznamnych plodin jako je naptiklad cukrova fepa a cibule (Bohanec, 2008).
Spociva vin vitro kultivaci neoplodnénych samicich gamet (Asif, 2013). Naopak
u androgeneze dochazi k in vitro kultivaci saméich gamet, mikrospor.

V dne$ni dobé jsou metody androgeneze a gynogeneze =zafazovany do
Slechtitelskych programt a hraji dilezitou roli ve Slechténi hospodaisky vyznamnych

plodin (Germana, 2011a).



2 Cile prace

e Vypracovat literarni reSersi na téma bakalaiské prace.

e Stanovit optimdlniho vyvojového stadia mikrospor pro zalozeni prasnikové
kultury maku setého s cilem ziskat haploidni/dihaploidni rostliny.

e Urcit nejvhodnéjsi velikost a tvar poupat.

e Navrhnout vhodnou povrchovou sterilizaci poupat a optimalni kultivacni
médium.

e U regenerovanych rostlin pomoci prutokové cytometrie stanovit ploidii,

vyhodnotit vliv genotypu na indukci androgeneze.
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Mak sety

Mak sety (Papaver somniferum L.) je hospodaisky diilezita olejnina patiici do
&eledi makovité (Papaveraceae), rodu mék (Papaver). Celed’ zahrnuje zhruba 120 druhd,
Z toho na uzemi Ceské republiky jsou pitvodni &tyfi z nich. Je to rostlina jednoleta,
diploidni (2n = 2x = 22), avSak vyskytuji se i jedinci tetraploidni (2n = 2x = 44) (Bechyné
a kol., 2001).

3.1.1 Popis rostliny

Vegetativni faze je charakteristickd pocetnymi, velkymi, horizontalné
rozlozenymi listy pilovitého tvaru.
Reproduktivni faze se vyznacuje rozkvetlymi kvéty a vyskytem ovélnych povislych
poupat (Bernath, 1999). Kvéty jsou oproti poupatim vztyCené, samostatné rostouci
s kvétnim vzorcem K2 C2 + 2 Ao G(2-0) (Kapoor, 1995).
Semeno o velikosti 1,0-1,5 mm je ledvinovitého tvaru. Je nachylné k poskozeni, jelikoz
je me&kke a jeho pétivrstvé osemeni je velmi tenké a snadno propustné pro vodu. Povrch
osemeni tvofi Sestithelnikové plosky ohranicené vystouplymi Zebry. VétSinou plati
pravidlo, Ze vétsi semena jsou kvalitngj$i nez mensi, coz se projevuje pii klieni
a poc¢atecnim rastu. Zrald semena jsou az z poloviny tvofena olejem, ktery obsahuje
kyselinu stearovou, palmitovou, olejovou a linolovou.
Klicici rostlina je charakteristicka zahnutym hypokotylem, ktery se postupné narovnava
a je zakoncen vidlicovité rozevirajicimi se déloznimi listky. V této fazi je rostlina velice
nachylna k vn&j$im vliviim.
Korenova soustava je mélka, tvofena kulovym kofenem a dal§imi mens§imi postrannimi
koteny.
Lodyha méku je rozdilnd v zavislosti na odridé¢ a okolnim prostiedi. V naSich
podminkach je vétSinou 0,6 az 2 m vysoka, 15 az 20 mm silna a vétvi se zhruba od 40 cm.
Listy jsou tmavé zelené pokryté voskovou vrstvickou, ktera ovliviiuje funkci herbicidu.
Kvéty jsou rozdéleny na dva zelené kali$ni listky a ¢tyti velké korunni listky, dva vné&jsi

a dva vnitini. V kvétech se nachazi velky pocet tycinek (100-250), které se skladaji
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z dlouhé tenké nitky nesouci tzké praSniky bézové ¢i nafialovelé barvy. Ty uvoliuji
pylova zrna 12 hodin pted rozkvétem. Semenik je velky, kulovitého tvaru, slozen z 5-24
plodolistt, kdy kazdy vytvaii jeden bliznovy paprsek. Ve spodni ¢asti je zuzen v kréek
(gynofor).

Tobolka ma riznou velikost a tvar v zavislosti na odridé¢ a okolnim prostredi. Pod
kazdym paprskem blizny se nachazi malé otvory. Pokud jsou téméf uzaviené, nazyvame
je typ slepaky, a pokud jsou oteviené a mize z nich vypadnout semeno, fika se jim typ
hled’aky. Pocet lamel na makovici je identicky s poctem paprskil blizny. Na kiidélkach
lamel se tvofi semena, ktera se pii dozrani uvoliiuji a na jejich mistech zlstdvaji tmavé

skvrnky (Bechyné a kol., 2001).

3.1.2 Sledované parametry kvality

Ceska cechovni norma uréuje kvalitu maku a jeho vhodnost pro potravinaiské
ucely. Mk oznaceny logem Ceské cechovni normy garantuje ¢esky ptivod, splnéni vSech
pravnich ptredpisit potfebnych pro zaruceni bezpe€nosti potraviny a vylouceni
termostabilizace (Gabrovska, 2019). Pro mak spliiujici tyto parametry Ceska cechovni
norma vytvofila nazev ,,Cesky modry mak* (Miksik, 2019).

Slozeni a senzorické hodnoceni jsou podle cechovni normy ¢islo 2019-01-14-
0415 u novych odrid vyZadovany a piisné¢ hodnoceny.

Co se tyce sloZeni, je nutné, aby obsah morfinovych alkaloidli byl nejvyse
20 mg/kg, ptimési a necistoty nejvyse 8,0 % hmotnosti, olejnatost alespon 40 %,
pfitomnost semen nevyzralych a semen nebarevnych, tmavych az ¢ernych maximalné
5 % a obsah poskozenych semen neptesahoval hodnotu 3 %. Je také dilezité zarucit, aby
mak neobsahoval skidce a anorganické necistoty.

Mezi senzorické pozadavky patii poZadavky na vzhled, viini, chut’ a konzistenci.
Semeno by mélo byt modré, ledvinovité s Sestiuhelnikovymi ploskami na povrchu,
vyzralé a neposkozené. Chut’ a viin€ typicka pro mak, bez znamek ciziho pachu ¢i vyrazné

kyselosti nebo hotkosti (Gabrovska, 2019).

3.1.3 Odridy v Ceské republice

V Ceské republice se péstuji odriidy, které jsou schvaleny Ceskou cechovni

normou a jednotné se oznaduji jako Cesky modry mak. Mezi tyto odridy patti: Akvarel,
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Aplaus, Bergan, Gerlach, Major, Maraton, MS Harlekyn, Onyx, Opal, Opex, Orbis,
Orfeus, Oz, Titan a Zeno Plus (Miksik, 2019).

3.14 Péstebni podminky maku setého

Mak sety vyzaduje rovnomérné zpracovani pidy. Ideédlni jsou stfedné tézkeé,
hluboké, hlinité az hlinitopise¢né, dostatecné provzdusnéné, nezaplevelené pudy s pH
neutralnim az mirn¢ zasaditym. Pro rast nové rostliny je omezujici pfitomnost piadniho
Skraloupu, proto se mak nepéstuje na pudach se sklonem ke kornaténi.

Na sucho se rostlina maku setého adaptuje ristem kotfenu do vétSich hloubek.
Nejvic citliva na nedostatek vody je v obdobi prodluzovaciho ristu. Vegetacni doba maku
setého je 120—-140 dnti, béhem tohoto obdobi rostlina jarniho maku spotiebuje 250350 |
na m? u méaku podzimniho je spotfeba o 50 1 vyssi.

Vétsina odrid péstovanych u nés je dlouhodenni, proto potiebuji dostatek svétla.
Vici chladu a mrazu jsou mladé rostliny odolné, ale odolnost s ristem klesa. Kriticky

limit se pohybuje okolo -7 az -8 °C (Kuchtova a kol., 2013).

3.1.5 Produkce a vyuziti

Celoro¢ni doméci spotfeba maku setého se pohybuje okolo tii tisic tun semen.
Nejvétsim evropskym producentem maku setého pro potravinaiské ucely je pravé Ceska
republika. Problémem vsak je, Ze vynos maku setého je nestaly a ze zndmych odrud je
pouze par vhodnych do péstebnich podminek Ceské republiky (Klima a kol., 2014a).

Mak sety je také péstovan pro sva semena, ze kterych je vyrabén olej. Pro
farmakologické potieby jsou z rostlin ziskavany alkaloidy obsazené v opiu jako napiiklad
morfin, kodein, narcotin, papaverin nebo thebain (Labanca a kol., 2018).

Dle informaci z Ceského statistického tfadu produkce maku v Ceské republice od
roku 2018 vyrazné stoupa. Plocha, vynos a sklizeit maku setého v jednotlivych krajich

v letech 2018-2020 jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tabulka 1: Plocha, vynos a sklizeii maku setého v jednotlivych krajich CR v roce 2018,

2019 a 2020. Pievzato: https://www.czso.cz/csu/czso/statistiky

Plocha , Sklizeti Plocha , Sklizeti Plocha . Sklizen

v Vynos v v Vynos v v Vynos v

hektarech tha tundch  hektarech ¥ thha tunich  hektarech ¥ tha tunach
Rok 2018 2019 2020
Ceska republika 26 608 0,52 13778 35778 0,68 24190 40255 0,73 29 326
HI. m. Praha 322 0,45 146 200 0,60 121 457 0,63 286
Stredocesky 5160 0,50 2581 6145 0,66 4031 7330 0,69 5078
JihoGesky 1486 0,58 867 2139 0,73 1559 2377 0,85 2019
Plzenisky 1210 0,59 710 1412 0,73 1036 1509 0,84 1270
Karlovarsky 37 0,60 22 48 0,75 36 177 0,90 160
Ustecky 962 0,44 427 1347 0,62 830 1390 0,64 885
Liberecky 597 0,57 339 502 0,70 352 560 0,79 444
Kralovéhradecky 2 605 0,47 1215 3147 0,63 1998 3409 0,67 2289
Pardubicky 2443 0,54 1328 3312 0,70 2304 3833 0,77 2 956
Vysocina 4280 0,59 2538 5644 0,74 4155 6117 0,86 5270
Jihomoravsky 1546 0,41 631 3283 0,65 2128 3764 0,61 2 307
Olomoucky 2924 0,49 1421 4566 0,64 2939 5145 0,67 3466
Zlinsky 663 0,43 287 1307 0,63 818 929 0,62 573
Moravskoslezsky 2 376 0,53 1266 2725 0,69 1883 3257 0,71 2324

3.2 Explantatové kultury rostlin

Rostlinné explantaty jsou asepticky kultivované izolované rostlinné organy, nebo
buniky péstované v in vitro podminkach na kultiva¢nich médiich. Metody explantatovych
kultur mohou byt pouZivany jako dopliikové postupy pii Slechténi nékterych hospodarsky
vyznamnych plodin. Je vyuzivano totipotence, schopnosti bun€k organismu vytvaret
rostliny s kompletni genetickou informaci. Za wurcitych podminek mohou byt
z kultivovanych explantati dopéstovany rostliny.

Uspésnost kultivace je ovlivnéna mnoha faktory, piedeviim je to typ
kultivovaného explantatu a kultivacni podminky. Velmi zélezi na tom, z kterého organu
je explantat izolovan, na vyvojovém stadiu rostliny, na zdravotnim stavu rostliny, na
velikosti a stafi explantatu, na genotypu a také na orientaci explantatu na médiu.

Podle charakteru nové vznikajicich struktur na kultivaénim médiu rozliSujeme

organogenezi a embryogenezi, somatickou a pylovou. V zavislosti na druhu a genotypu

rostliny miizeme kultivovat jednotlivé jeji Casti: izolované meristémy, zygoticka embrya,
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mikrospory, protoplasty. Explantatové kultury se vyuzivaji naptiklad pro
mikropropagaci, pro ziskani haploidnich, dihaploidnich rostlin, pti vzdalené hybridizaci,
V procesu transgenoze. Rust a vyvoj explantdtovych kultur také ovlivnuji kultivacni
podminky. Dulezité je slozeni kultivacniho média a podminky kultivace, svételny rezim,
intenzita osvétleni a teplota pii kultivaci.
Podle ¢asti rostliny, ktera je kultivovana, lze rozdélit explantatové kultury na
(Pierik, 1997):

e Kultura intaktnich rostlin — kultura in vitro, kdy rostlina roste ze semene,
napftiklad orchideje.

e Kalusova kultura — kultura z nediferenciovaného pletiva, kalusu.

e Bunééna kultura — kultury vzniklé z jednotlivych bunék ziskanych z pletiva nebo
kalusu, u kterych je rast podporovan enzymaticky.

e Organova kultura — vznika izolovanim organi, které nasledné rostou v in vitro
podminkach. Orgénové kultury lze dale délit na meristémové, kofenové,
prasnikové atd.

e Kultura protoplasti — ziskdvana enzymatickym Stépenim bunécnych stén
kultivovanych bun¢k.

e Embryondlni kultura — je izolovano embryo, které¢ dale roste poté, co jsou

odebrany semenné obaly.

3.2.1 Slozeni kultiva¢niho média

Vyznamny vliv na rust in vitro kultur ma sloZeni kultiva¢niho média. Médium
obsahuje anorganické a organické slouceniny, zdroje organického uhliku (mono-,
disacharidii) a rstovych regulatorit. Média mohou byt tekutd, nebo byvaji ztuzena
agarem, pfipadné¢ jinym typem ztuzovaci slozky. Anorganické slouceniny,
makroelementy a mikroelementy, jsou dodavany ve formé soli. Podle typu média jsou
pfidavany organické slouceniny: vitaminy, aminokyseliny, inositol, mohou byt pfidavany
1 pfirodni rostlinné latky, napiiklad kokosové mléko. Jako zdroj uhliku je do média
pfiddvana v riznych koncentracich sacharéza, nebo maltoza, piipadné glukoza.
Dulezitou slozkou kultivaénich médii jsou rdstové hormony: auxiny, cytokininy,
gibereliny, kyselina abscisova, které v urcitych koncentracich, nebo kombinacich

ovliviiuji rast explantatu.
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Existuje velké mnozstvi komeréné vyrabénych kultivacnich médii, nebo jejich
modifikaci, které jsou urcené pro rizné typy explantatovych kultur. Kultivacni médium
Murashige a Skoog (MS), je svym slozenim jednim z nejpouzivanéjSich médii
(Murashige a Skoog, 1962). Rust a vyvoj explantatl je také ovlivnén pH, doporuc¢ena
hodnota pH média je 5,4-5,8 (Saad a Elshahed, 2012).

e  Chemické prvky v kultivacnich médiich

Nejvyraznéjsi vliv na efektivni vyvin rostlin méa 19 zakladnich prvki. Ty
jsou rozdeleny do tii skupin podle potieby rostlin na zdkladni prvky (C, H, O),
makroprvky (N, P, S, K, Mg, Ca) a mikroprvky (Fe, Cu, Zn, Mn, Co, Mo, ClI, B,
Ni, Al). Makroprvky jsou pifidavany do média ve vétSich koncentracich nez
mikroprvky. Nedostate¢né mnozstvi jakéhokoli prvku mize mit negativni vliv na
rust a vyvoj rostliny. Hranice minimalni koncentrace je specifickd pro kazdy
rostlinny druh.

Organicky uhlik je do médii pfidavan ve formé cukri. Nejcastéji to je
sachar6za diky jeji cené, stabilit¢ pii sterilizaci média v horkovzdusném
sterilizatoru a snadné asimilaci s rostlinami. Mezi dalsi, ¢asto pouzivané cukry

patii napiiklad glukoza, fruktoza. (Kumar a kol., 2016).

e Vitaminy a myo-inositol

Rostliny maji schopnost biosyntézy vitamina pottebnych pro jejich rist.
Ta ale klesd v ¢asti rostliny, kterd je oddélena od celku. Vitaminy musi byt
pfidavany do Zivnych médii, jelikoZ jsou dileZité pro metabolismus a fyziologii
rostlinnych bunék (Kumar a kol., 2016).

Mezi Zivotu limitujici vitaminy patii thiamin (vitamin B1), pro zlepSeni
rustu je vhodné ptidat kyselinu nikotinovou a pyridoxinu (vitamin B6). Néktera
média obsahuji naptiklad i panthotenat, kKyselinu listovou, kyselinu askorbovou
a biotin, které ale nepatii mezi zivotné dilezité vitaminy (Saad a Elshahed, 2012)

Thiamin je pfidavan v koncentracich 0,1-10 mg/l, kyselina nikotinova
0,1-5 mg/l a pyridoxin 0,1-10 mg/I (Saad a Elshahed, 2012).
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Casto pouzivané je MS médium, které obsahuje 0,1 mg/l thiaminu,
0,5 mg/l kyseliny nikotinové, 0,5 mg/l pyridoxinu a 100 mg/l myo-inositolu
(Murashige a Skoog, 1962).

Aminokyseliny
Nejvice zastoupenou aminokyselinou ve vétsiné médii je glycin.
Aminokyseliny jsou zdrojem organického dusiku pro rostliny. Dalsi
aminokyseliny, prospivajici ristu a embryogenezi, jsou naptiklad glutamin,

arginin, methionin, asparagin, kyselina asparagova a prolin (Kumar a kol., 2016).

Ztuzovaci slozky

Zivna média mohou byt tekuta, nebo po piidani Zelatina¢niho &inidla,
ztuzend. Nejcastéji pouzivanou slozkou je agar, coz je polysacharid, ktery pochazi
z motskych fas. Jeho spravna funkce v médiich zavisi na pH, teploté¢ a jeho
koncentraci, nejéastéji 8,0 g/l. Agar vSak pH média neovliviiuje a je relativné
inertni (Kumar a kol., 2016).

Mezi dalsi Zelatinacni slozky patii gellanova guma, komeréné znama jako
Gel-Gro®, Gerlite® (Kelko, Merck) and Phyta-gel® (Sigma). Gellanova guma je
polysacharid produkovany bakteriemi. V porovnani sagarem je pouzivana
V men$im mnozstvi, pro explantatové kultury je pouzivana v rozmezi 1,5-3,5 g/l.
Jeji CastéjSi vyuziti je omezeno vyS§i cenou. Mezi dalSi, méné pouzivang,
Zelatinacni slozky patii naptiklad alginat vapenaty, guarovd guma, xantanova

guma a dalsi (Lima a kol., 2012).

Rustové regulatory, fytohormony

Fytohormony jsou latky podilejici se na rtistu a vyvoji rostlin. Rust in vitro
kultur neovliviiuje pouze koncentrace fytohormont, ¢asto i jejich kombinace
a pomér. Rlistové hormony jsou rozdéleny do skupin:
V in vitro kulturach jsou auxiny vyuzivany pro indukci rustu bunék a kalust, nebo
k stimulaci rastu apikalnich meristému. Transport auxini je zaji$tén protonovymi

pumpami (auxiny ziskaji negativni naboj) za spotieby ATP.
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Razné druhy auxinli se projevuji riznou fyziologickou aktivitou. Jsou jinak
metabolizovany, vazi se na jiné receptorové bunky.

Hlavnim zastupcem, ktery se vyskytuje v ptirod¢, je kyselina indol-3-octova (IAA),
ktera je derivatem tryptofanu. Mezi dal$i zastupce auxinu patii kyselina 1-
naftyloctovda (NAA), Kkyselina indol-3-maselnda (IBA) a kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D). IBA a NNA vyvolavaji rast kofenli a ve spolupraci
s cytokininy rist vyhonki, 2,4-D indukuje rast kalust.

Cytokininy jsou N6-derivaty adeninu. Po pfidani cytokininti do média
dochazi k bunéénému déleni a diferenciaci vyhonkt. V rostlinach se vyskytuji
v kofenech. Mezi hlavni zastupce patii 6-benzylaminopurin (BAP), 6-B-B-
dimethylaminopurin (2-iP), N-(2-furfurylamino)-1-purin-6-amin (Kinetin) a 6-(4-
hydroxy-3-methyl-trans-2-butylaminopurin (Zeatin). V rostlinnych kulturach je
velmi dilezity pomér auxind k cytokininim. Pokud je obsah cytokininl vysoky,
dochazi k embryogenezi, iniciaci kalusu a ristu koteni.

Gibereliny jsou rostlinné hormony produkované v kotenech a mladych listech.
Jsou pouZzivany za Gcelem regenerace a prodlouZeni rostliny. Existuje vice nez 100
zastupct, nejznaméj$im je GA3, ktery indukuje rtst bunék.

Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny hormon, ktery inhibuje riist rostliny
vV obdobi, kdy je ve stresovych podminkach. Lze ji povaZovat za antagonistu

predeslych hormont (Sathyanarayana a Mathews, 2007).

3.3 Androgeneze

Androgeneze je in vitro metoda, kdy ze saméich pohlavnich bun¢k, mikrospor,
které maji haploidni chromozomovou vybavu, regeneruji haploidni nebo dihaploidni
rostliny (Murovec a Bohanec, 2012; Bhojwani a Dantu, 2013).

Metoda je zaloZena na schopnosti nezralych pylovych zrn zménit zplisob vyvoje
z gametofytu na sporofyt, kdy dochazi k bunétnému déleni na haploidni Grovni
a k nasledném vzniku kalusti nebo pylovych embryi (Murovec a Bohanec, 2012).
Indukce sporofytu je mozna pouze v ranych vyvojovych stadiich mikrospory (Touraev

a kol., 2001).
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Vysledkem této metody jsou homozygotni linie, které vznikaji z heterozygotnich
rodi¢li pouze beéhem jedné generace. Tento proces umoziuje rychlou a pfimou tvorbu
liniovych odrad o pfesn¢ znamych a potiebnych parametrech vykonu a kvality (Klima
a kol., 2014a).

Efektivita androgeneze muze byt zvySovana pusobenim stresovych faktorti na
rostlinu, jako napiiklad teplota (chlad, zvySena teplota) a osmoticky stres (Bhojwani
a Dantu, 2013).

Metoda androgeneze je vyuzivana ve Slechténi rostlin s vyhodnymi vlastnostmi
k rychlému ziskani homozygotnich rostlin. Androgeneze prasnikovych kultur je

pouzivana u vice nez 200 rostlinnych druhii (Bhojwani a Razdan, 1996).
3.3.1 Haploidni, dihaploidni rostliny

Haploidni rostliny jsou rostliny obsahujici gameticky poéet chromozomu (Nn). Jsou
dva zplsoby vzniku haploidil, a to gynogeneze a androgeneze. Pro vznik haploidi je
androgeneze metodou pouzivanéjsi a efektivnéjsi.

Vznik haploidnich rostlin v ptfirodé mize byt spontanni, frekvence tohoto jevu je
v§ak nizka (10°-10®). Pro vznik haploidi se vyuzivaji experimentalni metody, nejéastsji
jsou mikrospory kultivovany v in vitro podminkach.

Haploidni rostliny (n = x), oproti rostlinam diploidnim (2n = 2x) vykazuji zmény
V poctu chromozomu Vv buiikach. Jednéd se o zmény na urovni celych chromozomovych
sad, rostliny haploidni, nebo jen ¢asti chromozomd, rostliny aneuhaploidni. Haploidni
rostliny jsou dale rozdélovany na monohaploidni (2n = X), dihaploidni (2n = 2Xx),
trihaploidni (2n = 3x), atd. (Asif, 2013).

Fenotyp haploidnich rostlin v porovnani s diploidnimi rostlinami je mensiho
vzrustu a vyznacuje se niz$i vitalitou. Rostliny jsou sterilni, sterilita téchto rostlin je
zpusobena neschopnosti parovani chromozomi béhem meidzy. Pro jejich fertilitu je
potieba zdvojeni chromozomt (Murovec a Bohanec, 2012).

V procesu androgeneze mohou vznikat i mixoploidni rostliny, nazyvané chiméry.
Ve vicejadernych mikrosporach dochazi k fuzi dvou a vice dcefinych jader, které tvoii
mixoploidni embryo (Mohan-Jain a Bhalla-Sarin., 2013).

Dihaploidni rostliny vznikaji z haploidnich rostlin chromozomovou duplikaci.

Mohou vznikat spontdnné, nebo je provadéno zdvojeni chromozomu pomoci chemickych
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latek, které jsou pridavany do kultiva¢nich médii, nebo jsou aplikovany na mladé rostliny.
Princip chromozomové duplikace spociva v naruseni pribéhu mitdézy mezi S fazi
a cytokinezi. Indukce in vitro chromozomové duplikace je provadéna pomoci
antimitotickych ¢inidel, jako je naptiklad oryzalin, kolchicin a trifuralin. Chromozomova
duplikace je ovlivnéna slozenim média, antimitotickymi ¢inidly, druhem explantatu, dobé

expozice a koncentraci (Dhooghe a kol., 2011).

3.3.2 Faktory ovliviiujici in vitro androgenezi

Existuje mnoho faktort, které ovliviiuji proces androgeneze. Jsou odlisné
v zavislosti na druhu rostliny, dokonce se mohou lisit u organismu stejného druhu, ale
odlisného genotypu (Bhojwani a Dantu, 2013).

Nejcastéji jsou tyto faktory zkoumdny na obilovinach jako je naptiklad je¢men
nebo psenice. Je to proto, ze u téchto rostlinnych druhti je androgeneze provadéna
nejcastéji a je nejvice prozkoumana.

Mezi faktory, které ovliviiuji efektivitu androgeneze patii genotyp, fyziologicky
stav donorové rostliny, stadium vyvoje mikrospor, spravné zachazeni pii zakladani
kultury. Dulezitym faktorem je médium, na kterém explantaty kultivujeme
(Bhojwani a Dantu, 2013).

3.3.2.1 Genotyp

Diilezitym faktorem ovliviiujicim uspéSnost androgeneze je genotyp. Zatimco
u nékterych rostlin 1ze snadno ziskat velké mnozstvi pylovych embryi, u jinych kultivari
je to prakticky nemozné.
Byla vydana publikace zabyvajici se vlivem genotypu na efektivitu androgeneze
ujeémene. Kahrizi a kol. (2011) zkoumali androgenezi 12 genotypt je¢mene setého
(Hordeum vulgare L.) péstovaného ve skleniku. Zjistili, Ze u dvou genotypi je mnohem
vyssi indukce kalusii nez u ostatnich genotypi. Jednalo se o genotyp No. 9 (74,8 %)
a No.7 (62,9 %). Naopak u genotypt No.1, N0.6 a No.11 byla tvorba kalust v prasnikové
kultufe nizka (5,4 %, 3,8 % a 5,6 %). Podobné vysledky byly dosazeny i u regenerace
rostlin. Nejvyssi regenerace byla pozorovana u genotypu No. 9 (7,3 %) a nejnizsi

U genotypti No.1 (0,4 %), No.6 (0,6 %) a No.11 (0,4 %).
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3.3.2.2 Donorové¢ rostliny

Velky vliv na androgenezi ma staii, fyziologicky stav donorové rostliny, ze které
jsou prasniky odebirany. U vétSiny druht rostlin jsou prasniky z prvnich klasi nebo
poupat povazovany za nejvhodnéjsi, jsou dobie vyvinuty, S dostatkem kvalitnich
prasnikti (Bhojwani a Razdan, 1996). Zavisi také na péstebnich podminkach, ve kterych
donorova rostlina roste. Indukce kalusii a mnozstvi regenerovanych rostlin mize byt
ovlivnéno vyzivou, intenzitou svétla, fotoperiodou a teplotou béhem ristu donorovych
rostlin (Trigiano a Gray, 1999).

Bylo zjisténo, ze donorové rostliny péstované v fizenych podminkach skleniku

poskytuji lep$i embryogenni odpoveéd’ nez rostliny péstované na poli (Asif, 2013).
3.3.2.3 Vyvojové stddium mikrospor

Zasadni vliv na efektivitu androgeneze ma vyvojové stddium mikrospor. Pro
vétsinu druht rostlin pro kultivaci v in vitro podminkach je optimalni rané nebo stfedné
jednojaderné stadium (Trigiano a Gray, 1999).

Naptiklad u prasnikt kukutice je vhodné stadium mikrospor pozdné jednojaderné
az Casn¢ dvojjaderné. Také u dvoudé€loZznych rostlin je jednojaderné a ¢asn€ dvojjaderné
stadium mikrospory vhodné pro pylovou embryogenezi (napiiklad brukev fepka) (Datta,
2005).

Stanoveni vhodného stadia mikrospory lze provadét svételnym mikroskopem.
Prasniky jsou roztlaceny a mikrospory jsou barvené acetokarminem nebo acetoorceinem.

Pti zvétseni 200x je stadium mikrospory dobte viditelné.
3.3.2.4 Kultivaéni médium

Slozeni kultivaéniho média hraje dilezitou roli ve vyzivé mikrospor, ale také
muze urcit zpisob vyvoje embrya. Jak jiz bylo uvedeno, ¢asto je pouzivané MS médium
(Murashige a Skoog, 1962), N6 médium (Chu, 1981), nebo jejich modifikace. Bylo
zjisténo, ze dusikaté latky hraji vyznamnou roli v indukci androgeneze. U mnoha obilnin
zpusobuje zvySeni mnozstvi glutaminu a sniZeni mnozstvi dusi¢nanu amonného zlepSeni
embryonalniho vyvoje. U pSenice je zadouci vyssi koncentrace sachar6zy v médiu. Také
pouziti maltézy misto sachardzy u obilnin zlepSuje indukci kalust a regeneraci rostlin.

Obohacenim média kyselinou abscisovou, nebo pouziti extraktu z brambor mtize vést ke
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zlepSeni UspéSnosti androgeneze u ryze. Vyznamnou roli na embryondlni vyvoj

mikrospor hraje i osmoticky tlak média (Datta, 2005).

3.3.2.5 Ptedpuisobeni

Predpisobeni prasnikli je jednim z dalSich faktorti ovliviiujici androgenezi.
Mikrospory jsou geneticky piedurceny ke gametofytickému vyvoji. Mechanismus,
kterym mikrospory zméni svlij vyvoj z gametofytického na sporofyticky neni zatim Gplné
objasnén. Vhodné ptedpiisobeni, navozeni stresovych podminek je v mnoha piipadech
uéinné pro navozeni indukce kalust a regenerace rostlin (Tyankova a Zagorska, 2008).
Jednou, ¢asto pouzivanou metodou je piedptisobeni chladem. Na a kol. (2011) testovali
vliv chladového ptredptisobeni (v teploté¢ 4 °C, po dobu: 0, 24, 48, 72, 96, 120, a 144
hodin) na indukci kalusti u jahodniku. Bylo zjisténo, ze doslo ke zlepSeni indukce
a kvality kalust, které byly ovlivnény po dobu 72 hodin pted kultivaci. Kiviharju a Pehu
(1998) testovali piisobeni chladu a tepelného Soku na prasniky ovsa setého. Predpisobeni
chladem (7 dni v teploté 4 °C) zvysilo indukci kalust a piedpusobeni teplem (32 °C ve
tmé, po dobu 0, 1, 3, 5 nebo 7 dni) iniciovalo vznik embryonalnich struktur.

Mezi dalsi pouzivané metody ptedptisobeni a spoustéce indukce embryogeneze

patii naptiklad: osmoticky stres, chemicky stres, metabolické hladovéni.
3.3.2.6 Albinismus

Jako albinismus je oznaCovana neschopnost rostlin tvofit funkéni chloroplasty
a s tim spojena neschopnost fotosyntézy. Rostliny s nedostatkem chlorofylu dosahuji pfi
kultivaci v in vitro podminkach pouze raného stadia vyvoje (Makowska a Oleszczuk,
2014). Albikatni rostliny vznikaji procesem androgeneze v rizném poméru, V zavislosti
na kultivaru. Albinismus u je¢mene miuze vyrazné snizit po¢et dihaploidnich rostlin.
Pomeér vzniku albikatnich rostlin je odlisny u riznych genotypii. U nékterého z genotypti
muze byt vyskyt albikéatnich rostlin kolem 1 %, ale u nékterych genotypli mize byt

vétSina regenerovanych rostlin albikatnich, az 99,7 % (Ohnoutkova a kol., 2019).
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3.3.3 Identifikace haploidnich a dihaploidnich rostlin

U regenerovanych rostlin je velmi dalezité zjistit ploidii, zda se jedna o haploidni
nebo dihaploidni, pfipadné mixoploidni rostlinu.

Ploidii muzeme zjistit nékolika zpusoby: a) cytologicky, podle poctu
chromozomt, metoda je vSak velmi naro¢na na provedeni; b) metodou, ktera je zalozena
na porovnani regenerovanych rostlin s rostlinou donorovou, a to jak makroskopicky
(naptiklad podle morfologie, vitality a fertility), tak mikroskopicky (naptiklad podle

poctu a velikosti chloroplastit); €) nejspolehlivéjsi a nejefektivnéjsi metodou je pratokova

cytometrie, méfen je obsah jaderné DNA (Murovec a Bohanec, 2012).

3.3.4 Pritokova cytometrie

Principem prutokové cytometrie je méfeni bunééného signalu, ktery prochazi
detektorem. Je dulezité zvolit vhodny fluorescencné znaceny antigen, ktery je specificky
pro povrch zkoumané bunky, diky tomu jsou selektovany builky naseho zajmu.
Fluorescencné chemicka vazba k antigenu je zvolena na zéklad¢ vinové délky laseru,
ktery je pritomen v pritokovém cytometru. Prichozi svétlo o typické vinové délce je
detekovano optickym systémem, ktery je citlivy pravé na danou vinovou délku.
Informace jsou poté shromazd’ovany a zpracovany specialnim softwarem (Jahan-Tigh
a kol., 2012).

3.4 Androgeneze maku setého

Androgeneze je metoda, kdy z heterozygotnich rostlin vznikaji kompletné
homozygotni linie béhem jedné generace. Androgeneze maku setého je popsdna pouze
Vv jedné publikaci z roku 1988 (Dieu a Dunwell, 1988) a v metodice Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, v. v. i., ktera byla publikovana v roce 2014 (Klima a kol., 2014a).
Informace publikované v metodice jsou shrnuty v ¢asopise Uroda (Klima a kol., 2014b).
V obou piipadech jsou odebrané prasniky kultivovany nejprve na indukénim médiu, po
vzniku kalusti jsou kalusy postupné pteneseny na regenera¢ni médium. Ve fazi 3-5 lista
jsou rostliny pfeneseny na médium s rdstovym regulatorem indukujicim tvorbu

kotenového systému.
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3.4.1 Kultivace prasniki

Zalozeni prasnikové kultury maku setého zahrnuje nékolik kroku. Nejdiive je
odebrano poupé obsahujici prasniky s mikrosporami ve vhodném stadiu. Poupata jsou
nasledné¢ sterilizovana a poté jsou z nich v aseptickych podminkach extirpovany prasniky
a ihned jsou preneseny na tuhé indukéni médium. Indukované kalusy jsou postupné
pasazovany na regeneracni a zakoienovaci média.

Dieu a Dunwell (1988) ve své praci testovali rizné genotypy maku setého.
U 16 genotypt maku setého hodnotili indukci kalust, regeneraci rostlin a jejich ploidii
v zavislosti na chladovém predpisobenim. Donorové rostliny byly péstovany v rustové
komofte V fizenych podminkéch (péstebni podminky: 35 dni 15 °C, fotoperioda 12 hodin,
intenzita osvétleni 200 pmol/m?/s nebo 240 pmol/m?/s). Po jednom mésici byla polovina
donorovych rostlin pienesena na pole, u druhé poloviny rostlin, ktera byla kultivovana
Vv ristové komote, byly zménény kultivaéni podminky (teplota 25 °C, fotoperioda
16 hodin, intenzita osvétleni 240 pmol/m?/s). Z odebranych poupat byly vypreparovany
prasniky, které byly vlozeny do Petriho misky a ponechany 2 nebo 7 dni ve tmé v chladu
pii 7 °C. Po chladovém pfedptisobenim byly prasniky kultivovany na dvou rozdilnych
induk¢nich médii (25 °C, tma). Vzniklé kalusy byly pfeneseny na regenera¢ni médium
akultivovany v kultivaéni komoie (20 °C, intenzita osvétleni 30 pmol/m?%/s).
Regenerované, mladé rostliny byly pasazovany na médium bez hormonti, kultivovany
byly v kultivaéni komote (15 °C, fotoperioda 12 hodin, intenzita osvétleni 200
pmol/m?/s). Dobfe vyvinuté, zakofenéné rostliny byly piesazeny do zahradniho substratu
a dopéstovany ve skleniku. U vSech rostlin byla cytologicky stanovena ploidie.

Klima a kol. (2014a) ve své metodice popisuji postup vzniku homozygotnich linii
maku setého, ozimého a jarniho typu Fi1 hybridi. Donorové rostliny byly péstovany
Vv riiznych péstebnich podminkach, podle ¢tyt zdkladnich schémat:

a) péstovani donorovych rostlin v fizenych podminkach v raselinovém substratu, coz
umoziovalo celoro¢ni odbéry explantati (teplota den/noc 15/12 °C, fotoperioda 9/15
hodin, intenzita osvétleni 180 pmol/m?/s). Ve fazi 23 listi byly rostliny rozdéleny na
pct rostlin, ve fazi Sesti listli na tfi rostliny a pfihnojeny tekutym plnym hnojivem.
U ozimého maku byla provedena jarovizace po dobu dvou mésicu (teplota 2-5 °C,
fotoperioda 8/16 hodin). Po vzniku 8 pravych listd byly rostliny pieneseny do
raSelinového substratu a kazdych 14 dni pfihnojovany. Ve fazi 12—14 listi byly rostliny
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presazeny a péstovany do kultivaéni komote (teplota den 18-22 °C, noc 12-14 °C,
fotoperioda 16/8 hodin, intenzita osvétleni 220 pmol/m?/s), kazdych 14 dni byly rostliny
piihnojovany;

b) péstovani ozimych donorovych rostlin ve skleniku, explantaty byly odebrany na jate.
V obdobi prosinec—leden byly rostliny odebrany z pole a péstovany ve skleniku (10—
15 °C, bez ptisvétlovani).

) péstovani donorovych rostlin ve skleniku, odbér explantatti v jarnim a podzimnim
obdobi. Pro jarni odbéry byl mak vyset do fytotronu nebo skleniku na zacatku ledna, pro
podzimni odbéry byl vysety mak umistén do kompletné fizenych podminek.

d) Péstovani donorovych rostlin v polnich podminkéch, sadby pro ¢asné letni odbéry
explantatt.. Motené osivo bylo vyseto na pole, dtlezité bylo protrhavani porostt, oSetieni
proti chorobam a sktidciim a ple¢kovani. Odebirana byla uzaviena poupata, jejichz délka
stopky Cinila alespont 5 mm a poupé¢ s ni sviralo thel 0—120°. Povrchova sterilizace byla
provadéna 70% ethanolem (v/v). Po oschnuti byly asepticky vypreparovany prasniky
abylo u nich stanoveno vyvojové stadium mikrospor. Stanoveni bylo provedeno
nepiimo, dle rozdilu délek okvétnich platki a semenikdl (1-10 mm), nebo piimo,
mikroskopicky dle velikosti vakuoly (stfedné jednojaderné stadium se vyznacuje
vakuolou vyplnujici pies 50 % objemu mikrospory). Byla zaloZena prasnikova kultura na
tuhém induk¢énim médiu (8 ks/@ 60 mm nebo 20 ks/@ 90 mm). Kultury byly umisténé do
termostatu (tma, 35 °C po dobu 24 hodin, poté snizeni teploty na 25 °C). Po vzniku
embryonalnich struktur byly kalusy pasaZzovany na regenera¢ni médium a po vzniku pryta
byly kultury pfeneseny z termostatu do ristové komory (teplota 25 °C, fotoperioda 16/8
hodin, intenzita osvétleni 200 umol/m?/s). Po zezelenani pryti byly zménény kultivaéni
podminky (teplota 18+2 °C, fotoperioda 9/15 hodin, intenzita osvétleni 120 pmol/m?/s).
Ve fazi 3-5 listd byly rostliny pfeneseny na médium bez hormoni (4-6 ks/100 ml
Erlenmeyerova banka) a po vzniku listové riizice pasazovany na zakotenovaci médium.
Dobte vyvinuté rostliny byly pfesazeny do Perlitu, umistény do nesterilnich podminek
a oSetieny fungicidem (propamocarb). Kvétniky s rostlinami byly zakryty perforovanou
folii (20 dni, poté byla odstranéna) a uloZzeny do kultivaéni komory (teplota + 18 °C,
intenzita osvétleni 80—-100 pmol/m?/s, hnojeni kazdych 14 dni). Po prokofenéni byly
rostliny presazeny do raselinného substratu. Pied zacatkem kveteni byla hodnocena

uniformita.
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Regenerace celistvych rostlin maku setého v in vitro kulturach byla testovana
a publikovana v ¢asopise Uroda (Klima a kol., (2014b). Byly pouzity kalusy
z prasnikovych kultur, dvou genotypt jarniho typu (24/6, OPP10 a OPP13) a jeden
genotyp ozimého typu méaku. Byly testovany tfi varianty regeneracniho a zakotenovaciho
média. Kazdy kalus byl pinzetami rozdélen na mensi ¢asti (8+2 mm), polozen na povrch
regenera¢niho média a kultivovan v termostatu (tma, 25 °C). Po vzniku pryth byly kultury
pfeneseny do kultivaéni komory (teplota 25 °C, fotoperioda 16/8 hodin, intenzita
osvétleni 200 umol/m?/s). Jakmile pryty zezelenaly, byly zménény péstebni podminky
(teplota 18+2 °C, fotoperioda 9/15 hodin, intenzita osvétleni 120 pmol/m?/s). Ve fazi 3—
5 listd byly rostliny pfeneseny na zakofenovaci médium. Bylo testovano od kazdé

varianty médii 20 vzorka (pryti) ve tfech biologickych opakovénich.

3.4.2 Faktory ovliviiujici in vitro adrogenezi maku setého

3.4.2.1 Vyvojova faze mikrospor

Pti androgenezi maku seté¢ho jsou optimalni mikrospory ve vyvojové fazi sttedné
jednojaderné ¢i ¢asné dvojjaderné (Obr. 2) (Klima a kol., 2014a).
Charakteristické pro pozdné jednojaderné stadium je uloZeni jadra blizko bunécné stény
a velka vakuola vypliujici vice nez polovinu bunééného prostoru. Avsak v jednom
poupéti se mohou nachazet prasniky obsahujici mikrospory v ruznych vyvojovych
stadiich (Dieu a Dunwell, 1988). Pro kontrolu stadia mikroskopovanim je nutné pfipravit
roztlakovy preparat a také pfidat vhodné barvivo (naptiklad acetokarmin). Poté je mozné

sledovat vyvojové stadium pii zvétseni 400—600x (Klima a kol., 2014a).

3.4.2.2 Kultiva¢ni médium pro produkci homozygotnich linii méku

Béhem androgeneze je pouzivano nékolik typt kultiva¢nich médii:
a) Induk¢éni médium
Dieu a Dunwell (1988) doporucuje pro indukci kalusi médium A19, které
obsahuje 30 g/l sacharozy, 8 g/l agaru, 2 mg/1 2,4-D, 0,5 mg/l IAA, 0,5 mg/l BAP,
1 mg/l Kinetinu, hodnota pH 5,8-6,0.

Klima a kol. (2014b) indukovali kalus u tii genotypti maku na stejném médiu.
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b) Regenera¢ni médium
Pro regeneraci bylo pouzito vV obou publikacich regenera¢ni médium R, které
obsahuje 2 % sachardzy, 0,1 mg/l BAP a 0,5 mg/l KI. Pro urychleni regenerace
bylo pouzito i médium bez hormont. Z 367 ziskanych kalust regenerovalo 140
rostlin, pficemz z nékterych kalust regenerovalo rostlin vice (Dieu a Dunwell,
1988).
Regenerace rostlin u maku je povazovana za nejkriti¢téjsi fazi in vitro

androgeneze (Klima a kol., 2014a).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro indukci androgeneze byly rostliny méaku seté¢ho péstovany v rozdilnych

pestebnich podminkach:
-V polnich podminkach (Obr.1 A)
- ve skleniku (Obr.1 B)

Obrazek 1: Rostlinny material. A — rostliny maku setého péstované na poli; B — rostliny
maku setého péstované ve skleniku. Foto autor.

411 Odridy maku setého péstované v polnich podminkach

Tti odriady maku setého, ze kterych se odebirala poupata byly vysety 24. 9. 2019
na pozemku UP v Olomouci, Slechtiteld 27, na parcele 1721/9.

Oz patii mezi ozimé, stiedné rané, modrosemenné odridy typu slepdk. Jedna se
0 odriidu stfedné odolnou proti napadeni pleosporovou hnédou skvrnitosti maku
V tobolkéch, stfedné¢ odolnou proti plisnim. Rostlina je stfedné vysoka s nizkym
vyskytem hled’aki a stfedn€ vysokym az vysokym poctem tobolek. Vyuziti je prevazné
V potravinaiském pramyslu, vynos semen je vysoky. Semena obsahuji vysoké mnozstvi
oleje a nizké mnozstvi morfinu (UKZUZ, 2017).

Titan patii mezi ozimé odridy maku typu slepak, kterd je polopozdni
modrosemennd. Je méné¢ az stfedn€é odolny proti napadeni pleosporovou hnédou
skvrnitosti méaku v tobolkach a stitedné odolny proti plisnim. Rostlina maku je vysoka, se

sttedn¢ velkym poctem tobolek a nizkym az stfedné vysokym vyskytem hled’aka.
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Vyuziva se nejéastéji pro potravinaiské ucely. Obsah oleje v semenech vysoky, morfinu
nizky (UKZUZ, 2019).

Zeno Plus je ozima, stiedné rana, modrosemenna odrtuda typu slepak. Je méné
odolnd vi¢i napadeni helmintosporiézou v tobolkdch, méné az stfedné odolnd proti
plisnim. Rostlina méku je stfedné vysoka, méné odolna proti polehani i vyzimovani.
Vyskyt hled’akti je nizky az stiedné vysoky. Tato odruda se také vyuziva v potravinaistvi,
vynos semen je sttedn¢ vysoky az vysoky. Obsah oleje v semenech je vysoky, morfinu

nizky (UKZUZ, 2011).

Péstebni podminky na poli v obdobi od 1. 9. 2019 do 30. 6. 2020:
- Primérna teplota: 9,46 °C
- Primérna vlhkost: 77,1 %

- Primérné mésicni srazky: 43,11 mm
4.1.2 Odrudy a genotypy péstované ve skleniku

Patnact odrtid a hybridd maku setého byly péstovany ve skleniku P¥F UP v Olomouci,
Slechtiteld 27, budova 51, vysev semen 6. 10. 2020.
e 20/3 =Titan x Zeno Plus
e 20/20 = Azuritx Oz
e 20/24 = Harlekyn x Zeno Plus
e 20/30 = Harlekyn x Oz
e 20/36 = Zeno Plus x Maraton
e 20/39 = Zeno Plus x Maraton
e 20/40 = Zeno Plus x Maraton
e 20/42 = Zeno Plus x Maraton
e 20/47 = Aplaus
o 20/48=0z
e 20/49 = Zeno Plus
e 20/50 = Titan
e 20/52 = Opex

e 20/53 = Bez nazvu — ozimy (z genofondu)
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e 20/54 = Orbis

Péstebni podminky ve skleniku:
- Teplota: den 22 °C, noc 18 °C
- Svételné podminky: piisvétlovani 6:00-8:00, 17:00-12:00
- Intenzita osvétleni: 500 pmol/m?/s

- Maék byl osetten TS Trisolem.

4.2 Pristrojové vybaveni

V ramci bakalaiské prace byly pouzity tyto pfistroje:
e Predvazky Boeco Germany
e Analytické vahy BEL Engineering® s.r.1
e Michacka magnetickd vicemistna bez topeni POLY 15 VARIOMAG®,
130-990 ot./min
e pH metr inoLab® pH 7110 SET 4
e Vodni lazen Grant SUB
e Parni sterilizator BMT VIPO
e Stolni lupa PZO WARSZAWA Nr. 7079
e Laboratorni inkubator INCUCELL 55— ECO line
e Laboratorni inkubator Biological Therm — BT 120
e Rustova sktiftka Conviron Adaptis CMP 6010

e Pratokovy cytometr Sysmex CyFlow Space

Prace ve sterilnich podminkach byla provadéna v laminarnich boxech:
e Thermo Scientific CLEAN BENCH HERAGUARD HPH 50-60 Hz,
1300 W
e Gelaire Laminar Air Flow 220 V, 50 Hz
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4.3 Pouzité chemikalie

4.3.1 Priprava médii

Pro ptipravu médii byly pouzity tyto chemikalie
e Phyto Agar, Duchefa Biochemie B. V., Cat. No. 1003.1000
e Sacharéza, Lach-Ner, Cat. No. 40135-APO-G-0500-1
e Murashige a Skoog medium including vitamins, Duchefa Biochemie B. V.,
Cat. No. M0222.0050
e Casein Hydrolysate, Sigma-Aldrich, Cat. No. 22090-100G
e Rustové regulatory:
o 2,4-D, Duchefa, Prod. No. D0911.0100
o BAP, B3408
o |IAA, Sigma, Cat. No. 1-9837
o IBA, Cat. No. 1-5386
o Kil, Sigma, K-3378
o NAA, Sigma, N-0640
o Zeatin riboside, Z-0879
o PEO-IAA, poskytnuto Astou Zukauskaite, Dr.,Ph.D.
o Auxinole, poskytnuto Astou Zukauskaite, Dr.,Ph.D.

4.4 Metody

Pro produkci homozygotnich rostlin maku ziskanych kultivaci prasnikt v in vitro
podminkach byla pouzita metodika, ktera byla vypracovdna v ramci vyzkumného
projektu TACR TA01010375 feseného VURV, v. V. i.: Metodika in vitro kultivace maku
setého a produkce homozygotnich materidlti pro Slechtitelské¢ vyuziti (Klima a kol.,
2014a). V ramci bakalaiské prace byly nékteré kroky metodiky modifikovany. Bylo
testovano predpusobeni (24 hodin v 35 °C) rostlinného materialu a rizné slozeni

kultivaénich médii.
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4.4.1 Odbér maku

4.4.1.1 Mak péstovany v polnich podminkach

Uzaviena poupata maku byla odebrana i s ¢asti stonku. OdstfiZzeni stonku bylo
provedeno pod prvnim listem. Stonek s poupaty byl umistén do kadinky se studenou
vodou a do laboratote byly vzorky pieneseny v polystyrenové krabici v co nejkratsi dobé.

Z poupat byly izolovany prasniky a kultivovany v den odbéru.
4.4.1.2 Mak péstovany ve skleniku

Z rostlin maku byla odebrana uzaviena poupata raznych genotypt. Odbér byl
proveden stejnym zpusobem jako u vzorkt z pole, v co nejkratsim case. Z poupat byly

izolovany praSniky a kultivovany v den odbéru.

4.4.2 Povrchova sterilizace poupat a izolace prasniki

Poupata byla oddélena od stonku a sterilizovana pomoci rozpraSovace 70%
ethanolem (v/v). Po 10 minutach, po oschnuti 70% ethanolu byla poupata ptenesena na
Petriho misku (@ 90 mm). Izolace prasnikt byla provedena pinzetou a skalpelem pod
stolni binokularni lupou s osvétlenim. Nejdiive byly odstranény kali$ni a okvétni platky,
poté byla oddélena baze semeniku, ze které byly oddéleny nitky s prasniky. Skalpelem
pak byly nitky z prasnikti odstranény.

4.4.3 Mikroskopické stanoveni vyvojové faze mikrospor

Pro zjiSténi vyvojové faze mikrospor byla vybrana poupata riznych velikosti,
z nich byly vypreparovany prasniky. Z prasnikti byly pfipraveny roztlakové preparaty
obarvené acetokarminem. Pfipraveny preparat byl pozorovan pod mikroskopem pfi
zvétSeni (400x). Pro androgenezi méaku je doporucovano stfedné jednojaderné vyvojové
stadium mikrospory, vyznacujici se velkou vakuolou, jejiz objem zajima vice neZ

polovinu mikrospory.

4.4.4 Priprava kultivaénich médii

Ve sklenéné lahvi s GL uzavérem byla smichana polovina objemu deionizované

vody s Phyto-agarem. Roztok byl vlozen do autoklavu a sterilizovan (100 kPa, 121 °C).
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Do druhé poloviny objemu vody bylo za stalého michani na magnetické michacce
pfidano MS médium (Cat. No. M0222.0050, 4,4 g/l), kasein hydrolyzat, sachardza
arastové regulatory. Po doplnéni deionizovanou vodou na stanoveny objem bylo
zméfeno pH. V piipade€, ze bylo pfilis nizké, bylo pH upraveno roztokem 1M KOH.
Ptipravené médium bylo sterilizovano filtraci, za pouziti plastového filtru (Thermo
Scientific NALGENE, 0,2 um a PES 75 nm). Obé lahve se sterilnimi roztoky byly
vytemperovany ve vodni lazni na teplotu 60 °C asmichany v lamindrnim boxu.
Ptipravené indukéni médium bylo rozlito do Petriho misky @ 60 mm po 10 ml nebo do
©® 90 mm po 25 ml. Regeneratni médium bylo nalito po 25 ml do 100ml
Erlenmeyerovych ban¢k.

4.4.4.1 Ptiprava rostlinnych hormoni

Byly ptipraveny zasobni roztoky u vSech ristovych regulatort, které byly pfidavany do

médii, v koncentraci Img =1 ml.

4.4.4.2 Ptiprava média pro indukci kalust

V ramci bakaléiské prace bylo celkem pfipravena a testovana tii kultivani indukéni

média.

1) Médium A.l podle Diue a Dunwella (1988) (Tab. 2)
Tabulka 2: Slozeni induk¢éniho média A.l (Dieu, Dunwell, 1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4.4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharé6za 30 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Rustové regulatory Mnozstvi
2,4-D 2 mg/l
IAA 0,5 mg/l
BAP 0,5 mg/l
Kl 1 mg/l
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2) Médium A.II, mnou navrzena modifikace média Dieu a Dunwella (1988) (Tab. 3)

Tabulka 3: Slozeni induk¢niho média A.II, modifikace A.l (Dieu a Dunwell, 1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sachar6za 30 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
2,4-D 2 mg/l
BAP 1 mg/l
IAA 0,5mg

3) Médium CHU (N6) (Ohnoutkova a kol., 2019)
Toto médium se pouziva na indukci androgeneze u je¢mene bylo vSak testovano

I U androgeneze maku.

4.4.4.3 Ptiprava média pro regeneraci rostlin

Pro regeneraci rostlin bylo celkem pfipraveno 8 regeneranich médii. Zakladem
vSech kultivacnich médii bylo 4,4 g/l MS média véetné vitamintli a do vSech médii bylo
pfidano 20 g/l sachardzy a 1000 mg/l kasein hydrolyzatu. Jednotlivd média se od sebe

lisila obsahem a koncentracemi rustovych regulatorti.

1) Médium B.I podle Diueho a Dunwella (1988) (Tab. 4)

Tabulka 4: Slozeni kultivaéniho média B.I pro regeneraci rostlin (Dieu, Dunwell, 1988)

Organické komponenty MnozZstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sachar6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Rustové regulatory Mnozstvi
BAP 0,1 mg/l
Kl 0,5 mg/l
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2) MS médium bez hormonu (Dieu, Dunwell, 1988) (Tab. 5)

Tabulka 5: Slozeni kultivaéniho média pro regeneraci rostlin — bez hormont

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sachar6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l

3) Médium MS-J — ptivodné pro regeneraci je¢mene (Tab. 6)

Tabulka 6: Slozeni kultivaéniho média pro regeneraci rostlin — ptivodné pro regeneraci

je¢mene
Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharo6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
NAA 0,5 mg/l
Kl 0,5 mg/l

Média pro regeneraci pryti se Zeatin ribosidem: ZR1, ZR2.

4) Médium ZR1 (Tab. 7)

Tabulka 7: Slozeni kultiva¢niho média pro regeneraci rostlin se Zeatin ribosidem (ZR1)

Organické komponenty MnozZstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharo6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Rustové regulatory Mnozstvi
Zeatin riboside 0,5 mg/l
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5) Médium ZR2 (Tab. 8)

Tabulka 8: Slozeni kultivaéniho média pro regeneraci rostlin se Zeatin ribosidem (ZR2)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sachar6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
Zeatin riboside 1 mg/l

Média B.1I, B.III a B.IV obsahuji inhibitory auxini PEO-IAA a Auxinole:

6) Médium B.II, modifikace Dieu a Dunwella (1988) (Tab. 9)

Tabulka 9: SloZeni regeneraéniho média B.II (2021), modifikace B.I (Dieu, Dunwell,
1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharo6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové reguldtory Mnozstvi
BAP 0,1 mg/l
Kl 0,5 mg/l
PEO-1AA 1 mg/l
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7) Médium B.III, modifikace Dieu a Dunwella (1988) (Tab. 10)
Tabulka 10: SloZeni regenera¢niho média B.III (2021), modifikace B.I (Dieu, Dunwell,
1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4,4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sachar6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
BAP 0,1 mg/l
Kl 0,5 mg/l
PEO-IAA 2 mg/l

8) Médium B.IV, modifikace Dieu a Dunwella (1988) (Tab. 11)
Tabulka 11: Slozeni média B.IV (2021), modifikace B.I (Dieu, Dunwell, 1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 4.4 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharo6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
BAP 0,1 mg/l
Kl 0,5 mg/l
Auxinole 1 mg/l
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4.4.4.4 Ptiprava média pro tvorbu kofenového systému

Pro indukei riistu kofenti bylo pfipraveno pouze jedno médium.
1) Médium Cx, modifikace Dieu a Dunwella (1988) (Tab. 12)
Tabulka 12: Slozeni kultivacniho média Cx (2021), modifikace C (Dieu, Dunwell, 1988)

Organické komponenty Mnozstvi
MS 2,2 g/l
Kasein hydrolyzat 1000 mg/I
Sacharo6za 20 g/l
Phyto agar Duchefa 6 g/l
Ristové regulatory Mnozstvi
IBA 2 mg/l

Vsechna uvedena média byla ptipravena s hodnotou pH 5,8-6,0.

Poznamka:

Zeatin riboside — NG6-(trans-4-hydroxy-3-metyl-2-buten-1-yl)adenosin, v piirodé se
vyskytujici cytokinin, indukuje déleni bunék a stimuluje proliferaci vyhonku, aktivuje
genovou expresi a metabolickou aktivitu.

PEO-1AA — (kyselina 2-(1H-indol-3-yl)-4-ox0-4-fenyl-maselna), inhibitor auxind.
Auxinole — (kyselina 4-(2,4-dimethylfenyl)-2-(1H-indol-3-yl)-4-oxobutanova) inhibitor
auxint, vaze se na TIR1/AFB receptory, pfimo na TIR1, tim je blokovan vznik komplexu

TIR1-1AA-Aux/IAA a genova exprese auxintl.
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Obrazek 2: Strukturni vzorce, zleva: trans-Zeatin riboside, PEO-IAA, Auxinole; Pfevzato:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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445 Kultivace prasniki

Na médium Vv Petriho miskach @ 60 mm byl pomoci vysterilizované pinzety
a skalpelu ptenesen praSnik tak, aby se jizva po nitce nedotykala média. Jednotlivé
prasniky byly pokladany na povrch média tak, aby se mezi sebou vzajemné nedotykaly.
Petriho miska byla uzaviena parafilmem a kultivovana v inkubatoru ve tmé pii teploté
24 °C. Prtiblizné po Sesti tydnech byly kalusy pasaZzovany na regeneracni médium

a kultivovany v rastové komoie Adaptis (23 °C, 16 hodin svétlo a 8 hodin tma).

446 Pasazovani

Kalusy na regenera¢nim médiu byly kazdé tfi az Etyfi tydny pasazovany na noveé

médium.
4.4.7 Stanoveni ploidie regenerovanych rostlin

Ploidie regenerovanych rostlin byla stanovena pratokovym cytometrem, podle
obsahu jaderné DNA. Stanoveni bylo provedeno pod vedenim Mgr. Petra Capala, Ph.D.
na pracovisti Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i.

Vzorky byly ptipraveny podle protokolu Dolezel a Gohde (1995). Mladé listy o velikosti
1 cm byly odebrany z regenerovanych rostlin v bankach. List byl na Petriho misce
rozsekan v 0,5 ml roztoku Otto I, pfefiltrovan pfes nylonovou membranu do nové
zkumavky a piidan byl 1 ml roztoku Otto I1. Ke vzorku bylo piidano 2 ul proteazy a 5 ul
propidium iodidu. Ploidie ptipravenych vzorkt byla zjisténa prutokovym cytometrem
Sysmex CyFlow Space. Analyzované vzorky byly srovnavany s diploidni kontrolni

rostlinou.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni vyvojové faze mikrospory v zavislosti na velikosti poupat

5.1.1 Stanoveni vyvojové faze mikrospory

Vyvojové stadium mikrospory bylo stanoveno svételnym mikroskopem Olympus
BX 50 (zvétseni 400x). Byl pfipraven roztlakovy preparat prasnikd poupat riznych
velikosti. Jako idedlni vyvojové stadium mikrospor pro zisk haploidnich/dihaploidnich
rostlin maku setého je uvadéno stiedné jednojaderné (Dieu a Dunwell, 1988; Klima
akol., 2014a).

Obrazek 3: Vyvojova stadia mikrospor, barveno acetokarminem
(zvétSeni 400x). A, B — stfedné jednojaderné stadium (K-OZ, O-
0Z2); B —Kkligici otvor (8ipka); C, D — dvojjaderné stadium (H-ZE);
E — pylové mit6za; F — neziva mikrospora. Foto autor.
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Pod mikroskopem byly pozorovany mikrospory se staddiem stiedné

jednojadernym, dvojjadernym, dokonce i mikrospory s probihajici pylovou mitézou
(Obr. 3).

5.1.2 Optimalni velikost poupat pro izolaci mikrospor

a)

Poupata z pole: Z pole, ze tii odrid byla odebrana poupata rizné velikosti
a délky stonku mikrospor (Obr. 4 A). U vypreparovanych prasnikii byla stanovena
vyvojova stadia mikrospor. U odridy Oz, poupéte znaceného K-OZ bylo zjisténo
optimdlni stfedn¢ jednojaderné stadium mikrospory, poupé mélo délku 23 mm,
stonek byl dlouhy 20 mm a prasnik 3 mm. U druhého poupéte stejné odrudy
znaceného O-OZ, které mélo délku 26 mm, stonek 19 mm a prasnik 3,5 mm, bylo
taktéz zjisSténo optimalni, stiedné jednojaderné stadium mikrospor. Dvojjaderné
stadium bylo pozorovano u poupéte H-ZE odriidy Zeno Plus o délce 40 mm, jehoz
stonek méfil 41 mm a prasnik 4 mm.

U nékterych poupat vétSich délek pfesto v nékterych ptipadech byly
prasniky mensi velikosti (G-ZE) i naopak u malych poupat byly pfitomny
prasniky dlouhé (P-OZ). Proto nelze jednozna¢né prokazat spojitost mezi délkou

poupéte, délkou jejich prasnikil a vyvojovym stddiem mikrospory.

Obrazek 4: Stanoveni vyvojové faze mikrospory v zavislosti na velikosti poupat
A — Vyvojova stadia poupat s ohledem na velikost stopky; B — poupé O-OZ; C — poupé K-OZ.
Foto autor.
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b) Poupata ze skleniku: Jelikoz se u piedchoziho experimentu neprokazalo, Ze by
délka poupéte urCovala i vyvojové stadium mikrospory, byla ze skleniku
odebirana poupata riznych velikosti (0d 18 do 30 mm). Také bylo u vzorkd z pole
zjisténo, ze nejvice kalusi roste z prasnikii o velikosti 4 mm (52 %) a 3 mm
(33,9 %), proto zrostlin péstovanych ve skleniku byla pro kultivaci vybrana

poupata s prasniky o podobné délce.

5.2 Sterilizace poupéte

Bylo zjiSténo, Ze dostacujicim sterilizaénim prostfedkem poupat pted preparaci
prasnikt byl 70% ethanol. Z celkovych 96 Petriho misek bylo kontaminovano pouze $est.
Vsechny tyto kultivované prasniky byly izolovany z poupat rostlin péstovanych v polnich

podminkach.

5.3 Androgeneze maku 7z rostlinného materialu péstovaného v polnich

podminkach

5.3.1 Indukce kalusu

Z rostlin péstovanych v polnich podminkach bylo v obdobi od 25. kvétna do
1. Cervence 2020 odebrano 29 poupat ze tii riznych odrdd (OZ, Titan, Zeno
Plus). Primérna délka poupat ¢inila 28 mm. Z poupat byly vypreparovany prasniky
0 prumérné délce 3,5 mm. Na dvou indukénich médiich (A.I a MNG6) bylo celkem
kultivovano 2271 prasnikl, které byly vpriméru po 41 praSnicich kultivované
v 56 Petriho miskach @ 90 mm (Obr. 3 A). Na indukénim médiu A.I bylo kultivovano
1513 prasnikil a na médiu MNG6 bylo kultivovano 758 prasniku.

Po 6 tydnech kultivace v termostatu, ve tm¢, pii 24 °C byla hodnocena indukce
kalust.
Na médiu A.I byl pozorovan rozdil v indukci kalusti u jednotlivych odrid. Nejvétsi
procento reagujicich prasnika bylo pozorovano u odriidy Oz (10,2 %, 107 kalust), ze
135 kultivovanych prasnikt odrudy Titan 5,9 % tvofilo kalus (8 kalusti). U odridy Zeno
Plus bylo kultivovano 333 pra$niki, u zddného z nich nebyl kalus indukovan. Na médiu

MNG6 nedoslo k zadné tvorb¢ kalusi (Tab. 13).
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Tabulka 13: Indukce kalust

Indukéni médium

Al MNG6
Pocet Pocet Pocet Pocet
Odrada kul‘EiV,O\:an}'/ch reagujr'icoich % kul'EiV’O\:al’l}"Ch rea{guj: icoich %
prasniki prasnikt prasnikt prasniki
Oz 1045 107 10,2 564 0 0
Titan 135 8 59 67 0 0
Zeno+ 333 0 0 127 0 0
Celkem 1513 115 7,6 758 0 0

Dobte rostouci kalusy byly pasazovany na regenera¢ni médium B.I a kultivovany
na svétle v rustové komote. Po dvou mésicich, kdy nedochazelo k regeneraci, byly kalusy
pasazovany na médium bez hormonti nebo médium pro regeneraci jeémene. Po mésici
bylo vyzkouSeno dalsi regenera¢ni médium s ptidavkem Zeatin ribosidu (ZR1), kdy doslo
k rastu kalust. Kultivace na médii ZR 1 trvala 5 mésicti, médium bylo obménovano kazdy
meésic. Po celou dobu kultivace nedochéazelo na zadném z médii k regeneraci, kalusy byly
svétle hnédé a vodnaté (Obr. 5 C, D).

Celkové vysledky indukce kalusti, donorovych rostlin péstovanych na poli
v Piiloze | (Tab. 17).
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Obrazek 5: Pribéh kultivace prasniku maku setého z rostlin péstovanych v polnich
podminkach. A — Kultivace prasnikd maku v in vitro podminkach, médium MN6; B —
Indukce kalusu maku setého na médiu A.L, 6 tydnt kultivace, vznik kalusu z nitky
(¢erna Sipka), vznik kalusu z prasniku (oranzova Sipka); C — Kalusy na médiu bez
hormont, po druhé pasazi na regeneraénim médiu; D — Kalusy po pfidani Zeatin
ribosidu (médium ZR2) po dvou mésicich kultivace. Foto autor.

5.4 Androgeneze maku Z rostlinného materialu péstovaného ve skleniku

54.1 Kaultivace prasniki

V obdobi od 13. ledna do 3. tnora 2021 bylo odebrano dohromady 40 poupat
15 genotypti, které byly péstovany ve skleniku. Primérna délka poupat byla 24 mm,
prumérna délka prasniki byla 3,5 mm. Na dvou induk¢nich médiich (A.I a A.II) bylo
celkem zalozeno 41 Petriho misek (@ 60 mm) s 2069 prasniky. Na médiu A.I bylo
kultivovano 1250 praSnik a na A.Il 819 prasniki. Petriho misky byly rozdéleny na
polovinu a na kazdé poloviné byl kultivovan jiny genotyp. Kultivovany byly ve tmé&, pii

teploté 24 °C.
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U nékterych prasnika genotypt 20/30, 20/48 20/49, 20/36, 20/03, 20/20, 20/24,
20/42, 20/52, 20/53 a 20/54 byla na za¢atku kultivace nastavena po dobu 24 hodin teplota
35 °C. U prasnikt, kde bylo aplikovan stres ve formé tepelného piedpuisobeni nebyl
sledovan vliv na indukci nebo kvalitu kalust.

Po 8 tydnech kultivace byla hodnocena indukce kalusti. Nejvice kalusti na médiu
A.I bylo indukovano u genotypu 20/53 (25 %,7 kalusti), avSak bylo kultivovano pouze
28 praSnika. Nejvyssi pocet reagujicich prasnikl, které vytvareji kalus bylo ziskano
u genotypu 20/30, celkem 27 z 218 prasniki (12,4 %). Dale byl vznik kalust pozorovan
u genotypu 20/20 (7 %, 6 kalust), 20/42 (4,5 %, 7 kalusti), 20/50 (17,8 %, 7 kalus). Na
médiu A.IT doslo k indukei kalusii pouze u genotypu 20/30 (9 %, 19 kalusti) (Tab 14).

Tabulka 14: Indukce kalust

Indukéni médium

Al Al

Pocet Pocet Pocet Pocet
20/03 37 0 0 0 0 0
20/20 86 6 7 0 0 0
20/24 55 0 0 0 0 0
20/30 218 27 12,4 212 19 9
20/36 120 0 0 79 0 0
20/39 69 0 0 68 0 0
20/40 67 0 0 67 0 0
20/42 157 7 4,5 118 0 0
20/47 76 0 0 79 0 0
20/48 46 0 0 40 0 0
20/49 49 0 0 47 0 0
20/50 45 8 17,8 37 0 0
20/52 74 0 0 40 0 0
20/53 28 7 25,0 32 0 0
20/54 123 0 0 0 0 0
Celkem 1250 55 4.4 819 19 2,3
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Celkové vysledky indukce kalust, donorovych rostlin péstovanych ve skleniku
v Ptiloze Il (Tab. 18).

Dobte rostouci kalusy byly pasdzovany na regeneracni médium ZR1 nebo na
regeneracni médium B.l. (Klima a kol.,2014a). Kultivovany byly Vv ristové komote pfi

teploté 16 °C, fotoperiod¢ 16/8 hodin.

5.4.2 Regenerace rostlin

Po ¢tyfech tydnech a opakovanych pasazich, vzdy po dvou tydnech, nedochazelo
k regeneraci rostlin na médiu B.l (Klima a kol.,2014a), ani na médiich, do kterych byl
ptidan Zeatin riboside (ZR1, ZR2). Kalusy na médi B.I byly svétle hnédé a vodnaté,
kdezto na médiu ZR1 byly tmavé a suché. Po konzultaci s doc. Karlem Dolezalem bylo
doporuceno pro regeneraci pouzit inhibitory auxinii PEO-IAA v médiu B. II. Po pfidani
PEO-IAA dochazelo po tydnu ke vzniku embryonalnich struktur na povrchu kalust
(Obr. 6 B) a po dalsim tydnu ke vzniku zelenych center u kalust, které byly ptivodné na
médiu ZR1 (Obr. 6 C). Po dalsich tfech tydnech se objevily prvni listy (Obr. 6 D). Kalusy
se zelenymi listy byly pfeneseny na médium B.III, na kterém po ctyfech tydnech listy
dorostly délky 3-5 cm (Obr. 6 F). Takto vzrostlé rostliny byly pasazovany na
zakotenovaci médium Cx a byla u nich zjiStovana ploidie pomoci pritokové cytometrie.

K Uplné regeneraci doslo pouze u genotypu 20/30. VSechny regenerované rostliny
pochazely z prasnikti jednoho poupéte. Celkem z 23 kalust regenerovalo 6 rostlin
(23,1 %) (Tab. 15).
Tabulka 15: Regenerace rostlin, kombinace médii ZR 1, B.II, B.III

Regenera¢ni médium

ZR1 > B.lIl > B.1lI
Pocet Pocet
Genotyp EZIIIIISV{;)Vanych ig%;ri’rffo"anwh %
20/20 10 0 0
20/30 26 6 23.1
20/42 1 0 0
20/50 2 0 0
20/53 8 0 0
Celkem 47 6 12.8

46



Obrazek 6: Vyvoj kalust maku setého z prasniki donorovych rostlin genotypu 20/30 péstovanych
ve skleniku A — Indukce kalusti na médiu A.I, po 7 tydnech kultivace; B — Tvorba embryonalnich
struktur na kalusu po tydnu kultivace na médiu B.1I; C — Tvorba zelenych center uvniti kalusu po
dvou tydnech kultivace na médiu B.II; D — Vznik prvnich listi na médiu B.II po péti tydnech
kultivace a dvou pasazich; E — Rust listové ruzice po tydnu kultivace na médiu B.III; F — Rostlina
maku setého ve fazi n€kolika pravych listl po 4 tydnech kultivace na médiu B.III. A,F foto autor.
B-E foto Blahousek.

Kalusy, u kterych nedochazelo k regeneraci byly po dohodé s doc. Karlem
Dolezalem ptfeneseny na médium B.IV, které obsahuje inhibitor auxinli Auxinole.

Auxinole ma silngjsi ucinek jak PEO-1AA i v nizsich koncentracich. Po ptidani 1mg/I

47



Auxinole dochézelo po tiech tydnech kultivace ke vzniku zelenych center u kalust

z poupat 20/30.1a, 20/30.5a, 20/30.5b, 20/30.8b (Obr. 7).

Obrazek 7: Tvorba zelenych center pifi pouziti inhibitoru auxini Auxinolu
(20/30.1a), kultivace na médiu B.IV po dobu tfi tydnu. Foto Blahousek.

5.4.1 Stanoveni ploidie regenerovanych rostlin

U 6 regenerovanych rostlin, jejichz listy dosahovaly délky 3—5 cm byla zjisténa
ploidie pomoci prutokové cytometrie. S diploidni kontrolni rostlinou (2n) byly
srovnavany vysledky analyzy vSech zkoumanych regenerovanych rostlin. VSechny
analyzované rostliny pochazely z genotypu 20/30.5a. Je zajimavé, Ze vSechny
regenerované rostliny pochazi z riznych prasnikd jednoho poupéte. U vSech téchto
rostlin byl zjistén diploidni pocet chromozomovych sad (2n = 2x = 22) (Obr. 8). Nelze
s urCitosti fi¢i, zda tyto diploidni rostliny vznikly regeneraci z diploidniho pletiva

prasnikil, nebo vznikly spontanni dihaploidizaci.
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Kontrolni diploidni rostlina (2n = 2x)
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Obrazek 8: Stanoveni ploidie priutokovym cytometrem. A — Kontrolni diploidni rostlina

maku; B — Regenerovana diploidni rostlina genotypu 20/30.5a-1; C — Regenerovana
diploidni rostlina genotypu 20/30.5a-2b.
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6 Diskuze

Tématika androgeneze maku setého byla doposud publikovana pouze v jedné
zahrani¢ni védecké praci (Dieu a Dunwell, 1988). Dalsim dostupnym zdrojem je
,Metodika in vitro kultivace maku setého a produkce homozygotnich materialti pro
Slechtitelské vyuziti* vypracovana Vyzkumnym tstavem rostlinné vyroby, v. v. i. (Klima
a kol., 2014a). Metodika byla vypracovana v ramci vyzkumného projektu TACR
TA01010375 ,,Vyuziti progresivnich biotechnologickych metod ve Slechténi maku
setého®. Kalusy z prasnikii maku setého, ziskané z ptedchozich experimentli, vcetné
metodiky, byly pouzity k testovani regenera¢ni schopnosti a tvorby kofenii (Klima a kol.,
2014b). Byly testovany tfi rtizné varianty agarem solidifikovanych médiich s riznymi
rustovymi regulatory. Ob¢ prace (Klima a kol., 2014a; Klima a kol., 2014b) vychazi
z publikace Dieu a Dunwell (1988).

Z obou publikovanych zdroju vyplyva, ze je velmi dulezity zptsob péstovani
donorovych rostlin. Dieu a Dunwell (1988) péstovali donorové rostliny V fizenych
podminkach rastové komory (péstebni podminky: 35 dni 15 °C, fotoperioda 12 hodin,
intenzita osvétleni 200 umol/m?/s nebo 240 pmol/m?/s). Po mésici byla polovina
donorovych rostlin pfenesena na pole, druha polovina rostlin byla kultivovana v rustové
komote (teplota 25 °C, fotoperioda 16 hodin, intenzita osvétleni 240 umol/m?/s). Klima
a kol. (2014a) péstovali donorové rostliny ¢tyfmi zptsoby, ve skleniku nebo v poli,
Vv zavislosti na obdobi odbéru explantati. Diraz byl pfikladan na piihnojovani
a presazovani rostlin.

Z naSich experimentu vyplyva, Ze v procesu androgeneze je velky rozdil v indukci
kalust a regeneraci rostlin mezi donorovymi rostlinami, které jsou péstovany v polnich
podminkach a v fizenych podminkach, ve skleniku. U praSnikd, které byly odebrany
z rostlin péstovanych napoli doslo sice kindukci kalust, ale nikoli k regeneraci.
U prasnikli zrostlin péstovanych ve skleniku byla pozorovdna indukce kalusi
i regenerace rostliny. Asif (2013) ve své praci uvedl, ze donorové rostliny u vétSiny
druht, které jsou péstované v fizenych podminkach skleniku poskytuji lepsi embryogenni
odpoved’ nez rostliny péstované na poli.

V bakalatské praci, stejné jako v publikaci Klima a kol. (2014a), byl pro sterilizaci
poupat pouzit 70% ethanol. Ukazalo se, Ze tato pouzita sterilizace je dostacujici, vyskyt

kontaminace v nasich experimentech byl minimalni (6/96). Dieu a Dunwell (1988)
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pouzili 95% alkohol, ktery je zbyte¢né pfili§ koncentrovany a mohl by mit negativni vliv
na vitalitu prasnikd.

U nékterych druhti rostlin predptsobeni, at’ jiz chladové nebo tepelnym Sokem,
vyvolava zvySeni androgenni schopnosti. Dieu a Dunwell (1988) ve svych experimentech
aplikovali chladové predptisobeni 0, 2 a 7 dni pti 7 °C. Zjistili, ze chladové predptisobeni
u n¢kterych odriid zvySuje po sedmi dnech tvorbu kalusti. Bez chladového predptisobeni
se vytvarelo 2,4 kalusti/100 prasnika, po sedmi dnech chladového ptedptsobeni bylo
indukovano 6,0 kalust/ 100 prasnikt.

V bakalatrské praci bylo testovano piedpisobeni tepelnym Sokem pii 35 °C po
dobu 24 hodin. U analyzovanych prasnikd nebyl zaznamenan zadny vliv na indukci
androgeneze.

Dulezité je pted kultivaci urCit vyvojové stddium mikrospory. Dieu a Dunwell
(1988) urcovali vyvojové stadium mikroskopicky a stanovili jako optimalni jednojaderné
stadium. Sledovali i vyvoj mikrospor v dalSich stadiich vyvoje po dobu 21 dni. Klima
akol. (2014a) stanovovali vyvojové stadium mikrospory také mikroskopicky, podle
velikosti vakuoly, ale i neptimo, podle délky okvétnich platkd a semeniku. Jako optimalni
stadium urcili stfedn¢ jednojaderné az Casné dvojjaderné.

V nasem experimentu odridy vykazovaly rozdily mezi velikosti poupéte
a velikosti prasnikd. Jako limitujici faktor u indukce androgeneze maku se prokazala
velikost prasnikii, ne velikost poupéte. Podle velikosti poupéte a stopky se nedala predem
urcit velikost prasnikti. Velikost poupat, ve kterych byly prasniky v jednojaderném stadiu
se lisila u rostlin, které byly péstovany na poli a téch, které byly péstovany ve skleniku.
androgeneze, indukci kalusi a regeneraci rostlin je vliv genotypu. Kahrizi a kol. (2011)
zkoumali vliv 12 genotypt na androgenezi jeCmene a zjistili, ze u dvou genotypi je
mnohem vyssi indukce kalust neZ u ostatnich genotypi (No. 9 74,792 % a No.7 62,915
%). Nejvyssi regenerace byla pozorovana u genotypu, ktery tvofil nejvétsi procento
kalustt (No. 9 7,293 %). Klima a kol. (2014b) pozorovali nejvyssi regeneraci prytl
z kalusi u ozimé odriady maku genotypu 24/6 (60 %). Naopak Dieu a Dunwell (1988),
kteti se zabyvali indukci kalust z prasnikti u 43 genotypt, kdy 25 z nich reagovalo,

zjistili, Ze genotyp neni limitujicim faktorem androgeneze.
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U nami zkoumanych kalusti doslo k regeneraci rostlin pouze u kalust genotypu 20/30
(23,1 %).

V neposledni fadé hraje vyznamnou roli sloZeni induk¢niho a regeneracniho
média. Dieu a Dunwell (1988) pouzili pro indukci kalust z prasniki MS médium bez
hormoni a médium A.19, které obsahovalo fytohormony (2 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l 1AA,
0,5 mg/l BAP, 1 mg/l KI). Médium A.19 ma stejné sloZeni jako médium A.l, které bylo
pouzito v této bakalarské praci i jako médium A (Klima a kol., 2014a). Ze 158 poupat,
které byly kultivovany na médiu A.19 byly indukovany kalusy u 75 poupat (47,5 %). Na
MS médiu nedochdzelo k zadné indukci.

V ramci bakalatské prace byla nejvyssi indukce kalust pozorovéana na indukénim
médiu A.1 (6,2 %). Na médiu A.1l byla indukce 2,3 %, na médiu MNG6 se kalusy netvofily.
Pro regeneraci rostlin pouzil Dieu a Dunwell (1988) médium R, které je shodné s médiem
B (Klima a kol. 2014a) a také s médiem B.I pouzitym v bakalatské praci. Dieu a Dunwell
(1988) zjistili, ze regenerace se urychli prenesenim rostlin z média R na MS médium bez
hormonii. Z 367 ziskanych kalust regenerovalo celkové 140 rostlin, n€které z rostlin
pochazely ze stejnych kalust. Ploidie byla stanovena u 63 rostlin, potvrzena byla
1 haploidni rostlina, 2 mixoploidni a 60 diploidnich. Aneuploidni rostliny nebyly
pozorovany.

V naSich experimentech bylo pouZito osm regenera¢nich médii. Nejvyssi
regenerace bylo dosaZzeno na kombinaci médii ZR1 (0,5 mg/l Zeatin riboside), B.II
(0,1 mg/I BAP, 0,5 mg/l KI, 1 mg/l PEO-IAA) a B.111 (0,1 mg/l BAP, 0,5 mg/I KI, 2 mg/I
PEO-IAA). Ze 4340 prasniki regenerovalo pouze 6 rostlin, vSechny byly z genotypu
20/30. Pomoci pritokové cytometrie bylo zjisténo Ze vSechny rostliny byly diploidni
(2n= 2x = 22). Donorové rostliny regenerovanych rostlin pochazely, které byly

pestovany ve skleniku.
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[ Zavér

V ramci bakalarské prace byla zpracovana literarni reSerSe, kde byly shrnuty
dosavadni dostupné informace o péstovani maku setého a o androgenezi.

V praktické ¢asti byly kultivovany prasniky maku setého riznych odriid 1 genotypt,
které byly péstovany v riznych podminkach, na poli nebo ve skleniku s cilem ziskat
haploidni ptipadn¢ dihaploidni rostliny.

Pro indukeci kalusti byly pouzity tfi indukéni média. K nejvyssi indukci kalusa
dochézelo na indukéni médiu A.I (23,1 %). K regeneraci rostlin bylo testovano osm
regeneracnich médii. K regeneraci pryti a rostlin dochazelo u kalust, které byly
kultivovany na kombinaci médii ZR1, B.11, a B.11l. Ukazalo se, ze regeneraci vyznamné
ovlivituje ristovy hormon Zeatin riboside a inhibitor auxini PEO-1AA.

K regeneraci celistvych rostlin doslo pouze u genotypu 20/30, a to z prasniku,
které pochazely z jednoho poupéte (20/30.5a) odebraného ze skleniku. U ostatnich kalust
genotypu 20/30 dochdzelo pouze k regeneraci pryti. Potvrdilo se, Ze schopnost
regenerace kalusi je vyznamné ovlivnéna genotypem.

Pritokovou cytometrii se potvrdilo, Ze vSechny regenerované rostliny byly
diploidni. Nelze vsak s jistotou ur¢it, zda rostliny regenerovaly z diploidniho pletiva,
nebo vznikly spontanni dihaploidizaci.

Androgeneze u maku setého neni rutinni metoda a uplatnéni v praxi vyzaduje

optimalizaci postupu u jednotlivych odrad.
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Ptilohy:
Priloha I:

Tabulka 16: Indukce androgeneze, donorové rostliny péstované v polnich podminkach

Pocet «

. Velikost Velikost Indukéni . . . Pocet
Genotyp Varianta y vl 21 zalozenych
poupéte prasniki médium i1 kalusii
praSnika

0z Al 27 5 MS 53 0
0z A2 MS 46 0
0z A3 MS 45 1
0z Bl 31 3 MS 46 7
0z B2 MS 53 2
0z C1 28 4 MS 46 7
0z D1 27 4 MS 40 3
0z D2 MS 38 6
ZE El 33 3 MS 67 0
ZE E2 MS 43 0
ZE F1 30 5 MS 48 0
ZE F2 MS 39 0
ZE Gl 39 3,5 MS 45 0
ZE G2 MS 43 0
ZE H1 40 4 MS 48 0
0z 11 25 4 MS 36 11
0z 12 MS 43 7
0z J1 28 4 MS 45 12
0z J2 MS 54 6
0z K1 23 3 MS 46 17
0z K2 MS 43 13
TI L1 32 4 MS 47 8
TI L2 MS 49 0
TI M1 35 5 MS 39 0
0z N1 25 3 MS 58 0
0z N2 MS 37 0
0z 01 26 3,5 MS 41 5
0z 02 MS 38 7
0z P1 27 5 MS 40 0
0z P2 MS 39 0
0z Q1 30 4,5 MS 39 2
0z Q2 MS 41 0
0z R1 27 4,5 MS 43 0
0z R2 MS 35 1
0z S1 22 2 MNG6 36 0



0z T1 25 3 MNG6 34 0
oz T2 MNG6 46 0
oz T3 MNG6 42 0
0z Ul 29 4 MNG6 35 0
oz U2 MNG6 36 0
0z V1 25 3 MNG6 40 0
0z V2 MNG6 43 0
oz wi 25 3 MNG6 35 0
0z W2 MNG6 34 0
oz X1 25 3,5 MNG6 39 0
oz X2 MNG6 40 0
(0)4 Y1 21 2,5 MNG6 27 0
oz Z1 24 4 MNG6 40 0
0z Z2 MNG6 37 0
ZE All 25 4 MNG6 36 0
ZE Al.2 MNG6 31 0
ZE A2.1 25 3 MNG6 30 0
ZE A2.2 MNG6 30 0
TI B1.1 29 4 MNG6 31 0
TI B1.2 MNG6 36 0
Celkem: 2271 115



Piiloha I1:

Tabulka 17: Indukce androgeneze, donorové rostliny péstovany ve skleniku

' Velikost Velikost Indukéni Pocevt , . Pocet
Genotyp Varianta ) s 1 zalozenych .
poupéte prasniku Meédium « s kalust

prasSnika

20/47 la 24 3 l. 44 0
20/47 1b . 45 0
20/47 2a 25 3 l. 32 0
20/47 2b . 34 0
20/36 la 22 2,5 l. 19 0
20/36 1b . 21 0
20/36 2a 26 2,5 l. 19 0
20/36 2b . 18 0
20/36 3a 22 2,5 l. 21 0
20/36 3b . 20 0
20/36 4a 24 2,3 l. 19 0
20/36 4b . 20 0
20/42 la 22 2,5 l. 21 0
20/42 1b . 18 0
20/42 2a 24 3 l. 19 0
20/42 2b . 19 0
20/42 3a 19 3 l. 18 6
20/42 3b . 18 0
20/42 4a 23 4 l. 23 1
20/42 4b . 19 0
20/30 la 22 4 l. 25 8
20/30 1b . 20 7
20/30 2a 24 3 l. 25 2
20/30 2b . 22 0
20/30 3a 24 4 l. 16 0
20/30 3b . 26 1
20/30 4a 27 4 l. 23 0
20/30 4b . 18 0
20/52 la 29 4 l. 39 0
20/52 1b . 40 0
20/39 la 26 4 l. 26 0
20/39 1b . 26 0
20/39 2a 30 4,5 l. 23 0
20/39 2b . 22 0
20/39 2c l. 20 0
20/39 2d . 20 0
20/40 la 25 5 l. 21 0



20/40
20/40
20/40
20/40
20/40
20/42
20/42
20/42
20/42
20/50
20/50
20/30
20/30
20/30
20/30
20/30
20/30
20/30
20/30
20/48
20/48
20/49
20/49
20/36
20/03
20/20
20/20
20/20
20/24
20/24
20/42
20/52
20/53
20/53
20/54
20/54
20/54
20/54

1b
2a
2b
3a
3b
5a
5b
6a
6b
la
1b
5a
5b
6a
6b
7a
7b
8a
8b
la
1b
la
1b

[EEN

2a
2b
la
1b

= N

la
1b
2a
2b

27
29
28
30
25
20
22
22
26
20
24
26
18
21
22
28
21
20
20
25

19

21

4,5

3,5

4,5

4,5

3,5

W b W WwWww

21
21
22
25
24
21
24
25
20
45
37
26
26
23
20
45
46
35
34
46
40
49
47
42
37
31
28
27
27
28
30
35
28
32
34
28
34
27
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Celkem: 2069
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