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Abstrakt

Jefab oskeruse (Sorbus domestica L.) je dlouhovéka dievina, jejiz
pfirozena regenerace je mald. Pro zachovani biologické rozmanitosti lesa
se ukazaly technologie mikropropagace in vitro jako vyznamny zpusob
ziskavani velkého mnozstvi reprodukéniho rostlinného materidlu v
kratkém casovém obdobi. Byla zjistovana koncenrace nejvhodnéjsi pro
multiplikaci a zakofetiovani rostlinnych explantatii. Pro mikropropagaci in
vitro bylo pouzito MS médium. Pro multiplikaci bylo médium obohaceno
cytokininem BAP a kombinaci fytohormonti BAP a IBA v rltznych
koncentracich. Na zakofetiovani bylo MS médium obohaceno auxinem
IBA a kombinaci fytohormoni IBA a NAA v rtiznych koncentracich.

Kultivace probihala 6 tydnd.

Klicovéa slova: rostlinné regulatory ristu, organogeneze, multiplikace,

zakorenovani



Abstract

Sorbus domestica L. is a long-living tree species whose natural
regeneration is small. To preserve the biodiversity of the forest,
micropropagation technology in vitro has proven to be an important way of
obtaining a large amount of reproductive plant material in a short period of
time. The most suitable concentration for the multiplication and rooting of
plant explants was found. For in vitro micropropagation, MS medium was
used. For multiplication, the medium was enriched with the cytokinin BAP
and the combination of phytohormones BAP and IBA in different
concentrations. For rooting, the MS medium was enriched with IBA auxin
and the combination of phytohormones IBA and NAA at different

concentrations. Cultivation took place for 6 weeks.

Keywords: Plant growth regulators, organogenesis, multiplication, rooting
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Seznam pouzitych zkratek

BAP - 6 - benzylaminopuryn

IBA - indolyl-3-méselna kyselina

NAA - a-naftyloctova kyselina

BA - 6-benzyladenin

TDZ - thidiazuron

WPN médium - woody plant medium

MS médium - Murashige and Skoog medium

SH médium - Schenk, Hildebrandt



1. Uvod

Reprodukce lesnich dfevin in vitro umoziuje rozmnozovani vybranych
jedinci s geneticky cennymi vlastnostmi. In vitro technologie jsou
vyznamné z hlediska Slechtitelstvi a pfi zadchrané genofondu ohrozenych
lesnich dfevin. Stromy vypéstované in vitro maji vlastnosti jako matetské
stromy. Vybrané dfeviny lze namnozit v dostateéném mnozstvi v kratkém
casovém obdobi. Pro reprodukci lze vyuzit malé Céasti zddané dieviny.
Vyhodou je moZnost celorocniho mnozeni rostlinnych kultur.

Cilem bakalafské prace bylo vypracovani literdrni reSerSe na téma
mikropropagace jetabu oskeruse (Sorbus domestica L.), popsani ekologie
dfeviny, moznosti rozmnozovani.

Jetab oskeruse (Sorbus domestica L.) se fadi mezi vzacné lesni dieviny.
Jeho dlouhovékost a odolnost proti chorobam a znecisténi, ho fadi mezi
dreviny, které jsou z pohledu dlouhodobého udrzeni budouciho druhového
vybéru vyznamné.

Mikropropagace jetabu oskeruSe (Sorbus domestica L.) pfedstavuje
uspésnou metodu ziskdvani sadebniho materidlu této dfeviny vzhledem k

jeho $patné piirozené obnové.
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2. Cile prace

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma mikropropagace
jetabu oskeruse (Sorbus domestica L.) pomoci in vitro metod.
Popsat druh jefab oskeruse (Sorbus domestica L.), ekologické naroky

a jeho vyznam pro lesnictvi.

Nastudovani téma vlivu auxinil a cytokininil na rast explantati rodu jefab
(Sorbus) z dostupné védecké literatury. Navrzeni testovanych koncentraci
auxinli a cytokinind pifi ptipravé zivnych médii pfi multiplikaci a

zakorenovani.

Zvladnuti praktické stranky laboratorni prace, jako je ptiprava zivného
média, jeho sterilizace, pasaZovani explantati, apod.

Sledovani vlivu auxinti a cytokinini na rist explantatu jefabu oskeruse pii
laboratorni kultivaci ve fazi multiplikace, zakofeniovdni a piesazeni do
nesterilnich podminek. Hodnoceni vlivu auxind a cytokinintl na rist pryti

a kofent a na pfezivani rostlinného materialu na zivnych médiich.
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3. Charakteristika druhu Jefab oskerusSe (Sorbus domestica)
3.1. Botanické zarazeni

Rise: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (7racheobionta)

Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: rizotvaré (Rosales)

Celed”: rtizovité (Rosaceae)

Rod: jetab (Sorbus)

Druh: jetab oskeruse (S. domestica L.)

Nazvy

Jefab oskeruse

lat. Sorbus domestica

angl. Service tree

némecky Speierling
francouzsky Cormier
slovensky Jarabina oskorusova

rusky PsOuna nqomamHsis

3.2. Piivod a rozsireni

Pivodnost jefdbu oskeruse na nasem uzemi neni zcela jistd, néktefi
dendrologové jej u nas povazuji pouze za zplan€ly druh, jini uvadéji, ze
puvodnost oskeruse na nasem uzemi je pravdépodobnd. Prvnich pisemné
zminky o existenci tohoto stromu v Evropé pochazeji z antické doby.
Centrum ptvodniho vyskytu tohoto druhu se nachédzi v jihovychodni
Evropé, pfedevsim v oblasti sttedomoti od Pyreneji ptes Apeniny, Kypr az
do Malé Asie po Kavkaz.

V Ceské republice se vyskytuje pouze v nejteplejsich oblastech naseho
statu, predev§im v Pomoravi a hlavn¢ v Moravském Slovacku az po Zlin.

Ojedinélé stromy lze nalézt i ve stiednich Cechach. Celkem se odhaduje,
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ze na naSem uzemi roste kolem 800 plodicich stromii. (Dovrtél, 2013),

(Prudié, 2000)
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Obr. 1 Mapa vyskytu jetabu oskeruse

Jetdb oskeruse je vyrazné teplomilnym a svétlomilnym druhem. Snasi
vysychavé, zivinami dobfe zdsobené¢ pudy na bazickém geologickém
podlozi. Vyskytuje se na vyhfevnych stanovistich Sipdkovych doubrav.
( Uradnicek a spol. 2009)

OskeruSe je sice teplomilnd rostlina vzrostlé stromy jsou znaéné
mrazuvzdorné, vydrzi teploty az —30 °C. Je odolnd také vici exhalacim. Je
mozno je vysazovat v primérnych podminkdch nizin a pahorkatin (do
500m). (Zlebgik, 2012)

Vyhyba se mrazovym kotlinam. (Bakay, 2014)

Je rozeznavana oskeruse polni a lesni. Polni oskeruSe byva maximalné
15-16 m vysoka, avSak jeji koruna je velmi mohutnd a Siroka. V lesnich
porostech je oskeruse zna¢né vyssi. (Prudic, 2000)

V lesnim prostfedi se vyskytuje ojedinéle z divodu nizsi
konkurenceschopnosti proti ostatnim dfevinam a vysokym narokem na
svétlo. (Bakay, 2014)

Vétsina u nas rostoucich oskerusi roste ve starych sadech, vinicich, mnohé
stromy zistaly zachovany ve volné krajin€. Jsou to stromy pivodné
pestované pro uzitek z ovoce. S oskerusi se vSak mizeme setkat 1 v lesnich

porostech. V lesich dosahuje tato dfevina vysky az 26 m a vycetniho
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priméru 66 cm. Nejcastéji ji nachazime jako vystavek v byvalych

pafezinach. (Dovrtél, 2013)

3.3. Morfologicky popis

Habitus

Jetéab oskeruse je opadavy, listnaty ovocny strom dortistajici vysky

8 - 25 m jako solitér nebo az 30 m v lese.

Klra zpocatku hladkd, Sedohnédd, pozdé€ji hrubne v podélné mélce
zbrazdénou borku. (Uradniéek a spol. 2009)

V nasich podminkach se doziva 300 az 500 let, v jizni Evropé az 600 let.
Stromy rostouci mimo lesni porosty maji pravidelnou kulovitou korunu,
a proto 1 vySka téchto stromil je nizsi, asi 15 m. (Pokorny a kol., 1964)
(Dovrtél, 2013)

Nejvétsi vycetni tloustkou v CR je 141 cm. Tato oskeruse se nachazi ve
Straznické vinici v predhoti Bilych Karpat. (Prudic, 2000)

Dtevina kofeni tfemi az ¢tyfmi kotfeny Sikmo dold. V prvnim roce tyto
koteny v zavislosti na typu pidy a zdsobovani vodou mohou dosdhnout

délky 50 - 60 cm. (Schmeling, 2000)

Vétévky a pupeny

Letorosty jsou pifimé, $tihlé, olivoveé zelené az hnédavé, poseté drobnymi ,
podlouhlymi lenticelami. star§i vétévky jsou svétle popelavé Sedé, s
velkymi okrouhlymi, rezavymi lenticelami. (Pokorny a kol., 1964)

Pupeny jsou sttidavé. Vejcovitého tvaru, Spicaté, lepkavé. Barvy zelené az
nagervenalé. (Uradnigek a spol. 2009)

Kone¢ny pupen je dvakrat vEétSi nez odstdvajici pupeny postranni.

(Pokorny a kol., 1964)

Listy
Listy lichospefené se zelenym vietenem, podlouhlé 5-7 cm dlouhé. Po

obvodu pilovité. Na spodni strané jsou listy plstnaté. Bily kvét uspofadany
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v chocholiénatych latach, rozkvéta od kvétna do ¢ervna. (Uradniéek a spol.

2009)

Kvéty

Oboupohlavné beélavé kvéty uspotfadané v chocholi¢natych latach
rozkvétaji od kvétna do &ervna. (Uradnigek a spol. 2009)

Kvétni stopky jsou husté pyfité; kvéty maji asi 1,5 cm v priméru. (Pokorny

a kol., 1964)

Plody

Plodem je zpravidla hruskovitd malvice, hnédocervend, casto 1 bile
kropenata 1,5-3 cm velka. (F. Fér a kol., 2005)

V jednom plodu byvaji nejcastéji jedno nebo dvé seminka (od 0 do 5),
kterd jsou velmi podobnd seminkiim jablecnym — jsou hnéda, plocha,
maximalné 7 mm dlouha. (Zleb¢ik, 2012)

Stromy neplodi kazdy rok. (Dovrtél, 2013)

Semena musi projit stratifikacnim procesem v délce 10 — 12 tydnt.

Hlavni rozliSovaci znaky
U starSich stromil rozpukd borka. Listy jsou $ir§i nez u jefabu ptaciho a

jsou do poloviny léta plstnaté. (Pokorny a kol., 1964)

3.4. MnoZeni di'eviny

Plody se sklizeji v zéfi a fijnu, kdyZ jsou pln¢€ vybarvené a daji se lehce
rozmacknout. Duznina se necha vykvasit a semena se pak vymyji. (Bértels,
1988)

Semena je nutné co nejdfive po dozrani (zhnédnuti) plodu zbavit oplodi,
pokud v ném zistanou del§i dobu, rychle ztraceji kli¢ivost. Vodou se
mechanicky od slupky odd€li duznina plodu, ta se dale ptes sito (oka do

2 mm) proplachuje proudem vody. Oschla semena je vhodné do doby

stratifikace skladovat v uzavieném obalu v chladnicce. (Benedikova, 2009)
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Jetab oskeruse kli¢i po studené a mokré stratifikaci pii 4°C, ktera zacina

thned po sklizni, v 1. roce na 90% (Rohmeder, 1951) - viz (Bértels, 1988)

Roste pozdé€ji jen velmi zvolna, ale vzdy lépe, je-li ve Skolce péstovan
mezi jinymi dfevinami, nez roste-li v cCisté kultufe ve velkém poctu
exemplari, to plati i pro roubovance. Ty se v jiznim Némecku roubuji na
podnoZové semenace hruSni vzdy tak, Ze naroubované jefaby stoji
jednotlivé mezi roubovanci hrusni.

S. domestica se vyhradné ocCkuje na semenace hruSni, nebot po
naroubovani roste neuspokojive.

Ocka se musi brat z vyhoni, které dosud neukoncily rist. OCka ze

zdfevnatélych vyhont nepfirtistaji. (Bartels, 1988)

3.5. Vyznam a pouZziti

Zajem o vtrousené dieviny vyvolala pfedevS§im nutnost udrzet biodiverzitu
lesnich porostl. (Prudic¢, 2000)

Oskeruse je cenénd pro své tvrdé, houzevnaté dievo, vhodné na dyhy.
(Uradniéek a spol. 2009)

Svymi vlastnostmi se fadi ke skupin€ domécich barevnych diev, kam patii
jablon, hrusen, bfek a je vhodné i pro nabytkarské vyuziti, k vyrobé
uméleckych prfedmétli, silné namahanych nastrojii jako napi. hoblikd,
riznych forem a hudebnich nastrojii. U nés vSak dfevo oskeruse nema v
tomto sméru vétsi hospodarsky vyznam. (Dovrtél, 2013)

Plody se pouzivaji v kuchyni i v IléCitelstvi. Zejména pomahaji pfii
zazivacich obtizich. (Dovrtél, 2013)

Na jate v roce 2001 byl v ramci projektu zachrany genofondu této dieviny
na jihovychodni Moravé zalozen semenny sad. Tato vysadba o vyméie
0,87 ha se nachdzi v komplexu listnatych lesti na polesi Divaky lesniho
zavodu Zidlochovice. Celkem bylo vysazeno 182 kusi roubovanctl.
Vysadbovy material byl ziskan roubovanim ¢i o¢kovanim z reprodukéniho
materidlu vybraného ze 70 mate¢nych stromi. Stromy doposud neplodily.

(Dovrtél, 2013)
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V Ceské republice bylo v poslednich desetiletich zjiiténo nékolik novych
endemickych druhti hybridogenniho ptivodu. Jedna se o jefab manétinsky

(S. rhodanthera), jefab dzbansky (S. gemella), jetab olsolisty (S. albifrons),
jetab krasovy (S. eximia) a jetab cesky (S. boheamica). K témto druhlim je
mozné prifadit také jefab hardeggsky (S. hardeggensis), ktery se vyskytuje
v Narodnim parku Podyji. Hlavni vyznam vSech druhii nasich jetabu
spoc¢ivd zejména ve zvySovani biologické rozmanitosti nasSi piirody.

(vulhm, 2016)

3.6. Choroby a Skidci
Oskeruse jsou nachylné k riznym houbovym onemocnénim jako je
strupovitost (HrdouSek a kol., 2014) a sazovitost.

Strupovitost jabloni (Venturia inaequalis) zptsobuje houba z odd€léni
Ascomycetes (vieckovytrusych). Toto onemocnéni se

Casto projevuje v poslednich 5 letech na oskeruSich (Sorbus domestica).
Jeho hlavnim hostitelem je vSak jablon. Pavodce (houbovad choroba)
strupovitosti pfezimuje na opadlych napadenych listech, z nichZ se dostava
na raSici pupeny. Z takto napadenych Casti se pak muize druhotné Sifit
prakticky az do sklizn€ (do opadu listti).

Sifeni a vyvoj choroby podporuje destivé pocasi a teploty mezi 17-24°C.
Sazovitost je houbova choroba , projevujici se na zrajicich nebo sklizenych
plodech. Mycelium se vyskytuje pouze na povrchu plodu na slupce.
Nedochézi k nekrézam ani poSkozeni plodu. (Agromanual)
Tyto houbové choroby se u oskerusi vyskytuji v malé koncentraci a
vyrazné€ neovliviiuji zdravotni stav dfevin.
U lesnich stromt je Sifeni nemoci pomalej$i nebo zadné. (Hrdousek, 2014)
V lesnim porostu a v oteviené krajin¢ je hlavnim Sklidcem zvér, kterd
okusem ni¢i mladé stromky. Ochrana spo¢ivd oploceni stromkli nebo v
pouziti specialnich natérovych hmot s repelentni funkci.
Z hmyzich Skidct byly zaznamenany ptipady poskozeni tesatikem
skladistnim (Phymatodes testaceus) nebo brouky z ¢eledi lykohubovitych
(Scolicidae). (Hrdousek, 2014)
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4. MnoZeni v podminkach IN VITRO

Mikropropagace piedstavuje soubor technik IN VITRO, jejiz cilem je
rychlé namnozeni (naklonovani) rostlinného materidlu. V mnoha piipadech
je to jediny mozny zpusob, jak zachranit silné ohroZené druhy nebo
realizovat novoslechténi vysokoproduk¢énich nebo odolnych odrad (Malé a
kol., 2010).

Je mozné pouzit takové organy nebo jejich Casti, které klasické vegetativni
rozmnozovani neumoznuje. S klonovanim lze zacit v kterémkoliv ro€nim
obdobi, resp. v kazdém vyvojovém obdobi rostliny.

DalSimi vyhodami jsou vysokd produktivita rostlinného materidlu stejnych
jedincii v kratkém casovém obdobi a také moznost ozdraveni rostlin od

patogenti (Seman a kol., 1990).

Organogeneze

organogeneze (Mald a kol., 2010), kdy se vytvareji organy, jako napf.
koteny, pryty, listové utvary ¢i generativni orgdny. Proces dediferenciace a
nasledné diferenciace je indukovan a udrzovdn podminkami kultivace.
Vyznamnou roli zde hraji rostlinné hormony auxiny, cytokininy, gibereliny
a dalsi. (Havel a kol., 1997)

Pii indukci organogeneze jsou hormonalné nastartovany morfogenetické
pochody podmiiujici diferenciaci pletiv v primarnim explantatu. V jejich
priabéhu se vytvareji vyhony, které se pouziji k dalsi multiplikaci nebo k
indukci zakofeniovani. Po vytvofeni kofenového systému a aklimatizaci se
kompletni rostliny uréené pro vysadbu vysazuji na venkovni zdhony k
dopéstovani. Ostatni materidl lze nadale uchovavat v genové bance
explantatd pro dal$i namnozeni. (J. Mala, 2014)

Z hlediska biotechnologii a jejich vyuziti ve Slechtitelstvi se rozdé¢luji
techniky kultur explantati do dvou hlavnich kategorii:

— techniky zachovavajici pivodni genotyp

— techniky indukce genetické variability, (Seman a kol., 1990)
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Explantatové kultury

Ptedstavuji kultivaci izolovanych rostlinnych casti, organti, pletiv, bunck,
atd. Kultivace rostlin mize nékteré vlastnosti zvyraznit, jiné naopak
potlacit. Chovani kultury zavisi na kultiva¢nich podminkach a jednotlivé
typy kultur se od sebe odlisuji metodickou naroc¢nosti pti zakladani. (Havel

a kol., 1997)

4.1. Zakladani in vitro kultur
Faze mikropropagace
Sterilizace

Klic¢eni

Produkce vzrostlych vrchola

Kofenéni

4.2. Kultiva¢ni médium

Je exogennim zdrojem rostlinnych hormonti. Vyznamnou soucasti média
jsou mineralni Ziviny, to jest makroprvky a mikroprvky, a organické latky,
ptedevsim cukry, jako zdroj energie a uhliku a dilezity faktor ovliviujici
osmotickou hodnotu média, vitaminy a aminokyseliny a pfipadné i dalsi
specialni organické latky. Postup pro pfipravu kultivaénich médii je
soucasti vSech zdkladnich pfirucek o explantatovych kulturach. (Havel a

kol., 1997)

4.3. Riistové regulatory

Se vétSinou nepiidavaji do pfipravovaného média piimou navéazkou, ale
pomoci zasobnich roztokl. Ty mohou byt uchovavany pii snizené teplot¢,
obvykle okolo 4 °C, pficemz pro uchovani plné aktivity je doporucovana u
celé fady latek (napt. [AA, IBA, ABA) teplota 0 °C. Kritickym bodem pro
aktivitu rastovych regulatori je sterilizace (autoklavovanim - 120 °C).
Biologickou aktivitu pii sterilizaci neztraci napi. NAA, Castecné ji ztraci

napf. IBA, a n€které latky ji ztraci plné. Pti skladovani kultiva¢nich médii
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je zapotiebi dodrzet podminky pro ulozeni zasobnich roztokd, tedy dbat na
snizenou teplotu a tmu. V zasobnich roztocich totiz muze dochézet k
nezddoucim chemickym interakcim s ostatnimi slozkami zivného média.

(Havel a kol., 1997)

Auxiny

Auxin je nejdéle zndmym rostlinnym hormonem. Ma vliv na prodluzujici
se rust rostlinnych bunék. Pfitomnost auxini v kultivaénim médiu je
nezbytna pro indukci kalusu.

Mezi pfirodni auxiny patii napt. kys. indolyl-3-octova (IAA) nebo kys.
indolyl- 3-maselnd (IBA). Kyselina a-naftyloctovd (NAA) je auxin
synteticky.

Auxin je syntetizovan nejen ve vrcholu prytu, ale i mladych listech ,
kvétnich organech, vyvijejicich se plodech a také v semenech.

Vyss$i koncentrace (10 na -7 az 10 na -5 mol/l) rist inhibuji, ¢asto kvili

zvysené tvorbé etylénu. (Machackova a kol., 1997)

Cytokininy

V soucasné dobé€ zname vice nez 30 pfirozenych cytokininti, napt. zeatin.

Z biologickych ucinki cytokinint jsou dilezité:

1. stimulace vétveni stonkl a odnozovani rostlin pfi potlac¢eni dominance
apikalniho pupene

zpomaleni starnuti rostlinych pletiv a organi

stimulace vyvoje plastidd, tvorby chlorofylu a Skrobu

zvyseni rezistence rostlin proti stresu

A S

iniciaci tvorby semen (Kaminek akol., 1997)

4.4. Pfevod kultur IN VITRO do prostiedi EX VITRO
Ptenos rostlin do nesterilnich podminek a jejich dopéstovani v pudé.
Rostliny s vyvinutymi kofeny se piesazuji do podminek ex vitro.

Tyto rostiny jsou zchoulostivélé nanoklimatem uvnitil kultiva¢ni sklenicky.

21



Zakotenovani mikrotizki je vSeobecné nejslabsim ¢lankem mikro-
propagace. Obvyklou praxi je pievedeni kultur in vitro na sterilni
zakotenovaci kultury. Ty obsahuji néktery z auxinli (ponejvice IBA) a
nekdy 1 dalsi substance, jako je aktivni uhli rozptyleny v agarovém médiu
aj. (Prknova, 2009)

Rostliny s vyvinutymi kofeny se pfesazuji ze zakotenovaciho média do
sadbovacii. Aby se predchazelo Sokovému odumirani velké ¢asti sazenic, je
tteba o rostliny pfed transferem do pidy, nebo bezprostfedné po ném,
pecovat.

Nejcastéji se presazuji do uzaviratelnych PE kontejnerti (250 ml) na

2-3 cm vrstvu perlitu, navlhéenyého béznou pitnou vodou, ocisténé od
kultiva¢niho média. Kontejnery jsou uzavieny s ponechdnim drobnych
praducht pro vyménu vzduchu. (Sedlak a kol., 2016)

Stresové faktory, které ovliviiuji vitalitu rostlin po pfevodu do pfirozenych
podminek je pfimé slunecni svétlo, vzdusna vlhkost a plné€ autotrofni

vyziva. (Kostal, 2015)

5. Vybaveni laboratore

Pro produkci rostlin IN VITRO je tfeba mit k dispozici laboratof,
obsahujici laboratorni vahy, p-H metr, chladnicku a mikrovinou troubu. Pro
sterilizaci zivnych médii je potieba sterilizacni zatizeni, dosahujici teploty
nejméné¢ 120 °C, naptiklad parni tlakovy autokldv. Pro sterilizaci
pracovnich nastroju (skalpely, pinzety, nizky, sklenéné petriho misky) je
vhodna horkovzdusnd susarna, kterd vyuziva plisobeni suchého horkého
vzduchu pfti stanovenych parametrech teploty a casu.

Pro ptipravu zasobnich roztokli a médii jsou nutné¢ odmérné valce, kadinky,

pipety, atd.

Ptiprava media vyzaduje peclivé zvazeni hormony a vitaminy na
miligramy, mén¢ citlivé métitko 1ze pouzit pro vazeni agaru a sacharida.

Chladnicka s médii v umisténa v laboratofi je nezbytna pro ukladani
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zasobnich roztokd a chemickych latek, které degraduji pfi teploté
mistnosti. Zdroj tepla Setii Cas k rozpuSténi anorganickych ¢inidel. Bud’ pH
metr nebo indikdtor pH papir je nutny pro sefizeni kone¢né hodnoty pH
média. V laboratofi je potieba destilovand voda k pfipravé médii. zafizeni

pro steriliza. (Dodds, 1985)

Pro préci v antiseptickém prostiedi se pouziva Flow box. Zde se provadi
pasazovani a prenos in vitro kultur na Cerstva média. Zafizeni flowboxu
filtruje vzduch pomoci pfedfiltri a HEPA filtri (,high efficiency
particulate arrestance - ,,zachytdvani mikroc¢éstic s vysokou ucinnosti*).
Tento typ vzduchového filtru je schopen ze vzduchu s minimalné 99,995%
ucinnosti odstranit c¢astice o velikosti 0.1-0.2 pum (vyrobce - http:/

www.euroclonegroup.it). Castice této velikosti jsou pro HEPA filtry

vvvvv

ucinnosti.

Pii praci se sterilnim rostlinnym materidlem jsou nutné skalpely, pinzety,
sklenéné petriho misky a nizky. Jako kultivaéni nadoby pouzivame
Erlenmeyerovy banky nebo sklenice 210ml. Sklenice jsou uzaviratelné
sterilizovatelnym transparentnim vic¢kem nebo pro ucely IN VITRO
kultivace specialné vyvinuta plastova vicka.

Rostlinné explantaty se péstuji v regulovaném prostiedi. Po pienosu
rostlinného explantditu na kultivaéni médium, jsou kultivatni nadoby
umistény do riistové komory se stabilni teplotou ( 22 - 24 stupna Celsia) a
pravidelnou délkou osvétleni (svétlostni doba 16 hodin a temno 8 hodin).
Optimalni podminky pro Zivotni prostiedi se budou liSit v zavislosti na
druhu a ucelu experimentu. Pozornost je tieba vénovat kolisani dennich

teplot, intenzity svétla, svétla kvality a fotoperiod (relativni délka svétla a

tmy).

Vytazené kultury, stejné€ jako ty kontaminované, se kratce v autoklavu
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sterilizuji, aby se zkapalnit agar a zniCily vSechny necistoty, které mohou
byt ptitomny. Kultura ve skle je snadnéjsi na myti po zkapalnéni média a

jeho odstraiiovani. (Dodds, 1985)

6. Metody a postupy

Piiprava rostlinného materialu

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo,
Biochemie CR) a tiikrat se promyji destilovanou vodou. Ve sterilnim
vrcholy jsou umistény na indukéni agarové zivné médium (50 ml média v

Erlenmeyeroveé 100 ml banice). (Malé a kol., 2011)

Pro primérni multiplikaci byly pouzity explantaty jetabu oskeruse (Sorbus
domestica L.) ziskané od Ing. Jana Vitdamvas Ph.D. Ty byly multiplikovany
na MS médiu doplnénym cytokininem BAP v mnozstvi 1mg/l a

pasazovany kazdé 3-4 tydny.

Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci jetdbu bylo pouzito MS médium (Murashige a Skoog,1962).

SloZeni MS média mg/l
NH4NO; 1650
KNO3 1900
CaCl> .2H2O 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Na;EDTA.2H20 FeS04.7H20 65,1
H3BO3 6,2
MixSO4.4H20 22,3
ZnS04.4H>0 8,6
KI 0,8
NaxMoO42H>0 0,25
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CuSO4 5H>0 0,02

CoCl2 6H20 0,02
Thiamine HCI 1

Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
myo-Inositol 100
Casein 100
L-Glutamine 100
Glycin 2,0
sachardza 30g
pH 5,8
agar 8g

tabulka 1

Pfed zaclatkem priace s explantity je nutno cely lamindrni box
vydezinfikovat, napt. roztokem etanolu. Poté se zapnou vzduchové filtry
lam. boxu, aby moZnost kontaminace byla co nejmensi.

Pro ptipravu jednoho litru média se do valce (llitr) odmétily
makroelementy, mikroelementy, zelezo, vitaminy a sachar6za a regulatory

rastu.

MS médium obohaceno bylo pro 1. multiplikaci cytokininem BAP v
koncentracich 0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l a pro 2. multiplikaci
cytokininem BAP a auxinem IBA v koncentracich 1 mg/l BAP + 0,2; 0,5; 1
mg/l IBA a 2 mg/l BAP + 1; 2 mg/l IBA.

Zakotenovani bylo zjistovano pfidanim auxinu IBA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1
mg/l; 2 mg/l) a auxini IBA a NAA (2 mg/l IBA + 0,1 mg/l NAA;

2 mg/l IBA + 0,2 mg/l NAA) do MS média.

Zméteno pH roztoku na 5,8. Hodnotu pH lze regulovat pomoci KOH
(hydroxid draselny).

Médium je zpevnéno 8 g agaru.
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Do mnozstvi 1 litru je doplné€no destilovanou vodou. Takto pfipravené
médium je umisténo do mikrovinné trouby a ohfato na teplotu varu. Tato
teplota je dulezitd pro dikladné rozpusténi agaru v roztoku.

Pfipravené médium je nalito do sklenic s obsahem 210 ml. Do kazdé
sklenice je nalito pfiblizn€¢ 30 ml média. Po peclivém uzavieni
sterilizujeme v autoklavu pfi teploté 120°C po dobu 20 min.

Sterilizované médium ve sklenicich bylo pouzito nésledujici tyden. Za tuto
dobu Ize opticky zjistit pfipadné vady média, napf. kontaminace plisni.

K zalozeni kultury pro multiplikaci byly pouzity nodalni pupeny a pro
zakofenovani apikalni vrcholy jiZ namnoZenych kultur.

Explantaty tvofené nodalnimi pupeny byly tvofeny jednim pupenem, ktery
ptiléhal na asi 2 mm dlouhy pryt. Apikalni vrcholy byly tvofeny piiblizné 5
mm dlouhym prytem. Do jednén sklenice byly vlozeny vzdy tfi rostlinné
segmenty. Prob&hla sterilizace obvodu sklenicky a vnitini strany vicka nad
kahanem.

Kultury byly ulozeny do kultiva¢ni mistnosti na dobu 6 tydni.

Obr. 2 Multiplikované exlantaty
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7. Vysledky

Zakladni rostlinny material k pokusu byl ziskan od vedouciho bakalarské
prace Ing. Jan Vitamvas Ph.D, ktery byl n¢kolikrat multiplikovan.
Pasazovani probihalo v laboratofi v laminarnim boxu. K pasazovani byly
pouzity sterilni Petriho misky, pinzetu, ntizky. Sterilizace laboratornich
pomucek probihala v parnim sterilizatoru po dobu 15 minut pii teploté
120°C. Kahan a lahvicka s lihem pro okamzitou sterilizaci pinzety a ntizek
byly umistény v laminarnim boxu.

Rostlinny explantat byl v lamindrnim boxu vyjmut pomoci pinzety z
kultivaéni skleni¢ky na Petriho misku. Po odstranéni listi byl explantat
roztiithan na dilky o velikosti pfiblizné¢ 1-1,5 cm. Pinzetou vloZen do
sterilni skleni¢ky s Cerstvym MS médiem. V jedné sklenicce byly vzdy 3
nové explantaty.

Poté byly pfeneseny do kultiva¢ni mistnosti. Zde byly uloZeny po dobu 6
tydnt s fizenym teplotnim (22°C) a svétlostnim reZimem

(svétlo 16hod./tma 8hod.).

Multiplikace
Na multiplikaci byly pouzity nodalni pupeny (Obr. 3)

Obr. 3 ZaloZena kultura - nodalni pupeny
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Tabulka 2) Vliv cytokininu BAP na délku stonk( a pocet listl

Mnozstvi fytohormonti [mg/l]  Pramérny délka stonku [cm] Prameérny pocet listt [ks]
0 BAP 0,60 +£0,10a 0,40 +0,10d
0,2 BAP 8,80 +1,18b 4,04 £0,41e
0,5 BAP 8,12+1,13b 3,92 +0,43e
1 BAP 12,96 + 1,53bc 6,16 + 0,45f
2 BAP 14,24 +1,15¢ 6,80 = 0,42f

U hodnot se stejnymi pismeny neexistuje statisticky vyznamny rozdil; podle Tukeyova HSD testu (P =
0,05). Hodnoty jsou pramérem 25 vzork( + SE. (df = 124)

Tabulka 3) Vliv cytokininu BAP a auxinu IBA na délku stonkl a pocet list(

Mnozstvi fytohormonti [mg/l] | Primérny délka stonku [cm] Primérny pocet listi [ks]
0 BAP 0,60 +0,10a 0,40 = 0,10f
1 BAP + 0,2 IBA 11,36 £5,27b 6,80 + 0,569
1 BAP + 0,5 IBA 9,32 +5,31bc 5,12 +0,31gh
1 BAP +1 IBA 11,28 + 4,76bcd 4,88 = 0,21hi
2 BAP + 1 IBA 9,76 £ 5,41bcde 4,84 + 0,39hij
2 BAP + 2 IBA 9,36 + 6,48bcde 3,80 = 0,39hij

U hodnot se stejnymi pismeny neexistuje statisticky vyznamny rozdil; podle Tukeyova HSD testu (P =
0,05). Hodnoty jsou primérem 25 vzork( + SE. (df = 149)

Multiplikaéni médium MS s ptidanymi koncentracemi cytokininu BAP
(tab. 2)

Primérny prirdst explantati se zvySuje s vyssi koncentraci fytohormonu
BAP. Koncentraci, pfi které rostliny nejlépe pfirtistaly, se jevi 2 mg/l BAP,

kdy primérné délka prytu byla 14,24 mm a primérny pocet listki 6,8.

Multiplikaéni médium MS s pfidanym cytokininem BAP a auxinem

IBA(tab. 3)
Nejdelsi primérné prirtsty byly ziskany kombinaci fytohormonii 1mg/l

BAP a 0,2mg/1 IBA.
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Obr. 4 Pryty jetabu oskeruse po 6 tydenni kultivaci

Na tomto médiu byly zjistény nejvyssi pruméry délky prytu 11,36 mm a

nejvssi primérny pocet listl 6,8.

Statistické analyzy

Jednovybérovou analyzou rozptylu (ANOVA) bylo zjistovano, zda jsou
prameéry jednotlivych vysledkl rozdilné vlivem riznych stiednich hodnot
pfislusnych médii, nebo lze rozdily mezi priméry pfic¢ist ndhodnému
kolisani. (Drapela, 2003)

Vsechna data byla podrobena statistické analyze rozptylu (jednovybérova
analyza rozptylu; ANOVA). Data byla zpracovdna v programu SPSS
Statistics (spole¢nost IBM Analytics; verze 24). Jsou srovnany zjisténé
hodnoty F kritické hodnoty F stanovenou z tabulek. Kritickd hodnota F je

funkei stupiii volnosti Citatele a jmenovatele a hladiné vyznamnosti (a).

Nulova hypotéza pti jednoduchém tiidéni je:

HO: vSechny rozptyly testovanych koncentraci jsou stejné

HO: m1=m2= m3= m4=m5

H1: ne vSechny rozptyly testovanych koncentraci jsou stejné (tj. alespon
jedna ze stiednich hodnoty se 1isi od ostatnich).

Jestlize F > Fkrit., nulova hypotéza je zamitnuta.
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Zakofenovani

Na zakotenovani explantati bylo pouzito MS médium

s auxinem IBA (0,2 mg/1; 0,5 mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l)

a kombinace fytoformont IBA a NAA (2 mg/l IBA + 0,1 mg/l NAA;

2 mg/l IBA+ 0,2 mg/l NAA).

Oba pokusy dopadly neuspésné.

V prvnim piipadé (IBA) rostliny nevytvofily zddné kotfeny. Barva byla

svétle zelend, se znamkami pocinajiciho starnuti.

V druhém piipadé (IBA + NAA) cast Cistého sterilniho média
zkontaminovala, pficemz bylo celé mnozstvi sterilizovano ve stejny
okamzik. Do zbyvajiciho cistého sterilntho média byly pasdzovany
apikalni vrcholy namnozenych rostlin. Po 6 tydnech kultivace bylo pouze
30% explantath s koncentraci 2 mg/l IBA + 0,2 mg/l NAA bez
kontaminace (Obr. 5).

Rostliny vykazovaly pririst, ale nekofenily. Mély tmavé zelenou barvu.

Obr. 5 Explantaty 2 mg/l IBA + 0,2 mg/l NAA
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7. Diskuze

Bakalafsk4 prace byla zaméfena na vliv cytokininli a auxinii na rist
explantatl jefabu oskeruse.

Pokusy probihaly v laboratofi IN VITRO kultur, kterd se nachéazi ve
vyukovém prostoru Truba pii Arboretu FLD Kostelec nad Cernymi lesy.
Pokusny materidl byl ziskdn od Ing. Jana Vitamvas. Ph.D. Tento material
byl pasdzovan na 11 Cerstvych MS médii s 1 mg/l BAP.

Pro zjiStovani vlivu cytokinind na multiplikaci bylo pouzito MS médium,
které bylo doplnéno cytokininem BAP v koncentracich 0,2 mg/l; 0,5 mg/l;
1 mg/l; 2 mg/l.

Pro dalSi pokusnou multiplikaci jsem pouzila MS médium, které bylo
doplnéno cytokininem BAP a auxinem IBA s koncentracemi 1 mg/l BAP +

0,2; 0,5; 1 mg/l IBA a koncentrace 2 mg/l BAP + 1; 2 mg/l IBA.

Jedno pokusné MS médium jsem nechala bez auxinti i cytokinind.

Pro vSechny koncentrace jsem piipravila 25 explantatovych kultur,

pro multiplikaéni rast to byly nodalni pupeny a pro zakofenovani apikalni
vrcholy. Kultivace probihala 6 tydnti.

U multiplikacniho ristu bylo provedeno méteni délky pryth a spocitano

mnozstvi listd.

Chalupa (2002) uvadi rychly rist a proliferace prytii explantati nejlépe na
MS médiu, které obsahovalo nizkou koncentraci cytokininu (BA, TDZ) a
auxinu (IBA). Se stoupajici koncentraci BA (0,2—1,0 mg/l) v zivném médiu
stoupal pocet vytvotenych prytl, jejich délka vSak klesala. MS médium
obsahujici nizké koncentrace BA (0,2-0,4 mg/l) a IBA (0,1-0,2 mg/l)

stimulovalo efektivné vytvateni a prodluzovani novych pryti.

Podle provedenych pokusu postacuje pouze cytokinin BAP. Kultury dobte
rostou. Auxiny pii organogenezi pusobi vzdy podle poméru vici

cytokininim. Podporuji apikalni dominanci, kdeZto pfi dominanci
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cytokinini je apikdlni dominance potlacovan a z adventivnich pupent
zakladanych wvnitt pletiv vznikd vice stejné disponovanych vyhonki. A
pravé to je cilem multiplika¢nich subkultur pro produkci mikrofizkd.

(Prknova, 2009)

Podle “Certifikované metodiky” (Mald a kol., 2011) se k indukci
organogeneze u jefabu oskeruSe pouzivd modifikované médium MS s
koncentraci fytohormonit BAP 0,2 mg/l a IBA 0,1 mg/l a s koncentraci
glutaminu a kaseinového hydrolyzatu 200 mg/l sacharéza v koncentraci 30
g/l, agar 6 g/l , pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kultivace probihd v
klimatizovanych podminkach pii teploté 24°C, 16 hodinové svételné
fotoperiod¢. Indukce axilarnich ptipadné adventivnich pupenti na

primarnim explantatl trva pfiblizne 4 — 6 tydni.

Ptidani fytohormonu BAP do MS média je nezbytné pro podporu ristu
explantatii. Niz§i koncentrace BAP (0 - 0,2 mg/l) dostate¢né pouze pro
udrZeni eplantati bez vyrazného rozdilu v poctu vyhonk, a to bez pouziti

fytohormonu IBA. (Marqueze a kol., 2013)

Dalsi ¢ast pokusu byla zaméfena na zakofenéni explantatii jetabu oskeruse.
Pro zjistovani vlivu auxini na zakofeiivdni jsem pouzila MS médium,
které bylo doplnéno auxinem IBA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l) a
MS médium doplnéné fytohormony IBA a NAA (2 mg/l IBA + 0,1 mg/l
NAA; 2 mg/l IBA + 0,2 mg/l NAA).

Explantatové kultury na MS médiu s pfidanim auxinu IBA byly po 6
tydnech bez kotent, svétle zelené barvy, kterd byla zplisobena poc¢inajicim
starnutim rostlin.

Ani pokus s kulturami na MS médiu s ptfidanim IBA a NAA se nepodafilo
vyhodnotit, protoze doslo ke kontaminaci. Nejprve ¢asti sterilniho média a

+ 0,2 mg/l NAA, které mé¢ly zelenou barvu a nejevily znamky starnuti, ale
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nekofenily. Spatna volba média byla ziejmé jednim z diivodii netispéchu.

Vytvateni kotenli u prytd vypéstovanych in vitro bylo stimulovano na
agarovém WPM (poloviéni koncentrace), obsahujicim nizké koncentrace
auxinu (IBA, NAA). Adventivni kofeny se zaCaly vytvaret na bazi pryti po

presazeni do vhodného zivného média. (Chalupa, 2002)

Mauelova a kol. (2004) stimulovala kofeny jetdbu ptaciho pomoci IBA
(0,1, 0,2, 1,0 mg/l) a NAA (0,2, 0,4 mg/l). Z testovanych koncentraci BAP
byl rychly riist a proliferace pryti nejlépe stimulovany na MS médiu na
hladin¢ BAP 0,8 mg/l a IBA 0,2 mg/l. Kofenli byly nejlépe tvofeny na
WPM médiu s koncentraci IBA 1,0 mg/l a NAA 0,4 mg/l. Na takto
obohaceném médiu byly mikrofizky ponechany po dobu potitebnou k
vytvofeni zdkladl adventivnich kofenii. Dale byly mikrofizky kultivovany
na WPM médiu obohaceném o IBA v koncentraci 0,1 mg/l. Pfi daném

postupu bylo dosazeno béhem 3 - 4 tydna 85% tspéSnosti zakotenéni.

Mala a kol. (2011) pro zakotfenovani jetdbu oskeruse pouzivda MS médium
s agarem a tretinovou koncentraci mikro a makroprvki. V prvni fazi je do
agarového média pfidan auxin NAA (14 mg/l) a pro zvySeni ucinnosti
probihé zakotenovani ve tmé. po dobu 7 dni. Nésleduje pasazovani opét do
média MS s agarem a tfetinovou koncentraci mikro a makroprvkll bez
doplnéni fytohomonu. Zakofenovani jiz v této fazi probiha na svétle za
stejnych kultivacnich podminek jako multiplikace. Prvni kofeny se

objevuji v zavislosti na klonu v prib&hu 46 tydnii u 70-80 % mikrotizkd.

Marquez a kol. (2013) pro zakofenovani jefdbu bieku pouziva vyssi
koncentrace IBA v agarovém médiu v prub¢hu dvou az tfi dnl a pfimym

pirevodem na pfirodni substrat pro ex vitro.
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Jefab oskeruse je pravdépodobné dosti adaptibilni, nebot roste i na médiu

jiného slozeni, na modifikovaném SH-médiu (Arrillaga a kol., 1991).

Prknova (2008) se zabyvala rGstem jefabu oskeruse na tekutém médiu s
piskovym nosi¢em. Pro dfeviny se Casto lépe osvédcuje jen polovicni
koncentrace mineralnich slozek média, pfi zachovani normalniho obsahu
organickych slozek. Zjistila, ze i po dlouhodobé konzervaci, trvajici 22
tydnd, byl rostlinny materiél vitalni ze 71 % na 1/2 MS médiu.

Také zjistila, ze v pFipadé jefabu oskeruSe sta¢i aciditu nastavit jen

ptiblizn¢ do oblasti pH 5,7-7,2.

8. Zavér

Jetab oskeruSe je teplomilnd dfevina, kterd se vyskytuje pouze v
nejteplejsich oblastech Ceské republiky, na Ziviny bohatych pudach, na
jihovychodni Moravé od Pélavskych vrchi k Vizovické vrchoviné. V
Cechach se nachazi v Ceském stiedohofi.

Jeho odolnost proti exhalacim a smogu z ného ¢ini dievinu se Sirokym
pouzitim.

Pro nizkou schopnost pfirozené obnovy jsou pfedmétem studii moznosti
jeho vegetativni reprodukce.

Mikropropagaci jefabu oskeruSe se zajisti dostatek sadebniho materialu z
vybérovych stromt za relativné kratké obdobi.

Klonové mnozeni in vitro nepSkozuje darcovsky strom. Rozvoj
biotechnologii umozituje zmnozeni ohrozenych a elitnich dfevin se
zachovanim vlastnosti matecné dieviny, piipadné vysSlechténim odrad
odolnym k chorobam v kratsi dobé vzhledem k dlouhovékosti dievin,
zachrané genofondu ohrozenych lesnich dfevin, uchovani reprodukéniho

materialu v bance osiva a explantatil, zakladani semennych sada.

MoZnost kultivovat rostliny in vitro souvisi s jejich reprodukéni
schopnosti. Dulezitou roli pfi tom maji rostlinné hormony, nejcastéji

auxiny a cytokininy.
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Pro mnoZeni listnatych dfevin je nejvice pouzivano MS médium, casto
modifikované. Médium piedstavuje zdroj energie, vyzivy a regulacnich
latek. Déle kultiva¢ni podminky ovliviiuje intenzita a kvalita svétla, teplota
a fotoperioda. V uzavieném prostiedi kultivacni sklenice vznikaji plyny,
napt. vodni para, které maji vliv na vodni rezim explantati. Rostliny
privyklé na vysokou vlhkost mivaji problém s nedostatkem vlhkosti pfi

pfevodu do podminek ex vitro.
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