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Androgeneze a jeji vyuziti pro ucely vzdalené hybridizace

bramboru

Souhrn

K vyznamné soucasti Slechtitelskych programii patii produkce homozygotnich linii.
Indukovana androgeneze v prasnikovych, pylovych a mikrosporovych kulturach je
povazovana za nejucinnéjsi a nejcastéji pouzivanou metodou vhodnou pro tvorbu téchto
rostlin. Princip indukované androgeneze spociva v pieprogramovani gametofytické cesty
mikrospor na sporofytickou plsobenim fyzikalnich nebo chemickych faktori na celé

kvétenstvi, poupata nebo izolované prasniky.

Zakladni roli pfi determinaci androgeneze in vitro hraje genotyp darcovské rostliny a
vyvojova faze pylu. K obvyklym faktorim patii nizka nebo vysoka teplota, centrifugace,
vysoka vlhkost, vodni stres, oxidativni stres, osmoticky tlak, zména hladiny endogennich
rustovych latek, pfenos prasniki z anaerobniho do aerobniho prostfedi, hladovéni, pouziti

kolchicinu, plisobeni téZkych kovi.

Cilem této prace bylo navrzeni a ovéfeni metodiky pro realizaci indukované
androgeneze u brambor. Dosazené vysledky naseho experimentu nejsou jednoznacné a jen
naznacuji urCité trendy a hypotézy. Nejvhodnéj§i poupata pro prasnikovou kulturu maji
velikost 2-3 mm. Je vysoce pravdépodobné, Zze koncentrace sacharézy v MS médiu neméla
vliv na indukei kalusii. Na proces indukované androgeneze mél ziejmé nejvétsi vliv genotyp
testovanych hybridd. V1iv médii bez ohledu na vliv genotypu na tvorbu kalusti byl statisticky
prokdzan, testovani shody cCetnosti kalusii mezi kombinacemi médii chi-kvadrat testem
prokdzalo vyznamné rozdily. Kalusy byly pfevedeny na regeneraéni médium, ale k

organogenezi zatim nedoslo.

V zavislosti na dosazenych vysledcich lze konstatovat, ze navrzena metodika je

vhodnéd minimélné pro odvozeni kalust.

Klicova slova: Brambor, vzdalena hybridizace, androgeneze, prasnikové kultury



Androgenesis and its using for interspecific hybridisation
of potato

Summary

The production of homozygous lines has been an important part of breeding programs.
The most effective and widely used method suitable for the production of homozygous plants
is induced androgenesis via anther, pollen and isolated microspore cultures. The principle of
androgenic induction consists in reprogramming microspores from gametophytic to
sporophytic development. Physical or chemical factors can be used on the whole
inflorescence, flower-buds or isolated anthers for reprograming. The genotype of donor plant
and poolen developmental stage plays a fundamental role in determination of androgenesis in
vitro. Pre-treatments such as chilling, high temperature, high humidity, centrifugation, water
stress, oxidative stress, osmotic pressure change in the level of endogenous growth
substances, transfer anthers from anaerobic to aerobic environment, starvation, colchicine
application and, heavy metals treatment are other important factors that affect the response of
anthers to in vitro culture.

The aim of this work was to design and confirm the methodology used for induced
androgenesis of potatoes. The achieved results of our experiment showing only trends and
hypotheses. The size of the most suitable flower-buds for anther culture is 2-3 mm. It is
highly likely that the sucrose concentration in MS medium had no impact on the callus
induction. The genotype of tested hybrids probably plays a major role in the induced
androgenesis process. The influence of the media on the formation of callus was statistically
proven. Calluses were transferred to regeneration medium, but organogenesis has not yet
come through.

The results show that the proposed methodology is appropriate to derive calluses at

least.

Keywords: Potato, interspecific hybridisation, androgenesis, anther culture
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1 Uvod

Celosvétové patii brambory K nejrozSifenéjSim  kulturnim  plodinam.  Patii
K nezastupitelnym potravinam, jSou vyuzivany jako surovina pro $krobarensky a lihovarnicky
primysl a v n¢kterych zemich slouzi jako krmivo pro hospodaiska zvitata. Jsou péstovany na
plose, kterd zabira pfiblizné 19 miliond ha atim se fadi po kukufici, pSenici aryzi na ctvrté
misto. V soucasnosti celosvétoveé nejveétSimi péstiteli brambor z pohledu osazenych ploch jsou
Asie s45,9 % aEvropa s36,5%. Plochy pro péstovani brambor se trvale rozsifuji v Africe
a Asii, k poklesu dochazi v Evropé a Severni Americe (Vokal, 2013). V Ceské republice plocha
osazena bramborami dosahuje pfiblizné 30 tisic ha, coz je asi 7 procent obdélavané pudy v zemi
(Zelena zprava, 2014).

Slechténi je tviiréi Ginnost vyuZivajici viechny dostupné poznatky védy i praktické
zkuSenosti Slechtitele. V soucasnosti k nejzajimavéj§im §lechtitelskym metodam patii ty, pii
kterych dochazi k tvorbé haploidnich, ptipadné zdvojenych haploidnich rostlin (Segui-Simarro,
2010). Pfirozené haploidy vznikaji v ptirodé apomikticky. Guha et Maheshwari (1964) objevili,
ze haploidni rostliny mohou vznikat pravidelné a v relativné vysokém poctu kultivaci nezralych
prasnikd. Tento objev byl prvni krokem vyuziti androgeneze pro Slechténi. V sam¢éim genomu
jsou obvykle lokalizované geny tGrodnosti, odolnosti vii¢éi nemocem a syntézy specifickych latek.
Vytvoteni homozygotnich jedinct s témito posilenymi vlastnostmi je Zadouci. Proto se vénuje
velkd pozornost zjistovani vSech podminek a okolnosti, které tidi, kontroluji a ovliviiuji tento

proces (Pretova, 1995).



2 Cile prace

Cilem této prace bylo vypracovani piehledd poznatkli tykajicich se problematiky
androgeneze u bramboru a vybér metody, kterou bylo mozné realizovat v podminkach katedry

genetiky a Slechténi.

Jednotlivé kroky vedouci ke splnéni cile byly
e zpracovani literarni reSerSe k problematice androgeneze
e pievedeni vybranych klont rostlin z in vitro do ex vitro (ve skleniku)
¢ zaloZeni vysadby na demonstraénim pozemku CZU
e ziskani optimalnich prasnika
e navrzeni aotestovani kultivacnich médii pro indukovanou androgenezi praSnikovych
Kultur

e vyhodnoceni ziskanych vysledk.



3 Literarni reSerse

3.1 Lilek brambor (Solanum tuberosum)

3.1.1 Biologicka charakteristika

3.1.1.1 Pavod

Za vlast brambor je povaZzovana zapadni &ast Jizni Ameriky. Uzemi, na kterych rostli
predchiidci dnesnich brambor, urcuji dva velké uzemni okruhy. VéEtsi z nich se rozprostira od
Kolumbie az po Peru na chladnéjSich nadhornich plosindich And v nadmoiské vysce 2800-4500
m, druhy leZi v teplejSich krajich stfedniho Chile (Hawkes, 1990). Domorodci jiz tehdy znali
hodnotu brambor a péstovali celou fadu jejich odrid. Brambory byly Inkim hlavni potravou,
ktera je chranila pfed hladem. SuSené brambory navic patfily K dilezitym piredmétim
vyménného obchodu mezi zemédélci zijicimi v horach a pastevci z nizin (Kutnar, 2005).

Historické dokumenty ukazuji na to, Ze do Evropy se brambory dostaly dvéma cestami,
v roce 1570 do Spanélska a v letech 1588 — 1593 do Anglie. Cestou, ktera vedla pies $panélskou
Sevillu, byl do jizni astfedni Evropy pfivezen Solanum andigenum z Peru. Druhou, severni
cestou se do Evropy pres Irsko a Anglii z oblasti Chile dostal druh Solanum tuberosum. V Irsku,
kde je podnebi podobné jako v Chile se brambory rozsitily velice rychle a piiblizné v poloviné
17. stoleti se staly polni plodinou. Z Anglie se pak rozsifily do severni Evropy a prvni emigranti
je privezli 1 do anglickych kolonii v Severni Americe. Tam se staly matefskym zdrojem
angloamerické skupiny variet bramboru (Hawkes, 1990).

V Cechéch se brambory objevily v prvni poloving 17. stoleti zasluhou frantiskant, ktefi
je péstovali v klaSternich zahradach. K tomu, aby se staly hospodaisky a socidlné dileZitou
rostlinou, jim napomohly az Casto se opakujici netirody, hladova 1éta 18. stoleti arychlejsi
brambory stavaly cennou surovinou, ktera slouzi nejen ke konzumu apro krmné ucely

hospodarskych zvitat, ale i kK vyrobé¢ lihu, skrobu a sirupu (Kutnar, 2005).

3.1.1.2 Taxonomicka klasifikace

Jeden z celosvétove nejrozsifenéjSich zemédelsky vyuzivanych druht je brambor hliznaty
(Solanum tuberosum) patiici do ¢eledi Solanaceae (Hawkes, 1990). Dalsi kulturni plodiny tohoto

druhu jsou rajce (Solanum lycopersicum syn. Lycopersicum esculentum), lilek vejcoplody
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(Solanum melongena), rizné druhy papriky (Capsicum) a tabak (Nicotiana tabacum) (Novak
et Skalicky, 2012).

Rige: Rostliny (Plantae)

Podiise: Vyssi rostliny (Cormobionta)
Odd¢leni: Krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: Dvoudé€lozné (Magnoliopsida)

Rad: Lilkotvaré (Solanales)

Celed’: Lilkovité (Solanaceae)

Rod: Lilek (Solanum)

Druh: Brambor hliznaty (Solanum tuberosum)
(Zdroj: Novak et Skalicky, 2012)

Hawkes (1990) vytvoril klasifikaci rodu Solanum, rozlisujici 232 druhii, které uspotradal
do 21 sérii podle rizné urovné ploidie (diploidni az hexaploidni). Nejrozsifenéj$i sérii tvoii
diploidni druhy (73%). Druhou nejrozsitenéjsi jsou tetraploidni druhy (15%), mezi které patii
Solanum tuberosum. Zbylé série se vyskytem pohybuji pod hranici 10% (4% tetraploidnich, 2%
pentaploidnich a 6% hexaploidnich). V roce 2006 byly tyto druhy zredukovany na 189 druhu
véetné 10 dalsich druht, které byly popsany az po roce 1990 (Spooner et al., 2014).

Odrudy evropského bramboru vznikaly z dovezenych jihoamerickych druhd Solanum
tuberosum L. a Solanum andigenum Juz. Et Buk, jejich kulturnich forem a odrid (Rybacek,

1988).

3.1.2 Biologie, morfologie a fyziologie brambor

Brambor hliznaty patii mezi dvoudé€lozné rostliny. Je to vytrvald jednoleta bylina tvotici
hlizy. Hlizy jsou tvofeny matefskou rostlinou apo vycerpani zasob V prubéhu vegetace
odumiraji. Spole¢né s hlizami odumiraji 1 vS§echny nadzemni a podzemni organy mimo semen
a dcefinych (novych) hliz szivymi pupeny. Hlizy jsou bohaté na obsah Skrobu, bilkovin,
antioxidantli, vitaminti a mineralnich latek. Plni funkci zasobniho organu ajsou dulezitym
prosttedkem pro vegetativni rozmnozovani.

Nadzemni soustava je tvofena vegetativnimi organy (listy, stonky a pupeny)
a generativnimi organy (kvéty a plody), které tvofi nat’ bramborového trsu. Charakter nadzemni

¢astli trsu je ovlivnén tvarem a typem naté, po¢tem a vyskou stonkt a hustotou olisténi (Rybacek,
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1988). Dle mezinarodni klasifikace rozliSujeme stonkovy alistovy typ. Tvar trsu muize byt
zarovnany, kuzelovity nebo destnikovity. U jednotlivych odrid se muze vyska a tloustka stonku
lisit, presto je pro vSechny spolecnym charakteristickym znakem kiidleni, tj. vyrastani hran. List
je pretrhované lichozpeteny a ochmyteny. Sklada se z fapiku, ktery je prodlouzeny ve vieteno,
z n¢hoz vyrustaji listky, listecky, palisty a palistky. Lichy listek na vrcholu fapiku se oznacuje
jako koncovy (Vokal, 2013).

Generativni organy jsou sdruzeny ve dvouvijanovém kvétenstvi, které se vytvafi na
vrcholu stonku. Kvét je slozeny z péti kaliSnich listki, péti korunnich listki, péti tyCinek
a pestiku. Kalisni listky jsou asi do jedné tietiny srostlé Vv kalich, pak jsou volné. Jsou zelené
zbarvené. Korunni listky jsou srostlé v korunu tak, ze pouze jejich zahrocené vrcholy ziistavaji
volné. Cela koruna je zbarvena bile nebo v odstinech modrofialové. Rtizné zbarveni je typickym
odridovym znakem a je nejméné ovlivnéno prostredim.

Cnélka ukonéena ve vrcholu pali¢kovou bliznou piechazi naspodu Vv baiikovity, svrchni
dvoupouzdry semenik S vajicky ulozenymi koncentricky Vv placent¢.

Ty¢inky jsou kuZelovité seskupeny kolem ¢né€lky. Kazda tycinka se skladd z kratké nitky
a dvoupouzdrého prasniku. Prasniky jsou Zluté nebo oranzové, kuzelovité, pravidelné, zahnuté,
deformované nebo nepravidelné. Dozralé prasniky na vrcholu pukaji a tim se uvolni pyl.

Plod je kulata nebo ovalnd dvojpouzdra bobule obsahujici 50 — 100 semen (Rybacek,
1988).

Kofenova soustava je u semenaci slozena ze dvou ¢asti. Ze zarodeéného kotinku se
vytvaii killovy kofen prvotni kofenové soustavy S bohaté rozvétvenymi postrannimi kofeny.
Teprve pozdéji se z podzemni Casti stonku a ze stolont vytvareji adventivni koteny.

Kotenova soustava rostlin mnoZenych hlizami je tvofena bohat€ se vétvicimi stonkovymi
a stolonovymi koteny. Stolony jsou podzemni vyhony a svoji stavbou a uspofadanim pupent si
zachovavaji charakter stonku s listy redukovanymi na Supiny.

Hliza je zkraceny modifikovany vzrostny vrchol stolonu. Cast hlizy, kterd souvisi se
stolonem, se oznacuje jako pupkova. M4 méné ocek nez protilehla ¢ast hlizy, zndma pod nazvem
korunkova cast. Na hlize se nachazi obvykle 12 spicich ofek S nekolika spicimi pupeny.

Genotypoveé ma hliza specificky tvar (Vokal, 2013).

3.1.3 Riist a vyvoj
Rist je charakteristickym projevem zivych organizmi. Rozumime jim nevratné piibyvani
hmoty nebo velikosti spojené S Cinnosti zivé protoplasmy. Rist je ale také neoddélitelné

propojen s diferenciaci, procesem, pii kterém se utvareji jednotliva pletiva a organy rostlinného
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téla zménou plvodnich meristematickych bunék na bunky specializované. Vyvoj rostlin
(ontogeneze) lze ¢lenit do 4 hlavnich etap: embryonalni, juvenilni, zralost a starnuti (Prochazka
etal., 1998).

Individualni vyvoj vegetativné mnozeného bramboru se shoduje s pruibéhem ontogeneze
jednoletych rostlin, které 1ze rozdélit do dvou period liSicich se zejména zplisobem vyzivy, a to
na periodu kryptovegetace (skryté vegetace) a periodu vegetace. V periodé vegetace zelené ¢asti
rostliny fotosyntetizuji atim rostlina piechazi na autotrofni zptusob vyzivy. Univerzalné
pouzitelny kodovaci systém, ktery dovoluje zakddovat jednotlivd vyvojova stadia jedno-
a dvoudéloznych rostlin, byl popsan pracovniky z ustavu BBA, BSA aIVA ajako ,,BBCH
stupnice”. K této vSeobecné kodovaci stupnici predstavil Hack et al. (1993) stupnici pro
brambory, kterd je odvozena ve shodé s obecnym schématem.

Dle Rybacka (1988) lze vyvojova stadia rostlin brambor rozdé€lit na zékladé osmi
nadzemnich fenologickych terminti na sedm hlavnich stadii (makrostadii). Jsou to kli¢eni, vyvoj
listd a stonku, tvorba kvétenstvi, kveteni, vyvoj bobuli, zrani plodi a semen, starnuti/ odumirani.
Toto ¢lenéni umoziluje porovnani S vyvojem podzemni ¢asti trsu, tvorba hliz probih4 prabézné
od stadia tvorby kvétenstvi az po stadium starnuti/ odumirani.

Tvorba kvétu spojend s prechodem rostlin z vegetativni do reproduktivni faze predstavuje
nejvyznamngj$i vyvojovou zménu. Signdlem pro to muze byt suma nizkych teplot urcitého
rozmezi (jarovizace) nebo zména délky dne (fotoperiodicka indukce kveteni). Dle fotoperiodické
indukce kveteni lze rostliny rozdé€lit na neutralni, tj. bez fotoperiodického pozadavku ana
fotoperiodicky citlivé, vyZadujici pro indukci kveteni urcitou délku fotoperiody (Prochéazka et
al., 1998).

Specifické pro brambor (Solanum tuberosum) je, Ze z hlediska tvorby kvéti se jedna
0 dlouhodenni rostlinu a z hlediska tvorby hliz kratkodenni. Dlouhy den brzdi dlouzivy rist
klickti, podporuje rtist vzeslych rostlin a neovlivituje pocet stonkli. Podporuje také zakvétani
a prodluzuje délku vegetacéni doby. Na druhou stranu, opozd’uje nasazovani hliz, které jsou ale
vlivem zvySené asimilace vyrovnangjs$i, maji vy$si hmotnost a Skrobnatost. Kratky den
podporuje rist klickti do délky, po vzejiti brzdi rist naté, potlacuje pocatek kvétu, podporuje
opad poupat, zkracuje vegetacni dobu, forma listli je nevyrazna apozdéji jsou chlorotické.
Stolony jsou krat$i a hlizy se nasazuji diive, takze jejich hmotnost je zpocatku sice vétsi, ale
pozd€ji mensi, stejné¢ jako Skrobnatost. Bylo zjisténo, ze vysokou kritickou délkou dne se
vyznacuji velmi rané¢ a rané odriidy (15-16 hodin), nizsi kritickou délkou dne maji polorané

odridy (14 — 15 hodin) a nizkou pozdni odridy (13 — 14 hodin) Hruska (1974).
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DalSim dtlezitym vnéj$im faktorem ovliviiujicim rlst a vyvin rostlin souvisejici s délkou
dne je teplota (Prochéazka et al., 1998). Brambory jsou ke zménam teploty citlivé. Za optimalni
teplotu pro kliceni hliz se povazuje 15 — 20°C. Nat’ zacina rust pii teploté 5- 6 °C a nejrychleji
roste pii 20 — 25°C. Pti teploté nad 30°C se riist zastavuje a 40°C a vyssi zptisobuje poSkozovani
pletiv nadzemnich ¢asti rostlin. | odolnost bramborové naté¢ vici nizkym teplotdm je mald. Pii
déle trvajicich teplotach -1 az -1,5°C nat' zmrzne. Toto nebezpeéi nastava zejména u ranych

odrid pfi pozdnich jarnich mrazech (Vokal et al., 2004).

3.14 Metody pouzivané ve Slechténi bramboru

Vyznamnym jevem vyuzitelnym V procesu S$lechténi byl objev pohlavnosti rostlin
R. J. Camerariem (1694) a pozdé¢ji zjisténi moznosti zamérného pienosu pylu. Prvni kiiZence
tabaku, i mezidruhové, vytvofil J. G. Kolreuter (1760) a upozornil tak na vyznam hybridizace
(Rod, 1982).

Prvni informace o modernim $lechténi brambor pochazeji z Anglie, z roku 1807, kde byla
provedena hybridizace odriid umélym opylenim. V Evropé i Americe bylo bézné péstovani
semenackl ze semen pochazejicich z nasazenych plodi. Metodou hromadného vybéru byla
v druhé poloviné 19. stoleti vySlechténa fada novych odrid. Ve 20. stoleti se ve Slechténi
kulturnich odriid brambor zacaly vyuzivat plané odridy pochézejici ze Stfedni a Jizni Ameriky,
jako vhodné zdroje gent resistence k nemocem a Skidcim (Bradshaw et Mackey, 1994).

Zakladnim opatfenim V novoSlechténi brambor je kfiZeni, proto se jako rodice vybiraji
predev$im odrudy, které dobie kvetou a jejich pyl je fertilni (Zadina et Jermoljev, 1976).
Vzhledem k sexualni neslucitelnosti mezi planymi a kulturné péstovanymi druhy bramboru
vypéstovani nové odrudy tradicnimi $lechtitelskymi metodami obvykle trva 15-20 let. Vyuzitim
modernich biotechnologickych metod zalozenych na principu manipulace na Grovni izolovanych
bun€k Ize tento proces nejen zrychlit, ale také snizit vyrobni naklady adopad na Zzivotni
prostfedi. Nespornou vyhodou je, ze do Slechténé odridy jsou ,,vnaseny* geny pozadovanych
vlastnosti a je omezeno ,,zavleCeni* nevhodnych gent (Halterman et al., 2015).

Vhodnym objektem pro experimentalni praci $lechtitele jsou sporofyty s gametickym

poc¢tem chromozom — haploidy (Novak, 1990).

Haploidizace
Schopnost produkce haploidl je zalozena dédicné. Geny podminujici vznik haploida jsou

pfenaSeny pylem otcovské rostliny a zabranuji splynuti gamet. Haploidni jedinci mohou
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vzniknout bud’ tzv. haploidni partenogenezi nebo apogametii. Vyvoj embrya z neoplozené
sami¢i gamety se nazyva gynogeneze a z neoplozené saméi gamety androgeneze. Pti apogametii
embryo vznika z jiné bunky neZ ze samici gamety (Zadina et Jermoljev, 1976).

Frekvence spontanniho vzniku haploidii je velmi nizka, proto pro ucely Slechténi je
tvorba haploidd vyvolavana uméle (Germana, 2010) a haploidni rostliny se vyuzivaji zejména ve
Slechténi obilovin nebo brambor (Novak, 1990).

V podminkach in vivo se vyuzivaji modifikované metody opylovani (kastrace a izolace,
opozdéné opylovani, opyleni inaktivovanym pylem, vzdalena hybridizace) (Germana, 2010).
Haploidy brambor lze ziskat ptedevsim opylenim odrid Solanum tuberosum pylem nékterych
diploidnich druhii, zejména Solanum phureja, Solanum rybinii, Solanum Boyacense aj. (Zadina
et Jermoljev, 1976).

V 80. letech byly nalezeny zakonitosti determinujici vyvoj haploid in vitro (Novak,
1990). Za nejacinngjsi a nejcastéji pouzivanou metodou je povazovana indukovana androgeneze
v prasnikovych, pylovych a mikrosporovych kulturach (Germana, 2010).

Vyuziti haploidniho materidlu spoc¢iva hlavné v rychlém zisku Slechtitelského materidlu
s vysokou homozygotnosti. Haploidni metoda také umoziuje kiizeni kulturnich brambor
S planymi druhy na stejné Urovni ploidie (Hougas et Peloquin, 1960). KfiZeni dihaploidi
s tetraploidy poskytlo u nékterych kombinaci vysoce vykonné potomstvo, coZ je povazovano za

obdobu heter6zniho efektu (Mendiburu et al., 1974).

Polyploidie

Cilem polyploidizace u brambor je ptevedeni haploidniho materialu na dihaploidni (tzn.
ptevedeni diploidnich druhti (2n=24) na tetraploidni (4n=48)) za i¢elem kiiZzeni planych druht
s odridami Solanum tuberosum. Diky polyploidii se pro kiizeni zacaly pouzivat vzdalené druhy
S geny imunity proti chorobam a skidcim bramboru napf. S. acaule, S. stoloniferum,
S. polyadenium, S. verrucosum, S. pinnatisectum, S. vernei. Polyploidii lze také odstranit
sterilnost mezidruhovych hybridd. Zdvojenim poctu chromozomii sterilniho hybrida se dvéma
nehomolognimi genomy se dosahne normalni plodnosti (Zadina et Jermoljev, 1976).

K produkci polyploidi se pouziva kolchicin, ktery ochromi ¢innost dé¢liciho vieténka
nebo zabrani jeho vzniku. Tim dochazi k poruse normalniho déleni, coZ se projevuje V nestejné
distribuci chromozémi Kk polim v anafazi mitézy. Nedavné technologické inovace a lepsi
pochopeni zakladnich kontrolnich mechanismt pfineslo oZiveni z4jmu o produkci haploidi

u vyssich rostlin (Forster et al., 2007).
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Pti produkci polyploidit u brambor je potieba vychéazet z toho, Ze Gcinek kolchicinu se
projevuje pouze na délicich se bunkach, a proto se pouzivaji na kliici semena, semenacky,

mladé vyhonky, kli¢ky apod. (Zadina et Jermoljev, 1976).

3.2 Explantatové kultury a jejich vyuZiti

Rostlinna somaticka burka je totipotentni, tzn. obsahuje kompletni genetickou informaci
k vyvoji celistvého organizmu aza urCitych podminek mize zregenerovat v celou rostlinu
Technika explantatovych kultur patfi mezi biotechnologické metody vyuzivajici tuto vlastnost
rostlinnych bunék. Je zalozena na ptedpokladu, Ze kultivaci izolovanych ¢asti rostlin (napf.

bungk, pletiv nebo organt) ve sterilnich podminkach lze ziskat celistvou rostlinu (Novak, 1990).

Diferencovana plnohodnotna buiika mlze projevit svoji totipotenci pouze tehdy, kdyz
dojde Kk jeji dediferenciaci. To znamena, ze se musi vratit strukturaln¢ i funkéné na Groven
zygoty, buiiky embryonalni nebo meristematické. Bunécéné organely se zjednodusuji a obnovuje
se déleni, které musi byt organizované, a musi byt nastolena bunécénd a posléze organova

polarita. Neni-li tomu tak, vznika pouze kalus (Prochazka et al., 1998).

Geneticka 1 fyziologickd manipulace S vy$§imi rostlinami na Grovni izolovanych bunék,
pletiv a organu patii od 80. let 20 stoleti k jedné z nejslibnéji se rozvijejicich oblasti zemédélské
biotechnologie (Novak, 1990).

3.2.1 Morfogeneze — regenerace in vitro - pfima a nepiima

Pod pojmem morfogeneze se rozumi vytvareni organizovanych struktur a v oblasti
explantatovych kultur se jako synonymum pouZziva pojem regenerace. V podminkach in vitro
mohou regenerovat rizné struktury bud’ ze zakladu, které jiz byly zalozeny na donorové rostling,
nebo se zaklady vytvafeji teprve béhem kultivace (regenerace de novo). V obou piipadech se
jedna o pfimou regeneraci. V piipadé, Ze délenim meristematickych bun€k vznika nejprve kalus
ateprve po zmén¢ kultivacnich podminek dochazi k regeneraci novych struktur, hovotime
0 nepiimé regeneraci.

Morfogeneze ¢i regenerace probiha v podminkach in vitro bud’ jako organogeneze nebo

embryogeneze (Prochazka et al., 1998).

3.2.1.1 Organogeneze
Organogenezi lze popsat jako proces, pii kterém vznikaji jednotlivé rostlinné organy

(kofen, pryt, list, kvét) nebo jejich soubory. U druht, kde se organy tvoii za normalnich
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podminek, 1ze navodit i vznik zasobnich organii - cibuli a hliz. Protoze regenerované zasobni
organy usnadiuji pfenos do normalnich podminek, je této otdzce vénovana pozornost. Napiiklad
u lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) vznikaji mikrohlizky pfimo z axilarnich pupent
(Prochazka et al., 1998).

Pfi organogenezi se nova struktura muze vyvijet zjedné somatické builky nebo
z nékolika vzijemné prostorové a funkéné komunikujicich bun€k. Diky tomu existuje pfi
nepiimé organogenezi riziko vzniku genetickych chimér (Novak, 1990).

Na prub¢h organogeneze maji vliv kultivaéni podminky a slozeni kultivacnich médii.
Skoog et Miller (1957) uvadéji piimou zavislost pribéhu organogeneze na poméru, V jakém jsou
v médiu zastoupeny cytokininy a auxiny. Je-li tento pomér ptiblizné jedna, dochézi u primarnich
explantatt K tvorbé neorganizovaného kalusu. Je-li pomér vétsi neZ jedna, tj. pievazuji-li
cytokininy nad auxiny, dochazi k regeneraci pryti. Pfi opaéném poméru se regeneruji kofeny. To
plati pro regeneraci ptimou i nepfimou.

I kdyZ pii organogenezi nevznika celistva rostlina bezprosttedné, je k ni mozné dospét

dal$imi manipulacemi, napt. zménou kultiva¢nich podminek nebo prenesenim na jiné kultivaéni

médium (Prochazka et al., 1998).

3.2.1.2 Embryogeneze

Embryogeneze se vyvinula jako uspéSna strategie pro reprodukci vysSich
mnohobunéénych organismil. V normalnich podminkach po splynuti sam¢i a samici pohlavni
buriky Vv diploidni zygotu Se délenim zacne vyvijet zarodek, ktery je uloZzen v semeni. Zakladem

embrya nemusi byt vzdy zygota a zarodky se mohou vyvijet i bez oplozeni, apomikticky (Novak
et Skalicky, 2012).

U vysSich rostlin 1ze podle toho, které buiky jsou zadkladem embrya, rozliSovat
embryogenezi zygotickou, embryogenezi gametofytickou a somatickou. V umélych podminkach

kultivace se mohou embrya vyvijet vSemi zptusoby (Maraschin, 2005).

32121 Zygoticka embryogeneze
Zakladem vyvijejiciho se embrya pii zygotické embryogenezi je zygota, kterd vznikla

bud’ pted, nebo po izolaci explantatu (Prochazka et al., 1998).

3.2.1.2.2 Somaticka embryogeneze

Pii somatické embryogenezi se zdrodek vyviji ze somatickych bun¢k. V pfirozenych

podminkach u krytosemennych rostlin to mohou byt bunky diploidnich pletiv vajicka
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avyjimeéné 1 zbunck listd. V rostlinnych explantatovych kulturdich se pro somatickou

embryogenezi vyuzivaji struktury, které mohou pochazet z jakékoli asti rostlinného organismu.

Na rozdil od zygotické a gametofytické embryogeneze jde Vv tomto piipadé o regeneraci
nepiimou. Pfima regenerace je ojedinéla, ptikladem muze byt vznik somatickych embryi z bunék

pokozky (Prochazka et al., 1998).

3.2.1.2.3 Gametofyticka embryogeneze

Embryogenezi Ize vyvolat in vitro i u nékterych bunék gametofytu. U semennych rostlin
se rozdé€luje podle toho, ze kterych bunék gametofytu embryo vzniklo, ato na gynogenezi

a androgenezi (Prochazka et al., 1998).

Gynogeneze
Pfi gynogenezi dochazi k vyvoji embrya bez opyleni ze sami¢ich bunék. Jako explantaty

se pouzivaji celé pestiky nebo jejich ¢asti nebo samotna vajicka.

Androgeneze
Pfi androgenezi se embryo apomikticky vyviji Vv samcich pohlavnich organech,

Vv ty¢inkach. Detailné je proces androgeneze rozvedeny v kapitole 3.2.2.

3.2.2 Androgeneze

V procesu mikrosporogeneze dochdzi ke tvorb€ mikrospor nebo také samcich
haploidnich vytrusi. Ty se dale mitoticky déli a nasledné diferencuji do dvou az tfibunéénych
pylovych zrn. V ptipadé€, Ze z néjakého diivodu dojde K zastaveni vyvoje pylu a mikrospora se

zacne vyvijet somaticky, mluvime o androgenezi (Datta, 2005).

3.2.2.1 Vyvoj sam¢iho gametofytu (ontogeneze pylu in vivo)

Sam¢im pohlavnim organem V kvétu je tyCinka (mikrosporofyl), kterd je u vétSiny
krytosemennych rostlin tvofena nitkou, konektivem a prasnikem. Soubor ty¢inek v jednom kvétu
vytvaii andreceum. Nitka (filamenum) je obvykle jednozilnd. Konektiv (spojidlo) je pletivo
spojujici dva prasné vacky. Je pokracovanim nitky v pra$niku. PraSnik (anthera) sestava ze dvou
prasnych vacki (mikrosynangii), kde kazdy z nich obsahuje dv€ prasnd pouzdra
(mikrosporangia). V prasnych pouzdrech jsou pylova zrna (pyl), ktera jsou dvoubuné¢na nebo

trojbunééna a obvykle maji tvar kulovity nebo elipsoidni (Novak et Skalicky, 2012).
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V casnych stadiich ontogeneze je praSnik tvofen homogennimi bunikami obalenymi
pokozkou. V dal$im vyvoji se pod pokozkou diferenciuji zaklady velkobunééného pletiva —
samciho archesporu, jehoz d€lenim vznika vné&jSi vrstva parietalnich bun€k a vnitini vrstva
bunék sporogennich. Délenim parietdlnich bunék se vytvari nékolik vrstev tvoficich stény
mikrosporangii a smérem dovniti vystelkova vrstva (tapetum). Ze sporogennich bunék tapeta
vznikaji po n€kolika mitotickych délenich matetské bunky pylovych zrn (Novak et Skalicky,
2012).

Novak (1990) vyvoj samciho gametofytu u vyssich rostlin rozdéluje do tech fazi:

I.  Meioza, jejimz vysledkem jsou pylové tetrady haploidnich mikrospor
ii.  Uvolnéni mikrospor ze spole¢né kalézové stény matetské tetrady
iii.  Vyvoj mikrospory Vv dospélé pylové zrno, charakterizovany prvni, resp. i
druhou pylovou mitdézou, jejimz vysledkem je dvou, resp. trojbunécna gameta
obsahujici vegetativni i generativni bunky.

Proces, ve kterém meidzou vznikaji haploidni mikrospory, je dle Novaka et Skalického
(2012) definovan jako mikrosporogeneze.

Prvni pylova mit6éza je asymetrickd a pfi cytokinezi jsou vytvoieny dv€ nerovnocenné
bunky, mensi rozmnoZovaci (generativni) a vétsi lackova (vegetativni). Lackova bunka, ktera
obklopuje generativni bunku, vytvaii pylovou lacku, nezbytnou pro pienos spermatické bunky
K vajicku. Poté, co se generativni bunika mitoticky rozdéli na dvé spermatické buniky (samci
gamety), se pylové zrno stava dospélym saméim gametofytem (Campbell et Reece, 2006).
K tomuto déleni generativni buniky dochazi u 70 % rostlinnych druhi (napf. ¢eled” Solanaceae
a Liliaceae) v prubéhu rustu pylové lacky, u jinych druhi (Celed” Poaceae a Brassicaceaea) jesté
pted utvofenim pylové lacky (McCormick, 1993).

3.2.2.2 Prechod od gametofytického ke sporofytickému vyvoji

Vyvoj mikrospor je u riznych druht modifikovan, zejména pokud jde o polohu jadra pfi
prvni pylové mitéze a cytoplazmatickou syntézu Vv raném stadiu vyvoje vegetativni bunky. Lze
predpokladat, ze embryogenni mikrospory vznikaji chybnymi procesy v mikrosporogenezi. Jde
zejména o poruchy pii tvorbé a polarizaci pylovych tetrdd, vedouci ke vzniku mikrospor
s nékolika jadry. Abnormality ve vyvoji pylu jsou pfi¢inou pylového dimorfizmu in vivo.
Vyskytuje se spontanné, napf. u nékterych mezidruhovych hybrida Solanum byly v prasném
pouzdie in situ pozorovany vicebuné¢né struktury pfipominajici pylové embryoidy (Ramanna,
1974).
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Princip indukované androgeneze, nebo-li pylové embryogeneze in vitro, je obdobny jako
u pylového dimorfizmu in vivo. Vytvofeni haploidt z mikrospor v podminkach in vitro probiha
bud’ ptimo, pfes stadia klasické zygotické embryogeneze, nebo nepiimo, kdy se pylové buiky
opakované déli a vytvareji nediferenciovany kalus (Datta, 2005; Asakaviciute, 2008).

Kalus po preneseni na diferenciacni médium regeneruje V rostliny rizného stupné ploidie.
U téchto rostlin je vySsi cytologickd heterogenita nez u rostlin ziskanych pifimou pylovou
embryogenezi (Novak, 1990). Schematické znazornéni vyvoje mikrospor pii pylové

embryogenezi nebo organogenezi prytu v haploidnim kalusovém pletivu je na obrazku 1.

Obrazek 1. Vyvoj mikrospor

Pylova embryogeneze (ptima androgeneze)

f%*ﬁ“g“

embryoidy regenerace  zakofefiovani haploidni
rostlin rostlina

Organogeneze (nepiimé androgeneze)

|zolova

prasmk;k
tvorba regenerace 5 . :
kalusu rostlin zakoFefovani haploidy, dihaploidy,

(chiméry, aneuplody)

Ptevzato a upraveno dle Novak, 1990

3.2.2.3 Androgeneticka indukce a faktory, které ji ovliviiuji

Um¢lé kultivacni podminky, ve kterych jsou kultivovany explantdty, prasniky nebo

pylova zrna, zméni smér vyvoje mikrospor. Vysledkem jsou haploidni struktury, které se mohou
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po spontannim nebo indukovaném zdvojeni chromozomui vyvijet do dihaploidnich zarodka
(Prochazka et al., 1998).
Maraschin et al. (2005) proces androgeneze in vitro popsal témito tfemi hlavnimi fazemi:
i. Vlivem stresovych faktord dochazi K potlaceni gametofytického vyvoje
a dediferenciaci bunék
Ii. Probiha bunééné déleni a vytvareji se mnohobunééné struktury
iii. Jsou generovana embrya nebo kalusy.

Pro realizaci procesu indukované androgeneze in vitro jsou vyuzivany dvé hlavni
techniky. Jsou to prasnikové nebo pylové kultury. Technika prasnikovych kultur je jednodussi
(Pretova, 1995). Pouzivaji se pii ni celé prasniky steriln¢ vypreparované z poupat ve vhodném
vyvojovém stadiu, které se pokladaji na povrch pevného média nebo plavou na povrchu tekutého
média. K hlavnim nevyhoddm kultivace celych prasnikidi je moZnost vzniku rostlin nejen
z mikrospor, ale i ze somatickych pletiv, coz znamena produkci rostlin rizného stupné ploidie
(Novak, 1990). Z hlediska uplatnéni riznych biotechnologickych pfistupti ve Slechténi je
preferovangjsi technika pylovych kultur (Pretova, 1995).

Ptechod mezi prasnikovou a pylovou kulturou ptedstavuje tzv. sériova kultivace prasniki
v tekutém médiu, kdy prasniky na povrchu tekutého média praskaji a postupné pii pienosu do
Cerstvého média uvoliiuji embryogenni mikrospory, které se vyvijeji v haploidni embryoidy
(Novak, 1990). Pro svilij jednobunécény plvod pii regeneraci androgennich rostlin se
mikrosporova kultura pfednostné vyuZziva pii pokusech s rekombinantni DNA (Pret'ova, 1995).

Pylové kultury vychazeji ze suspenze pylu v tekutém médiu, pii kultivaci pylu
1zolovaného z Cerstvych prasniki dochazi ke vzniku embryoidi pouze ojedinéle (Novak, 1990).

Proces pylové embryogeneze ovliviiuji Cetné endogenni i exogenni faktory, zahrnujici
genotyp, fyziologicky stav apodminky rlstu darcovské rostliny, stddium vyvoje pylu pfi
inokulaci, stresové piedpuisobeni kvétnich pupeni nebo prasniki, kultivaéni podminky, ptipadné
sezonni vlivy pfi zalozeni kultury (Sopory et Bajaj 1987; Pretova, 1995; Atanassov et al., 1995;
Wang et al., 2000; Datta, 2005; Asacaviciute, 2008).

3.2.2.4 Genotyp, fyziologicky stav a podminky riistu darcovské rostliny

Genotyp rostliny, ze které je odvozena prasnikovd nebo pylova kultura, hraje zakladni
roli pfi determinaci androgeneze in vitro. Pii prizkumu 25 kultivara Nicotiana tabacum byly
androgenni rostliny ziskany u vSech testovanych kultivara s vyjimkou jednoho. V testovaném

souboru byly nalezeny vyznamné rozdily Vv po€tu regeneranti na embryogenni prasnik a ve
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frekvenci embryogennich prasniki. Kauzalni komponenta variance, podminéna genotypem

tvorila 98,6 % z celkové proménlivosti znaku (Novak et Vyskot, 1974).

Existuji rizné studie o tom, jak fyziologicky stav darcovské rostliny mulze ovlivnit
odezvu (response) prasniku pii kultivaci in vitro. Naptiklad Rashid et Street (1973) zjistili, ze
frekvence androgeneze u ruliku zlomocného je vys8i V praSnicich odebiranych na zacatku
kveteni aklesd se stafim rostliny. VIiv teploty, fotoperioda a intenzita svétla pii péstovani
darcovskych rostlin na indukci androgeneze byl pozorovan u tabaku (Dunwell, 1976). Piesto
nelze tento parametr standardizovat (Germana, 2009).

3.2.25 Stadium vyvoje pylu

Mikrospory obsahuji kompletni genetickou vybavu pro vyvoj celého organizmu.
Androgenni embrya vznikaji ptimo délenim mikrospory nebo nepiimo z haploidniho kalusu.
Experimentalné bylo prokazano, ze Kk piechodu pylovych zrm od gametofytického ke
sporofytickému vyvoji dochazi jen v urCitém velmi kratkém casovém useku (Nitch et Nitch,
1969). Pozdgji bylo toto stadium piesnéji definované, a to v obdobi mezi etapami jednojaderné
a dvojjaderné mikrospory. Nejlepsi vysledky byly dosazeny tésné pied prvni pylovou mitézou
nebo tésné po ni. Bylo zjisténo (i u brambor), ze délka kvétnich poupat piimo koreluje
s vyvojovym stadiem pylu (Pret'ova, 1995).

Vysledky prace Touraev et al. (1996) prokazaly vliv stresového oSetieni mikrospor u
Nicotiana tabacum na odchyleni se pylovych zrn od bézného gametofytického vyvoje
k alternativnimu sporofytickému. Binarova® et al. (1977) zjistili, ze k embryogenezi u Brassica
napus muaze dojit i u pylu VvV pozdnim dvoujaderném stadiu poté, co je kratkodob& vystaven
teploté¢ 41°C. Sopory et Munshi (1996) ve své studii zjistili, ze rostliny ziskané z pylu
Vv jednojaderné fazi, byly vétSinou haploidy, zatimco rostliny S vy$§im poctem chromozomu
vznikaly spiSe z prasnika v pozdé&jsich fazich.

Stadium vyvoje pylu se obvykle testuje metodou acetokarminovou (Sharma et Sharma,
1972). U odrud, u kterych je provadéna pylova embryogeneze, se natrhaji poupata z riznych trsu
a Vv raznych vyvojovych fazich. Z nich se postupné vypreparovavaji prasniky. Na jedno podlozni
sklicko se da jeden prasnik, ktery se rozmackne, zakapne roztokem acetokarminu
(1% acetokarminu ve 45% kyseliné octové) a ptikryje se krycim sklickem. Takto pfipraveny
preparat lze pozorovat pod optickym mikroskopem alze z ného ur¢it fazi vyvoje pylu. Pro

fluorescenéni barveni miize byt pouzito také DAPI (Germana et al., 2011).
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3.2.2.6 Stresové piredptisobeni

Pisobenim fyzikalnich nebo chemickych stresovych faktorii na celé kvétenstvi, poupata
nebo vypreparované prasniky mize mit pozitivni vliv na ¢innost androgeneze. Obvyklé faktory,
pii kterych dochazi u mikrospor K potladeni gametofytického vyvoje azahdjeni alternativni
sporofytni cesty, jsou nizka nebo vysoka teplota, centrifugace, vysoka vlhkost, vodni stres,
oxidativni stres, osmoticky tlak, zména hladiny endogennich rustovych latek, pfenos prasniki
z anaerobniho do aerobniho prostfedi, hladovéni, elektrostimulace, pouziti kolchicinu, ptisobeni
tézkych kovi adalsi (Islam et Tuteja, 2012). Za nejznaméjsi a obvykle nejucinnéjsi byva
povazovan teplotni Sok (Zur et al., 2008). Naroky na rozsah teploty i dobu ptisobeni chladem
jsou u ruznych druhd artznych typt kultivace velmi rozdilné amusi byt stanoveny
experimentalné (Bajaj et al. 1987). Sunderland et Huang (1987) na zaklad¢ cytologického
pozorovani vyslovili domnénku, Zze mikrospory nejsou az do stadia prvniho mitotického déleni
pln€ determinované pro gameticky vyvoj. Zménou podminek prostfedi 1ze indukovat vyvoj ve
sméru tvorby embrya.

Zvysena Ci snizena teplota miize vyznamné ovlivnit androgenezi u fady druht a to bud’
pusobenim pied odbérem na poupata ¢i kvéty nebo piimo na izolované prasniky (Biddington et
Robinson, 1991). VétSinou se doporucuje piredpisobeni chladem, i kdyz piimé oSetieni
izolovanych prasnikii se jevi méné ucinné nez oSetfeni poupat nebo kvéti pred odbérem

(Sunderland et Wilson 1979).

3.2.2.7 Povrchova sterilizace poupat a preparace prasniki

Z povrchu poupat jesté pied preparaci prasniku je nutné odstranit necistoty (bakterie
aplisné), sterilizovat je. Obvykle se pro povrchovou sterilizaci kvétnich pupend pouZziva
nasledujici postup

- neoteviena poupata jsou ponotena na nékolik minut do 70% roztoku ethanolu

- poté jsou na 10-15 minut ponoiena do roztoku chlornanu sodného (1,5% aktivniho
chloru ve vod¢) obsahujicim nékolik kapek Tween 20

- nakonec jsou nejméné tfikrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou (po dobu 5
min).

Po sterilizaci jsou praSniky z poupat asepticky vypreparovany a umistény na médium.
Existuje mnoho steriliza¢nich protokold, vétSina z nich se nachazi v manudlu pro produkci

zdvojenych haploidi od Maluszynski et al. (2003).
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3.2.2.8 Kultivaéni podminky

Pro dobry rist a vyvoj explantatu je potfeba zajistit dobré kultiva¢ni podminky ato jak
fyzikédlni tak 1 chemické. Fyzikdlni podminky zahrnuji svétlo, teplo ataké plynnou fazi
kultiva¢niho prosttedi, tzn. mnozstvi vodni pary a zvySeny ¢i snizeny obsah nékterych plynda.
Chemické podminky zahrnuji kultivacni médium, jako zdroj vyzivy, energie a regulacnich latek

(Prochazka et al., 1997).

32281 Fyzikalni podminky

Teplota asvétlo ovliviiuji explantatovou kulturu modifikovanim nejriznéjsich
biochemickych a fyziologickych procest, véetné metabolizmu ristovych regulatord (Biddington
et Robinson,1991). Nissen et Sutter (1990) uvadgji, Zze svétlo muze zpusobovat degradaci
rostlinnych hormont, konkrétné IAA a IBA v kultivaénim médiu tuhém 1 tekutém. Huxter et al.
(1979) zaznamenali, ze pletiva tabaku, ktera byla kultivovana ve tmé, produkuji vice ethylenu

nez pletiva rostouci na svétle.

3.2.2.9 Chemické podminky kultivace — kultiva¢ni média

Kultivaéni média pouzivana v pylové embryogenezi skytaji nejen vyzivové hodnoty, ale
podileji se i na regulaci vyvoje mikrospory do embrya. Pro Usp&$nou indukci androgeneze je
velice dulezité spravné slozeni média a zachovani vyvazeného pH. Médium pro rostlinné bunky
musi byt komplexni, stanoveni jeho optimalniho sloZeni zavisi na druhu rostliny (Datta, 2005).

Cela kultivace mlize probéhnout na médiich, kde se po celou dobu vychozi obsah
rostlinnych hormonti neméni. Castéji se ale obsah média v pribéhu kultivace méni ato
kvalitativné 1 kvantitativné. V prib&hu kultivace je také mozny ptenos na jiné médium. Jiné je
sloZzeni média pro indukci kalusi, jiné pro jeho vlastni kultivaci, jiné pro vyvolani regenerace
a jiné pro ziskani plnohodnotnych rostlin (Prochazka et al., 1997).

Pro praSnikové kultury byla pouZita celd fada médii, béZn¢ pouzivanych pro explantatové
kultury Rlzni autofi pouzili vlastni modifikace kultivacnich médii, aproto nelze mluvit
o urcitém standardnim médiu podporujici androgenezi. NejCastéji pouzivand média jsou
Murashige and Skoog (1962), N6 (Chu 1978) a jejich variace (Pretova, 1995). Jako dalsi lze
jmenovat B5 médium (Gamborg et al., 1968), SH médium (Schenk et Hildebrandt,1972) a dalsi.
Pti testovani jednotlivych slozek se zjistilo, ze klicovym faktorem pro indukci androgeneze je

sachardza. Slouzi jako zdroj uhliku a také ovlivituje osmotickou hodnotu média (Pret'ova, 1995).
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Kromé sacharézy jsou dulezité¢ i dalsi cukry, jako maltoza, cellobiosa a gluk6za (Sorvari et
Schieder, 1987).

Dalsi soucasti média jsou ristové regulatory. Jejich pfitomnost se lis§i podle druhu
rostliny a nemusi byt nezbytna. Z dalSich moznych piidavka se jevi jako dilezité aktivni uhli,
0 kterém se vSeobecné predpoklada, ze absorbuje inhibic¢ni latky existujici ve stopovém mnozstvi
v agarovém médiu nebo toxické latky vznikajici pfi starnuti pletiv prasniki (Novak, 1990).

Ke ztuzovani média je obvykle pouzivana latka agar, ktera muze do kultivacniho
prostiedi uvoliiovat etylen ajeho akumulace tak muze ovlivnit pribéh kultivace. Jednotlivé
slozky se vzajemné ovliviiuji a spolecné se podileji na procesech probihajicich v kultivovanych

pletivech (Prochazka et al., 1997).

32291 Riistové regulatory

Na zakladé urcitych analogii S pusobenim Zzivoéisnych hormont existuje pét skupin
endogennich ristovych regulatori povazovanych za rostlinné hormony. Jsou to auxiny,
gibereliny, cytokininy, kyselina abscisova a etylen. Krom¢ nich jsou V rostlinach latky, které
maji rustove regulacni aktivitu, ale nejsou fazeny mezi hormony. Mezi né patii brassinosteroidy,

polyaminy, kyselina jasminova, oligosacharidy a velka skupina fenolickych latek (Prochazka et
al., 1997).

Auxiny

Byvaji do kultiva¢nich médii ptidavany obvykle v kombinaci s cytokininy. Vzajemna
kombinace podporuje dediferenciaci a opétovnou diferenciaci. Pfitomnost auxind je nezbytna
pro tvorbu kalusu. Pro tvorbu kalusu témét univerzalné ptsobi 2,4 D (Minocha et al., 1987).
Razné kombinace se vyuzivaji velmi cCasto pro vyvolani organogeneze V organovych

a kalusovych kulturach, velmi €asto se uplatiiuji 1 v prasnikovych kulturach.

Cytokininy

Byvaji do kultivacnich médii pfidavany obvykle v kombinaci s auxiny. Mohou vsak
pusobit 1 samy, alespon V nékterych fazich kultivace, nebo miize jejich ucinek siln¢ pievladat.
Samy o sob€ cytokininy mohou nachézet uplatnéni pii indukci tvorby pryth. Pii pfimé regeneraci

se jedna o princip potlaceni apikalni dominance (Wickson et Thimann, 1958).

25



Gibereliny

Nehraji pfi morfogenezi vyznamnéjsi roli, ale nékdy mohou tento proces ovlivnit Mohou

modifikovat morfogenni efekty zpusobené cytokininy a auxiny (Prochazka et al., 1997),

Kyselina abscisova

Byla dlouho povazovéana za retardant rastu. Ackerson (1984) zjistil, ze v explantatové
kultufe piidavek ABA podporuje normalni vyvin izolovanych zygotickych embryi soji (Glacine
hispida). Podobn¢ Hess et Carman (1991) pozorovali, Ze zvySeny obsah ABA zlepSuje vyvin
izolovanych embryi pSenice (Triticum aestivum). Nejvyznamnéji se projevuje u somatické

embryogeneze.

Etylen
Biddington et Robinson (1991) pro nékteré druhy Brassicaceae ucinil zavér, Ze etylen

produkovany pletivy prasnikii androgenni odpovéd’ inhibuje. Naproti tomu Reynolds (1989)
dospél pti podrobném studiu prasniku Solanum carolinense k zavéru, ze endogenni etylen nema
vztah k tvorb¢ kalusu nebo k regeneraci.

Na stabilitu riistovych latek miize mit vliv 1 to, jestli se jednad tekuté nebo ztuzené
médium. V tekutém médiu byla prikazné stabiln€jsi IBA ve srovnani s IAA. V médiu ztuzeném

byly obé latky stabilni srovnatelné (Nissen et Sutter, 1990).

3.2.2.10 Regulace androgeneze

Vznik haploidniho sporofytu ze samc¢iho gametofytu je proces regulovany alespon na
dvou urovnich — indukce a diferenciace pylovych embryoidd. Indukéni faze zahrnuje procesy
souvisejici se zménou determinace mikrospory od gametofytického ke sporofytickému vyvoji. Je
velmi pravdépodobné, ze embryogenni mikrospory jsou ke sporofytickému vyvoji
determinovany jiz Vv pribéhu meiozy nebo ranych stadiich mikrosporogeneze. Determinace
mikrospor souvisi S nepravidelnou orientaci prvni pylové mitozy apylovym dimorfizmem.
Frekvence uvedenych jevu je zavisla na genetickych zvlaStnostech druhu alze ji ovlivnit
vnéjSimi zdsahy. Médium a podminky kultivace nejsou pro indukci pylové embryogeneze
dilezit¢ (Novak, 1990). Produkce androgennich rostlin je genotypové zavisla a souvisi
s fertilitou pylu. Pyl z kvétl na pocatku kveteni se pro androgenezi jevi jako vhodnéjsi. Bylo
také prokazano, Zze pozice vyvijejiciho se pylového zrna muze ovlivnit androgenni schopnost

pylu (Pretova, 1995).
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V indukéni fazi se méni metabolizmus aminokyselin a v pribéhu vyvoje embryoidil se
snizuje hladina prolinu. Na vysoké hladiné zlstdvaji treonin, serin, kyselina glutamova a -
aminomaselna. S metabolizmem volnych a vazanych aminokyselin souvisi i efekt exogennich
aminokyselin pfidavanych do kultivaéniho média. Zmény metabolizmu aminokyselin
odpovidajici zac¢atku androgeneze in vitro byly indukovany chladovym ovlivnénim (Sangwan et
Camefort, 1984).

Na prub¢h diferenciace embryoidii mé vliv 1 vnéjsi pylova sténa (exina). Misto prasknuti
pylové stény urcuje polarizaci dosp€lého embryoidu, nebot’ vV tomto mist¢ se V dalSim vyvoji
diferencuje vrcholovy meristém stonku, zatimco na opa¢ném konci, kde jsou zbytky exiny se

diferencuje kotenovy vrchol (Novak, 1990).

3.2.3 Androgeneze brambor

Indukovana androgeneze V prasnikovych apylovych kulturach byla v 80. letech
vyuzivana K produkci haploidi i u brambor. Irikura (1975) zjistil vyznamné rozdily ve frekvenci
androgeneze v ramci 46 planych druhtt bramboru (Solanum sp.). Kultivaci prasnika 117 klont
41 druhtt Solanum anékolika mezidruhovych hybridt ziskal haploidy pouze u 19 druhtu
a 4 hybridu. Frekvence produkce monohaploidi u nékterych druhti brambor je uvedena v tabulce
1. Lze konstatovat, ze i kdyz byla produkce haploidii u jednotlivych genotypi rizna, nikdy nebyl
dosazen vysoky pocet monohaploidi.. Sopory et Jacobsen (1978) ukazali, ze fizenou selekci lze
zvysit frekvenci vyskytu monohaploidi.

Rokka et al. (1998) ziskali kultivaci prasnikt Solanum acaule ssp. acaule Bitt. ptes 250
dihaploida.

Studie provedené na Solanum tuberosum ukazaly, Ze pylova embryogeneze mikrospor je

dédi¢né fizena vice nez jednim genem a tyto geny jsou recesivni (Smykal, 2000).
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Tabulka 1. Usp&nost prasnikovych kultur u riznych 2n druhéi Solanum a4n Solanum acaule

(Sopory et Bajaj, 1987)

Pocet % zrege- %

kultivovanych | nerovanych | monohaploidi
Druh, hybrid prasniki rostlin (ze zreg. rostl.) | Reference
S. phureja 100 8,00 50,00 | Irikura, 1975
S. stenotomum 150 2,67 25,00 | Irikura, 1975
S. verrucosum 360 33,60 68,59 | Irikura, 1975
S. bulbocastanum 120 6,66 100,00 | Irikura, 1975
S. tuberosum
(H7801/10) 2452 21,08 12,90 | Uhrig a Wenzel, 1981
(H7801/27) 3765 68,10 15,63 | Uhrig a Wenzel, 1981
S. tuberosum x S.
chacoense 18258 1,66 16,37 | Cappadocia et al., 1984
Complex hybrid
Ip 56 4351 0,09 25,00 | Cappadocia et al., 1984
S. chacoense 2645 7,45 74,00 | Cappadocia et al., 1984
S. phureja 1416 8,83 23,20 | Veilleux, 1990
Solanum acaule 4011 9,22 95 | Rokka et al.,1998

Vysledky prace Dunwela et Sunderlanda (1973) na rdznych odriadach Solanum
tuberosum poukazaly na sezonni vliv. Pfi kultivaci pra$nikt sbiranych v 1ét¢ byla pozorovana
vy$$i tvorba embryoidii nez u prasniku sbiranych na jafe atato skute¢nost pravdépodobné
souvisela s lepSim zdravotnim stavem letnich rostlin.

Shen et Veilleux (1995) zjistili, Ze piedpuisobenim vysokou teplotou (35°C po dobu 12
hodin) na poupata bramboru, se produkce embryi ve srovnani S kontrolou zvysila 11krat.

Chani et al. (2000) zjist'ovali vliv rizného stresového oSetieni pii kultivaci prasniki tfech
hybridd Solanum phureja Juz. & Buk. a S. chacoense bitt. Z jejich vysledkd vyplynulo, ze na
variabilitu ma nejvétsi vliv genotyp donorovych rostlin a stadium vyvoje pylu. Péstovani rostlin
pti teploté 30°C a predpisobeni poupat vysokou teplotou (35°C po dobu 12 hodin) pfineslo
zvySeni frekvence vyskytu embryi az o 40%. Na druhou stranu teplotni Sok snizil rychlost
regenerace rostlin a vétsina regenerovanych rostlin byla dihaploidnich.

Vliv média na mikrosporové kultury u dvou diploidnich rostlin Solanum tuberosum L.
a jednom tetraploidu (kultivar Borka) zkoumala Rihova et Tupy (1999). Pii pouziti média pro
prasnikové kultury dle Veilleux et al. (1985) mikrospory nevykazovaly zadny dalsi vyvoj a do
dvou dnti odumiely. V médiu M1 dle Tupy et al. (1991), které obsahovalo mineralni slozky,

sachardzu, uridin, cytidin, myo-inositol, glutamin a hydrolyzat laktalbuminu, se mikrospory
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dostaly do faze prvniho mitotického déleni v prubéhu 14 dnti. Byla potlacena akumulace Skrobu
a také asymetrické déleni mikrospor, coz ukazovalo na pifimou inhibici vyvoje pylu nezavisle na
zpusobu dé€leni mikrospor. Tento inhibi¢ni u¢inek M1 média miize predstavovat stres, ktery

spousti indukci symetrického déleni mikrospor a naslednou tvorbu mnohojadernych struktur.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

V této praci byly pouzity genotypy rodu Solanum, které vznikly somatickou hybridizaci
mezi druhy Solanum tuberosum ssp. tuberosum a Solanum bulbocastanum na Katedie genetiky
a §lechténi Ceské zemédélské univerzity v Praze.

Pro experiment byly vybrany nasledujici genotypy: REG 27F, REG 30F, REG 32F, REG
35F, REG 38F, REG 39F, REG 41F, REG 42F, REG 46F, REG 47F, REG 49 K, REG 50F,
REG 52F, REG 56F, REG 68F, REG 70F, REG 71 FaREG 72 F.

4.2 Kaultivace donorovych rostlin

4.2.1 In vitro kultivace rostlin

Pro kultivaci rostlin in vitro byly ptipraveny 2 I média, jehoz slozky jsou:

Murashige-Skoog medium s koncentraci 4302,09 mg/1,
Murashige-Skoog vitaminy s koncentraci 103,1 mg/I
Sachar6za s koncentraci 25g/1

Agar s koncentraci 7g/l.

V roztoku ptipraveného z destilované vody, Murashige-Skoog média aa Murashige-
Skoog vitaminu byla pomoci pH metru 3310 Jenway zméfena jeho hodnota pH a nasledné
upravena na 5,7 postupnym ptidavanim 0,1 M KOH. Poté byla do roztoki pfidana sacharoza
a rozvaieny agar a vse bylo dikladné rozmichano.

Takto ptipraveny roztok byl rozlit do sklenénych kultiva¢nich nadob o objemu 150 ml
a uzavien umélohmotnym uzavérem B-cap (Sigma) s odvétravacim otvorem a molitanovou
zatkou. Kazdd nadoba obsahovala 25 ml média. Sterilizace sklenic s médiem probéhla
Vv autoklavu Valueclave (Tuttnauer) pii 121 °C a tlaku 101,5 kPa po dobu 20 minut.

Pasdzovani rostlin bylo provedeno Vv aseptickém prosttedi flowboxu Gelaire TC48 Flaw
laboratories. Pomucky a prostor boxu byl povrchove¢ sterilizovan 70% etanolem.

Do jedné nadoby byly umistény 3-4 jednolistové nodalni tizky jednoho genotypu. Pro
kazdy genotyp byly pfipraveny 2 nadoby S popisem vzorku a datem zalozeni. Poté byl okraj
uzavéru zabezpeCen parafinovou folii (Parafilm), slouzici kochran¢ proti vysouseni
a kontaminaci a pro snaz$i manipulaci. Nadoby s fizky byly umistény do kultiva¢niho boxu
Sanyo MLR — 351H.

30



Kultivace rostlin probihala pti fotoperiodé 16 hodin den/8 hodin noc, teploté 24 °C ve
dne a 18 °C vnoci a50% relativni vzdusné vlhkosti. Hustota toku fotosynteticky aktivnich

fotont (PPF) byla nastavena na 120 umol.m'z's'l, pricemz intenzita osvétleni byla 14500 1x.

4.2.2 EXx vitro kultivace rostlin

Po necelych 4 tydnech kultivace in vitro (8. 4. 2015) byly rostliny piesazeny do perlitu.
V nasledujicich 9 dnech byly otuzovany V laboratofi pii bézné provozni teploté s vysokou
vzdusnou vlhkosti apoté vysazeny do vysevniho substratu apieneseny do skleniku. Do
zahradnického substratu byly rostliny piesazeny tii tydny ode dne, kdy byly ptesazeny do perlitu.

V poloving kvétna byly vzrostlé rostliny vysazeny na pokusny pozemek CZU v Praze 6.

4.3 Priprava a Kultivace rostlinného materialu pro androgenezi

4.3.1 Stanoveni vyvojové faze mikrospor / Vybér poupat

Vhodna vyvojova faze mikrospor byla stanovena nasledovngé:

- Z matetské rostliny bylo odebrano celé kvétenstvi, obsahujici 7 poupat riznych
velikosti

- jednotliva poupata byla ocislovana Cisly 1-7 azméfena jejich délka. Nejmensi
métila do 2 mm a nejvétsi dosahovala az 6 mm (obrazek 2)

- prasniky z jednotlivych poupat byly pfeneseny na samostatna podlozni sklicka
(obrazek 3). Z prasnikti kazdého poupéte byl pfipraven samostatny preparat (obrazek 4)

- stddium mikrosporogeneze pylovych zrn bylo u jednotlivych preparati
pozorovano pod svételnym mikroskopem typu Olympus BX 50 pii zvétSeni 400% az
600x%

- Jako nejvhodnéjsi se jevila poupata o velikosti 2-3 mm.
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Obrazek 2 Obrazek 3

Obrazek 4

4.3.2 Priprava médii pro kultivaci prasnika

Pro kultivaci prasnika bylo pfipraveno 12 variant kultiva¢nich médii, liSicich se slozenim
a koncentraci zakladniho media a ptidanymi ristovymi regulatory (RR).

Pro ptipravu médii A - D bylo jako zakladni kultivaéni médium pouzito Murashige-
Skoog médium (MS) ve sloZeni:

Murashige-Skoog médium s koncentraci 4 302,09 mg/I,

Murashige-Skoog a vitaminy s koncentraci 103,1 mg/I,
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sachardza v koncentraci 6g/1,

agar s koncentraci 5 g/l a

aktivni uhli s koncentraci 5 g/1.

Slozeni médii | — L bylo stejné s vyjimkou sacharozy, ktera byla v koncentraci 60g/I.

Pro ptipravu E — H bylo jako zakladni kultiva¢ni médium pouzito Schenk - Hildebrandt

(SH) médium Ve slozeni

Schenk - Hildebrandt médium s koncentraci 2 384,44 mg/I,

Schenk - Hildebrandt vitaminy s koncentraci 757,875 mg/I,

sachardza v koncentraci 60g/1,

agar s koncentraci 5 g/l a

aktivni uhli s koncentraci 5 g/I.

Pro upravu pH na hodnotu 5,7 byl pouzit 0,1M roztok KOH.

Meédia byla sterilizovana v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C a pretlaku 100 kPa po dobu 20

minut. Pfidani RR do médii a rozliti do Petriho misek probihalo asepticky ve flowboxu.

Oznaceni a koncentrace zakladniho média | Pridané rustové regulatory

A MS 100% BAP s koncentraci 45,4 ng/l

B MS 50% BAP s koncentraci 45,4 ug/100 ml

C MS 100% 2,4 D s koncentraci 0,2Amg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 ng/100 ml

D MS 50% 2,4 D s koncentraci 0,1mg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 pug/100 ml

SH 100% BAP s koncentraci 45,4 ng/l

F SH 50% BAP s koncentraci 45,4 ng/100 ml

G SH 100% 2,4 D s koncentraci 0,1mg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 ug/100 ml

H SH 50% 2,4 D s koncentraci 0,1mg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 ug/100 ml

I MS 100% BAP s koncentraci 45,4 ng/l

J MS 50% BAP s koncentraci 45,4 ng/100 ml

K MS 100% 2,4 D s koncentraci 0,1mg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 pug/100 ml

L MH 50% 2,4 D s koncentraci 0,1mg/100 ml
Kinetin s koncentraci 50 ug/100 ml
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4.3.3 Odbér rostlinného materialu

Pro kultivaci prasnikt byla sbirana neoteviena poupata z matetskych rostlin pribézné od
11. do 22. zafi roku 2015. Z kazdého genotypu bylo odebrano piiblizné 20 poupat a vlozeno do

oznacenych 2 ml polypropylenovych zkumavek. Oznac¢eni bylo nasledovné.

Oznaceni | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12 |13 |14 |15 |16

Genotyp | 27F | 30F | 32F | 38F | 39F | 41F | 42F | 46F | 47F | 49F | 50F | 56F | 68F | 70F | 72F

4.3.4 Predpusobeni a sterilizace poupat

Pted izolaci a kultivaci prasnika byla poupata vystavena chladovému ptedpisobeni, tzn.,
Ze poupata byla na 12 hodin ulozZena do chladiciho boxu s teplotou 4°C a poté byla sterilizovana
dvéma zpusoby. Prvni zptuisob povrchového osetieni poupat byl proveden ve dvou krocich
- Do zkumavek sneporusenymi poupaty byl pfidan 70% ethanol aponechan
Kk puisobeni po dobu 5 minut
- Po uplynuti této doby byl etanol odstranén a desinfekce pokra¢ovala macenim
poupat v 12 % roztoku Sava po dobu 20 minut.
Druhy zpisob povrchové sterilizace poupat sestaval pouze z maceni poupat v 70%
ethanolu po dobu 5 minut.
Poté, jiz Vv aseptickém prostiedi flowboxu, byla poupata oplachnuta 3x sterilni
destilovanou vodou a ulozena do uzavienych sterilnich Petriho misek (55 mm), aby se zabranilo

jejich vysychani.

4.3.5 Izolace prasniku

Z poupat byly postupné pomoci preparacni jehly vylamovany prasniky a umistovany do
oznacenych Petriho misek na kultivaéni médium. Na kazdou misku o priméru 55 mm
obsahujicich pfiblizn€ 5 ml kultivacniho média bylo polozeno 8-10 prasniki ze dvou poupat
jednoho genotypu. Kazda miska byla popsana datem zaloZeni pokusu, oznacenim pouzitého
média a genotypu rostliny. Nakonec byly misky zabezpeceny parafinovou folii.

Celkové bylo piipraveno 408 misek. V 360 miskach byly prasniky, jejichz poupata byla
sterilizovana kombinaci ethanolu a Sava. Ve zbylych 48 miskach byly prasniky z poupat
oSetfenych pouze ethanolem. Tento zplsob sterilizace poupat by mél byt Setrnéjsi. 1 kdyz

vzhledem k pozdnéjsimu odbéru se podatilo pokus zalozit jen u vybranych hybrida, byl pouzit
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na porovnani uc¢innosti riznych zplsobu sterilizace poupat. Detailni informace o poctu
zalozenych misek, pouzité sterilizaci a datu zalozeni pokusu, jsou v tabulce 2 Fotografie

zalozenych misek je na obrazku 4.

Tabulka 2 Pocet misek pro jednotlivé genotypy, média a zplsoby sterilizace poupat

Zpisob
Datum | Médium | sterilizace |27F|30F| 32F| 38F| 39F| 41F| 42F | 46F | 47F | a9F | 50F | 56F| 68F| 70F| 72F
11.9. A 2121212121212 222221222
11.9. B 212121 213l212]2232[212]2]2
11.9. C 222121213l 2 222221222
11.9. D 2122121212121 222221222
15.9. E 21 2121212121212 22221222
159, F |etanol+| 22 221212 221212221222
159, G savo |2 2222212121212 12 2222
159, H 222121212122 222[222[2
17/18.9.| | 2122121212122 2]22212]2]2
17/18.9.| J 2122121212121 222221222
17/18.9| K 2122121212121 222221222
17/18.9| L 222222122 22221222
229, E 1 2 2211 2 [ 1
229, F 1 2 2211 2 [ 1
229, G 1 2 2211 2 [ 1
229, H 1 2 > 211 2 [1
22,9, | Ethanol = 2 2211 2 | 1
229, ] 1 2 2211 2 [ 1
229, K 1 2 2211 2 [ 1
229, L 1 2 2211 2 [ 1

Obrazek 4. Misky s izolovanymi prasniky ihned po zaloZeni pokusu
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4.3.6 Kaultivace prasnikii

Béhem mésice zaii 2015 bylo celkem izolovano 4 235 prasnikd z poupat 15 genotypt
somatickych hybridd. Ke kultivaci bylo pouzito 12 variant kultivacnich médii a kultivace
probihala ve dvou raznych prostfedich. Prvni tyden byly vSechny misky kultivovany ve tmé pfi
teploté 25°C. Po tydnu cast znich (misky, u kterych je v tabulce 2 uvedeno ¢&islo 2) byla
umisténa do kultiva¢niho boxu Sanyo MLR — 351H. Zde probihala kultivace pii fotoperiodé 16
hodin den /8 hodin noc, teplot¢ 24°C ve dne a 18°C v noci a 50% relativni vzdusné vlhkosti.
Zbylé misky zastaly Vv ptvodnim prostiedi. Priabézné¢ byly u vSech misek kontrolovany

kontaminace, nekrotizace prasniki, tvorba a vzhled regenerovanych kalust.

4.3.7 Priprava regenera¢niho média pro indukci organogeneze

Organogeneze je proces, pfi kterém vznikaji jednotlivé rostlinné organy a slozeni
kultiva¢nich médii ma na jeji pribéh ptimy vliv. Pro indukci organogeneze kalust bylo pouzito
médium, jehoz zaklad tvoti Murashige et Skoog (1962) a do kterého byly piidany rostlinné
hormony 1AA v koncentraci 0,001ug / 100 ml, GA3 v koncentraci 0,05 pg / 100 ml a Zeatin
v koncentraci 0,3 mg / 100 ml (Sedlakova, 2010).
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S5 Vysledky

Dosazené vysledky této prace jsou uzce provazany S metodikou, kterd byla navrzena na

zaklad¢ dosazitelnych literarnich pramenti a prizptisobena podminkam laboratote.

5.1 Stanoveni vyvojového stadia pylovych zrn

v

Pro kultivaci se jako nejvhodnéjsi jevi prasniky obsahujici pylova zrna v jednojaderném
vyvojovém stadiu. Po barveni prasnikli z poupat riznych velikosti acetokarminem bylo

stanoveno, ze optimalni velikost uzavienych poupat je 2-3 mm.

5.2 Predpusobeni a sterilizace poupat

Vzhledem ktomu, ze prasniky byly uzavieny V nerozvitém a neporuSeném poupéti,
nedochazelo u nich ke kontaktu s okolim. Po 17 dnech od zaloZeni posledniho pokusu bylo
provedeno vyhodnoceni kontaminaci, z pohledu kontaminace bodové, kdy byl kontaminovan
pouze néktery z prasnikli a kontaminace se nerozsitila dale, a celkové, kdy byla kontaminaci
zasazena vetsi ¢ast misky. Vzhledem k tomu, ze poéty misek S jednotlivymi zpusoby sterilizace
byly rozdilné, pro vyhodnoceni bylo pouZito procentudlni vyhodnoceni kontaminaci. Vysledky
v tabulce 3. ukazuji, Ze pii oSetfeni poupat pouze ethanolem celkové dochazi K téméf
dvojnasobné kontaminaci. Testovani shodnosti zasaht chi-kvadrat testem ukazuje, Zze rozdily

jsou statisticky vyznamné (p = 0,0001).

Tabulka 3. Srovnani riznych zpisobu sterilizace poupat

Typ sterilizace
Typ Pouze
kontaminace | Ethanol a Savo Ethanol*
Celkova 3,5% 10,4%
Bodova 9,3% 12,5%
Celkem 12,8% 22,9%
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5.3 Kultivace prasnikii

V miskach zalozenych 11. 9. 2015, ve kterych byly prasniky Kultivované ve tmé a pfi
teploté 25°C, byly 18 dni po zaloZeni pokusu rozpoznatelné prvni kalusy ato u genotypi Reg
42F a Reg 68F.

V prubéhu kultivace bylo né€kolikrat provedeno pasdzovani. Pii prvnim pasdzovani, které
probéhlo 21. 10. 2015, byly prasniky / kalusy z médii A—D ptevedeny na médium I — L.
Duvodem pro toto bylo sjednoceni koncentrace sachardzy u vSech dale pouzivanych médii a také
skutecnost, Ze koncentrace sachar6zy vyznamné neovlivnila tvorbu kalusii na jednotlivych
médiich. Testovani rozdilu pomoci chi kvadrat testu neprokédzalo vliv rtizné koncentrace
sachardzy (p = 0,9818). Procenta prasnikui s odezvou ve form¢ tvorby kalusi jsou uvedena

v tabulce 5. Pro dalsi kultivace jiz byla pouzivana pouze médiaE -G al — L.

Tabulka 5 Pocet kalust ziskanych z celkového po¢tu nasazenych prasnikd na daném médiu

0,6% sachar6za 6% sachar6za
MS 100% + BAP A |48% I 4,4%
MS 50% + BAP B |41% J 4,8%
MS 100% + 2,4 D + kinetin C |44% K 141%
MS 50% + 2,4 D + kinetin D |33% L [33%

Z celkového poctu 4 235 izolovanych prasnikii bylo po ctyfech mésicich kultivace
ziskdno 63 kalusu, jejichz velikost se pohybovala mezi 1-3 mm. Kalusy mély bélavou az
nazloutlou barvu a byly kompaktni.

Cely pokus byl ovlivnén fadou faktor, genotypem a fyziologickym stavem rostliny,
Casem sbéru poupat, stadiem vyvoje pylu pii inokulaci, stresovym piedpisobenim, kultivaénimi
podminkami, a kazdy z nich mohl byt zatizen urcitou chybou. Dosazené vysledky proto jen
naznacuji urCité trendy a hypotézy, které by bylo vhodné v budoucnu ovéfit. Detailni graf
cetnosti ziskanych kalusu z pohledu jednotlivych genotypti dokumentuje graf 1 a tabulka 6.

Na proces indukované androgeneze mél ziejmé nejvétsi vliv genotyp testovanych
hybridt. Zjistili jsme, Ze odezva prasnikd hybridu REG 68F byla silna (na téméf vSech médiich),
a ziskali jsme 21 kalust z 200 kultivovanych pra$nikli. Na druhou stranu u genotyptit REG 39F,
REG 46F a REG 47F se nepodafilo indukovat ani jeden kalus. Silng€j$i odezvu prokazaly také
prasniky genotypu REG 49F ato pouze na médiu SH (8 kalusii). Po 4 kalusech bylo ziskano
z genotypu REG 32F, REG 70F a REG 42F.
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Graf 1 Pocet kalusii v rozpadu dle genotypu a pouzitého média

6 -
5 -
4
3
2
1
0
49F 68F 38F 72F 41F 27F 56F 42F 32F 70F 50F 30F 39F 46F 47F
= MS 100% + BAP EMS 50% + BAP
mMS 100% + 2,4 D + kinetin MS 50% + 2,4 D + kinetin
mSH 100% + BAP mSH 50% + BAP
mSH 100% + 2,4 D + kinetin SH 50% + 2,4 D + kinetin
Tabulka 6 Pocet ziskanych kalusi pro jednotlivé genotypy
Médium 27F | 30F | 32F | 38F | 39F | 41F | 42F | 46F | 47F | 49F | 50F | 56F | 68F | 70F | 72F | Celkem
MS 100% + BAP 1 2 2 5
MS 50% + BAP 2 4 | 2 1 1 4 1 15
MS 100% + 2,4 D + kinetin 1 1
MS 50% + 2,4 D + kinetin 3 2 2 4 2 13
Celkem MS 2 | 1|45 1] 3 1| 2|8 4|3 34
Celkem MS ve tmé 1 3 1 1 1 2 3 1 1 14
Celkem MS v boxu 1| 1|4a]|2 2 5 3|2 20
SH 100% + BAP 1 1] 1 1 4
SH 50% + BAP 3 3
SH 100% + 2,4 D + kinetin 1 2 1 4 3 11
SH 50% + 2,4 D + kinetin 1 3 6 11
Celkem SH 1 3 8 13 1 29
Celkem SH ve tmé 1 1 2 6 12
Celkem SH v boxu 1 2 6 7 1 17
Celkem | s 1|55 |a]la] | s | 1|32 a]a] 63
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Pro vyhodnoceni vlivii médii, rastovych regulatorti (RR) a zptisobu kultivace prasniki
na indukci kalust a za hypotetického piedpokladu nulového vlivu genotypu jsme ziskana data
znormovali. To znamena, Ze jsme bez ohledu na to, kolik kalust se z daného genotypu podafilo
ziskat, kazdé misce, obsahujici alespon jeden kalus pfifadili stejnou vahu rovnou 1. Vliv médii,
RR a zpusob kultivace prasniku je tedy dale hodnocen nejen z pohledu absolutnich ¢isel (poctu
ziskanych prasniku), ale i z pohledu eliminace vlivu genotypu.

Vliv médii bez ohledu na vliv genotypu (tabulka 7) na tvorbu kalust byl statisticky
prokazan, testovani shody Cetnosti kalusti mezi kombinacemi médii chi-kvadrat testem prokazalo
vyznamné rozdily. Byl prokazan vliv pouzitych zakladnich médii (p << 0.0001) i jejich
kombinaci s rastovymi regulatory (p = 0,0001). V ptipad¢ pouziti SH média byly rozdily ve
volenych koncentracich méné markantni, piesto byl zaznamendn rozdil (p = 0,043).
V absolutnim poctu kalusii jsme pfi pouziti média MS ziskali 34 kalusi, pii pouziti SH média 29
kalusii. Po vylou€eni vlivu genotypu lze konstatovat téméf stejnou odezvu média na indukci
kalusi. Podafilo se ziskat 20 misek S MS médiem a alespon jednim kalusem a 19 misek s SH
médiem.

V prostfedi kultiva¢niho boxu Sanyo MLR — 351H (s fotoperiodou) se podatilo
Vv absolutnich ¢islech indukovat 37 kalust, zatimco V prostfedi bez fotoperiody pouze 26. Pocet
genotypt, na kterych se podafilo odvodit alesponn jeden kalus, byl v kultivaéniho boxu
i v prostfedi bez fotoperiody téméi stejny. Cetnosti kalusti podle zptisobu kultivace byly na
zakladé tabulky 7 porovnany chi kvadrat testem, vliv kultivace nebyl prokazan (p = 0,93).

Nejvyssi vytézky kalusi poskytovaly tyto kombinace médii, pIné ¢i polovicni MS
médium S BAP (12 genotypt a 20 kalusi) a SH médium s 2,4D a kinetinem (13 genotypt a 22
kalustl). Pti zapoéteni vlivu genotyptl vychazi 1épe zminéna kombinace MS média, jelikoZ pouze
REG 49F reagoval velmi pozitivné na SH médium. Zda to byl jev ndhodny ¢i nikoliv je tfeba

dale ovérit.

40



Tabulka 7 Vliv zplsobu kultivace a pouzitého média na indukci kalust za hypotetického

predpokladu nulového vlivu genotypu

Zpisob kultivace

bez S
Typ média fotoperiody | fotoperiodou Celkem
MS 100% + BAP 2 1
MS 50% + BAP 5 4
Celkem MS + BAP 7 5 12
MS 100% + 2,4 D + Kinetin 1 0
MS 50% + 2,4 D + kinetin 3 4
Celkem MS + 2,4 D + kinetin 4 4 8
Celkem MS 11 9 20
SH 100% + BAP 1 3
SH 50% + BAP 1 1
Celkem SH + BAP 2 4 6
SH 100% + 2,4 D + kinetin 4 3
SH 50% + 2,4 D + Kinetin 3 3
Celkem SH + 2,4 D + kinetin 7 6 13
Celkem SH 9 10 19

5.4 Regenerace kalusi

Vypéstované kalusy byly 29. 1. 2016 piepasazovany na regenera¢ni medium a uloZeny do

kultiva¢niho boxu. K regeneraci pryti prozatim nedoslo.

Obrazek 5 Kalusy ziskané kultivaci prasnikti a ur¢ené k indukci organogeneze




6 Diskuze

Indukovana androgeneze V prasnikovych, pylovych a mikrosporovych kulturach patii
K nejcastéji pouzivanym biotechnologickym metodam vhodnych pro produkci haploidu.
(Germana, 2010). Pro zalozeni pokusu s cilem prakticky si odzkouSet proces androgeneze
v umélych podminkach bylo pouzito 15 genotypti rodu Solanum, které vznikly somatickou
hybridizaci mezi druhy Solanum tuberosum ssp. tuberosum a Solanum bulbocastanum.

Produkce kalusii byla u riiznych genotypt rizna. Nejvice kalusti se podafilo vytvofit
u genotypu REG 68F. Osm kalust bylo na MS médiu a 13 na SH médiu. U genotypu REG 49F
se indukovalo 8 kalusii, ale pouze na SH médiu. U tfech genotypti, REG 39F, REG 46F a REG
47F byla produkce kalusti na v§ech médiich neuspésna. Tyto vysledky naznacuji mozné vlivy
genotypu, fyziologického stavu darcovské rostliny, fertility pylu ¢i obdobi sbéru prasnikd na
tvorbu kalusi. V piipadé genotypi REG 68F a REG 39F, REG 46F, REG 47F bychom mohli
souhlasit s teorii Novaka (1990) o tom, Ze determinace mikrospor je zavisla na genetickych
zvlastnostech druhu, pficemz médium a podminky kultivace nejsou pro indukci androgeneze
dilezité. Indukce kalusti u genotypu REG 49F pouze na SH médiu ale ukazuje i jistou interakci

genotypu a kultiva¢niho média ¢i dalSich faktord.

Vliv povrchové sterilizace poupat a predpiisobeni.

Nasbirana poupata jeste¢ pied preparaci prasSniku byla povrchové povrchové oSetiena.
Sterilizaci jsme se rozhodli provést dvéma zpusoby. Prvni zptisob kombinoval maceni poupat
v 70% ethanolu po dobu 5 minut a Sava po dobu 20 minut. Tento zpusob je pro sterilizaci
vyuzivan bézné (Maluszynski et al. (2003). Druhy zptisob spocival v sterilizaci poupat 70%
ethanolem po dobu 5 minut. Proplachovani sterilni vodou bylo v obou piipadech stejné.
Kontaminace po tomto oSetfeni se t¢éméi zdvojnasobila.

V naSem experimentu bylo pouZito chladové piedpisobeni 4°C po dobu cca 20 hodin.
Teplotni Sok je nejznaméjsi a byva povazovan za nejucinngjsi (Zur et al., 2008). Vzhledem
K tomu, Ze rizné druhy rostlin maji rizné naroky na rozsah teploty i dobu pusobeni, byvaji
podminky ptedptisobeni obvykle stanovovany experimentaln¢ (Bajaj et al. 1977).

Shen et Veilleux (1995) a Chani et al. (2000) zjistili, ze ptedptiisobenim vysokou teplotou
na poupata bramboru, se zvysuje frekvence vyskytu embryi, ale snizuje se rychlost regenerace

rostlin a vétsina regenerovanych rostlin byla dihaploidnich.
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Vliv vyvojového stadia pylovych zrn

V nasem experimentu bylo zjisténo, ze optimalni velikost uzavienych poupat je 2-3 mm.
Vysli jsme z poznatku, Ze délka kvétnich poupat piimo koreluje s vyvojovym stadiem pylu
(Pretova, 1995). Octokarminovou metodou (Sharma a Sharma, 1972) jsme zjistili, Zze
Vv poupatech této velikost byly prasniky ve vyvojovém stadiu jednojadernych mikrospor, které je
pro indukovanou androgenezi vhodné (Nitch et Nitch, 1969).

Vliv média

Pro nas experiment jsme pouzili MS a SH média s pifidavkem agaru, sachardzy, aktivniho
uhli a dvou kombinaci ristovych hormonti. Rozhodnuti o pouziti pravé téchto médii vychazelo
z doporuceni Pretové (1995) a také z jejich dostupnosti. Obohaceni zakladniho média o aktivni
uhli vychdzelo z doporuceni Sopory et Bajaj (1987). Predpokladd se o ném, Ze absorbuje
inhibi¢ni latky existujici ve stopovém mnozstvi V agarovém médiu nebo toxické latky vznikajici
pfi starnuti pletiv prasnikti (Novak, 1990).

Pro indukci androgeneze je klicovym faktorem sachardza, ktera slouzi jako zdroj uhliku
a také ovlivituje osmotickou hodnotu. Sopory et Bajaj (1987) publikovali, ze k odezvé prasnikt
dochazi na médiich s koncentraci sachar6zy vyss$i nez 4%. ZkuSenosti z naseho experimentu
nepotvrdily nezbytnost 4% koncentrace sachar6zy u MS média. Odezva prasniki byla témét
stejna pii pouziti sachar6zy v 6% i 0,6% koncentraci.

V obou médiich doSlo k odezvé prasnikid. Ve svétle statistického hodnoceni dat
(viz. tabulka 7) se pro indukci kalust jevi vhodné€jsi MS médium nez HS médium. Pro MS
médium vyrazn¢ lepSich vysledkii bylo dosazeno s ristovymi regulatory BAP, pricemz 50% MS
se jevi jako nejvhodnéj$i. Na tomto médiu indukce prob&hla u 9 genotypl (na 9 miskach)
a celkem bylo ziskano 15 kalust.. Pro SH médium lepSich vysledkt bylo dosaZeno s 2,4D a
kinetinem a to v obou koncentracich.

Vliv média M1 (Tupy et al., 1991) na mikrosporové kultury u dvou diploidnich rostlin
Solanum tuberosum L. a jednom tetraploidu (kultivar Borka) zkoumala Rihova a Tupy (1999).
V tomto médiu obohaceném o mineralni slozky, sachar6zu, uridin, cytidin, myo-inositol,
glutamin a hydrolyzat laktalbuminu, se mikrospory dostaly do faze prvniho mitotického déleni

Vv prib¢hu 14 dnd.

Z celkového poctu 4 235 izolovanych prasnikd bylo ziskano 63 kalusi o velikosti 1-3
mm. Vysledky naseho experiment ukazaly, ze dle navrzenou metodikou lze indukovat tvorbu

kalusi. Nejveétsi potencial ukazuji genotypy REG 68F a REG 49F. Rozdilna odezva prasniku pii
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kultivaci riznych kultivari brambor je dokumentovéana i v praci Asakaviciute (2008). Nejvetsi
dosazend response byla 17.4%. V nasem experimenty jsme dosahli nejvyssi indukce kalust

u genotypt REG 68F, a to 13% a REG 49F 5%.
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[ Zavér

Pievedeni in vitro péstovanych hybrida rodu Solanum, REG 27F, REG 30F, REG 32F,
REG 35F, REG 38F, REG 39F, REG 41F, REG 42F, REG 46F, REG 47F, REG 49K, REG 50F,
REG 52F, REG 56F, REG 68F, REG 70F, REG 71F aREG 72F do podminek ex vitro a
nasledné vypéstovani darcovskych rostlin vhodnych pro odbér prasniki bylo uspésné na 83%.
U klont REG 35F, REG 52F, REG 71F se nepodaiilo vypéstovat rostliny vhodné pro odbér
prasniku.

Na zakladé literarni reSerSe byla pro indukovanou androgenezi u brambor navrzena
metodika, ktera byla v praktické ¢asti této prace experimentalné ovéfena, a byly dosazeny tyto
vysledky.

I.  Z celkového poctu 4 235 izolovanych prasnikt bylo po ¢tyfech mésicich kultivace
ziskano 63 kalust, jejichz velikost se pohybovala mezi 1-3 mm.

ii.  Jako nevhodnéjsi se pro prasnikovou kulturu jevila poupata o velikosti 2-3 mm,
protoze obsahovala prasniky s mikrosporami v jednojaderném stadiu.

lii.  Zpohledu zabranéni kontaminaci pii kultivaci prasnikd je sterilizace kvétnich
pupentt kombinaci ethanolu a Sava téméf 2x G¢innéjsi nez sterilizace pouhym
ethanolem

iv.  Koncentrace sachardzy v MS médiu neméla vliv na indukci kalust

v.  Schopnost indukce kalusi u testovanych genotypi byla odlisna. Nejlepsi
vysledky byly dosaZeny u genotypu REG 68F a to na téméf vSech typech médii.

vi.  Vliv média na indukci kalust byl statisticky prokazan, univerzalngjsi (vhodngjsi
pro vice genotypil) se jevilo MS médium

vii.  Jako nejlepsi médium pro indukci androgeneze u jednotlivych genotypd se
ukazalo MS s polovi¢ni koncentraci zivin a rustovym regulatorem BAP. Indukce
kalusti prob&hla u 9 genotypt a celkem bylo indukovano 15 kalust.

viii.  Ruzné kultivaéni podminky vyrazné&ji neovlivnily tvorbu kalust.

ix. Kalusy byly pievedeny na regenera¢ni médium, ale k organogenezi zatim

nedoslo.

V zavislosti na dosazenych vysledcich 1ze konstatovat, Ze navrzena metodika je vhodna

minimalné pro odvozeni kalust.
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9 Seznam pouzitych zkratek

2,4-D - kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

BAP - 6-benzylaminopurin

BBA — Biologischen Bundesanstalt fur Land- ind Forstwirschaft)

BSA - Bundessortenamt

DAPI - 40, 6-diamidino-2-fenylindoldihydrochlorid

GA3 - kyselina giberelova

IAA - kyselina indolyl-3-octova

IBA — kyselina B-indolyl-y-maselna

IVA — Industrieverband Agrar

KOH - hydroxid draselny

MS 50% - Murashige a Skoog médium (1962) poloviéni koncentrace zivin
MS 100% - Murashige a Skoog médium (1962) plna koncentrace Zivin

RR — rlstové regulatory

SH 50% - Schenk a Hildebrandt médium (1972) polovi¢ni koncentrace zivin

SH 100% - Schenk a Hildebrandt médium (1972) plna koncentrace zivin
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