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In vitro kultury kari (Murraya koenigii L. Spreng.)

Souhrn

Tato bakalaiska prace se zabyva rostlinou Murraya koenigii (L.) Spreng. z celedi
Rutaceae Juss., jeji mikropropagaci pomoci nodélnich a listovych explantatii a sestavenim
vhodného sterilizacniho postupu pro tuto rostlinu bez vyuziti chloridu rtutnatého.

Murraya koenigii pochazi z jizni a jihovychodni Asie, kde se vyuziva jako 1é¢iva a
kotfeninova rostlina. Z divodu obsahu biologicky aktivnich latek (zejména karbazolovych
alkaloidi) se tak stala zajimavou surovinou pro farmaceuticky pramysl.

V praktické ¢asti této prace byly zalozeny in vitro kultury z litovych Cepeli a pticné a
podélné fezanych nodt z mladych vyhont. Jako kultivaéni médium pro indukci vyhond bylo
pouzito polotuhé¢ MS médium obohacené o rtzné kombinace regulatorii rastu. Béhem
kultivace doSlo nejen k tvorbé vyhoni z nodalnich kultur, ale i k tvorbé kalusu a vyhonu na
listovych kulturach. Po Gspésné indukci vyhonti byly explantaty piesazeny do zakoteniovaciho
média, jehoz zakladem bylo opét MS médium dopInéné o regulatory rustu.

Pro indukci vyhonti z nodalnich explantatii bylo nejuc¢inn€jsi MS médium obohacené
0 2,50 mg/ BAP, 2,50 mg/l kinetinu a 0,25 mg/l IBA. Nody kultivované ve vertikalni poloze
v tomto médiu vyprodukovaly primérné 2,77 vyhonii na explantat. V kulturach listi byl
vyprodukovan kalus a v jednom ptipad¢ i vyhony. Nejuspésnéjsi mkultivaéni médium pro
kultury listti se skladalo z MS média doplnéného o 7,50 mg/l BAP, 2,50 mg/I kinetinu, 0,25
mg/l IBA, 0,01 mg/l GAz a 0,05 mg/l NAA. Pro indukci kofend bylo pouzito MS médium
doplnéné o 0,5 mg/l IBA a 1,0 mg/l NAA. Indukce kofenli na tomto kultivaénim médiu
nebyla uspésna, kultury tedy nemohly byt pfevedeny do ex vitro podminek.

Pro sterilizaci explantati bez pouziti HgCl> byly pouzity rizné kombinace a
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25 minut do 20% roztoku NaClO a nasledné na 10 minut do 70% roztoku etanolu.

Klic¢ova slova: in vitro kultury, kari, Murraya koenigii L. Spreng., mikropropagace



In vitro cultures of curry leaves

(Murraya koenigii L. Spreng.)

Summary

This bachelor thesis deals with Murraya koenigii (L.) Spreng. of the Rutaceae Juss.
family, its micropropagation using nodal and leaf explants, and the establishment of a suitable
sterilization procedure for this plant without the use of mercuric chloride.

Murraya koenigii is native to South and Southeast Asia where it is used as medicinal
plant and seasoning. It has also become also an interesting plant for the pharmaceutical
industry because of its content of bioactive compounds (especially carbazole alkaloids).

In the practical part of this work, in vitro cultures were established from leaf blades
and transversely and longitudinally cut nodes from young shoots. Semi-solid MS medium
supplemented with different combinations of growth regulators was used as growth medium
for shoot induction. During cultivation, not only shoot formation from nodal cultures but also
callus and shoot formation on leaf cultures occurred. After successful shoot induction,
explants were transplanted into rooting medium, which consisted of MS medium
supplemented with growth regulators.

For shoot induction from nodal explants, MS medium enriched with 2.50 mg/ BAP,
2.50 mg/I kinetin and 0.25 mg/l IBA was most effective. Nodules cultured vertically in this
medium produced an average of 2.77 shoots per explant. The leaf cultures produced callus
and in one case shoots. The most successful culture medium for leaf cultures consisted of MS
medium supplemented with 7.50 mg/l BAP, 2.50 mg/I kinetin, 0.25 mg/l IBA, 0.01 mg/l GA3
and 0.05 mg/I NAA. For root induction, MS medium supplemented with 0.5 mg/l IBA and 1.0
mg/l NAA was used. Root induction on this culture medium was not successful, thus the
cultures could not be transferred to ex vitro conditions.

Different combinations and concentrations of ethanol and NaCIlO solutions were used
to sterilize the explants without HgCl.. The most successful method was to place the explants

in a 20% NaClO solution for 25 minutes and then in a 70% ethanol solution for 10 minutes.

Keywords: in vitro cultures, curry, Murraya koenigii L. Spreng., micropropagation
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1 Uvod

Ve své praci se vénuji rostliné Murraya koenigii a jeji mikropropagaci. Murraya
koenigii je rostlina pochazejici z jizni a jihovychodni Asie, kde se pouziva jako tradiéni
kofeninova a 1é¢iva rostlina. V dusledku globalizace vzrostl zajem 0 tuto aromatickou rostlinu
i mimo jeji domovinu. V poslednich 30 letech probéhly studie, které potvrdily 1é¢ebné ti¢inky
bioaktivnich latek obsazenych v této rostling, a tim oteviely dvefe pro jeji vyuziti i v moderni
medicingé a farmacii. Dostupné studie také potvrdily jejich pesticidni uCinky a tedy i mozné
vyuziti pfi ochrang rostlin a prevenci chorob ptenasenych bodavym hmyzem.

Mikropropagace je relativné nova moderni metoda mnozeni rostlin v podminkéch in
vitro. Tato metoda propagace zajistuje aseptické a pIné kontrolovatelné podminky pro
péstovani rostlin, a tim poskytuje kvalitni mnoZitelsky material a surovinu pro farmaceuticky
a potravinarsky pramysl. Mikropropagace a Kultivace rostlin in vitro také zvySuji mnozitelsky
koeficient a zkracuji dobu mnozitelského cyklu. Jedna ¢ast této prace je zaméfena na
optimalizaci sloZeni kultiva¢nich médii pro mikropropagaci Murraya koenigii.

V dostupnych zdrojich zabyvajicich se mikropropagaci Murraya koenigii byly
explantaty sterilizovany pomoci roztoku chloridu rtutnatého. Dostupné studie naznacuji, Ze
zachazeni se rtuti ma negativni vliv na lidské zdravi. Vzhledem k vyuziti Murraya koenigii
V potravinafstvi se jevi jako dualezité eliminovat pfipadné riziko moZné kontaminace této
rostliny rtuti. Zasadni jsou i negativni dopady na zivotni prostiedi, zejména v podobé
kontaminace vod a s tim souvisejicimi nasledky pro vodni organismy. Z téchto davodi se
dalsi cast této prace vénuje stanoveni efektivniho steriliza¢niho postupu bez vyuziti chloridu
rtutnatého.

Motivaci pro napsani této prace byla snaha piinést nové poznatky, které by mohly
piispét k modernizaci a vyssi bezpecnosti péstovani 1é¢ivych, aromatickych a kotfeninovych
rostlin.



2 Cil prace

Cilem prace je zalozit in vitro kulturu Murraya koenigii (L.) Spreng. za pouziti
nodalnich a listovych explantatt a uréit optimalni podminky kultury pro mikropropagaci
Murraya koenigii (L.) Spreng.

3 Hypotéza

SloZeni kultivaéniho média a postup sterilizace explantati maji prikazny vliv na
vitalitu a produktivitu in vitro kultur.



4 Literarni reSerse

Murraya koenigii (L.) Spreng. je kef, pfipadné nizky strom, z ¢eledi Rutaceae Juss.
Murraya koenigii dorusta vysky az 6 m. Borka je hnédo-Seda, hladka, bez trnd. Listy této
rostliny jsou 15 az 30 cm dlouhé, lichozpetené s 11 az 25 listky, bez palista, listky jsou
kopinaté priblizn¢ 5 cm dlouhé a 2 cm Siroké, na tapicich dlouhych az 0,3 cm. Kvéty jsou
péticetné, bilé, oboupohlavné, nalevkovité, umisténé ve vrcholicich obsahujicich az 90 kvétu.
V domoviné kvete od dubna do poloviny kvétna. Plody jsou drobné, kulaté az vejcovité ¢erné
peckovice délky az 1,6 cm, které v domovin¢ dozravaji v ¢ervenci a srpnu. (Raghunathan &
Mitra 1982). Murraya koenigii pochazi z jizni a jihovychodni Asie, odkud byla introdukovana
do casti Severni Ameriky, Afriky a Australie a Oceanie.

Celed Rutaceae (routovité) je témét kosmopolitni a zahrnuje vice nez 1600 druhd
rozdélenych do minimalné 150 rodu. Vétsinou se jedna o opadavé kefe nebo stromy, ziidka
byliny. V Ceské republice je ptivodni jediny zastupce Dictamnus albus a déle se zde vyskytuji
zavleCené zplané€lé druhy Ruta graveolens, Ptelea trifoliata a Phellodendron amurense (Wild
et al. 2021). Mnoho zastupci této Celedi si diky obsahu aromatickych a biologicky aktivnich
latek naslo uplatnéni v moderni i lidové medicing, potravinaiském a kosmetickém priamyslu.
Pilokarpin, alkaloid vyuzivany k lé¢bé glaukomu, se ziskava z listti rostlin rodu Pilocarpus
(Pinheiro 1997). Zanthoxylum piperitum (znamé jako seuansky pepi), Murraya koenigii a
Ruta graveolens jsou vyuzivany jako kofeninové rostliny. Mezi nejvyznaméjsi ovocné druhy
z této Celedi patii zastupci rodu Citrus a Fortunella. Poncirus trifoliata se vyuziva jako
okrasnd dfevina a mrazuvzdornd podnoz pro citrusy.

4.1 Vyuziti rostliny

Ruzné casti Murraya koenigii obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek.
Mezi nejvyznaméjsi patii karbazolové alkaloidy (napf. koenimbin, murrayacin, girinimbin a
dalsi), fenolické latky, flavonoidy, saponiny. Listy navic obsahuji mineraly, karoteny a
vitaminy Bz, By a C. Ztohoto divodu je Murraya koenigii ¢asto pouzivanou rostlinou
v jihoasijské kuchyni i v tradi¢ni indické mediciné (ajurvéd€) a stala se i velmi zajimavou
surovinu pro farmaceuticky pramysl (Prajapati et al. 2003).

4.1.1 Antidiabetické uéinky

Mahanimbin izolovany z celé rostliny Murraya koenigii u potkanti G¢inné snizil
vysokou hladinu krevniho cukru indukovanou streptrozotocinem. Uginek byl zptiobeny bud’
zvySenim sektrece inzulinu ve slinivee nebo zvySenim vstiebavani glukdzy do okolnich tkani.
Mahambinin také napomaha inhibovat a-amylazu, a tim zpomalovat traveni polysacharidd
(Dineshkumar et al. 2010). Sepala et al. (2022) prokazuje inhibi¢ni u¢inky nové popsaného
karbazolového alkaloidu 3,3',5,5',8-pentametyl-3,3'-bis(4-metylpent-3-en-1-yl)-3,3",11,11'-
tetrahydro-10,10-bipyrano[3,2-a]karbazolu na a-amylazu a a-glucosidazu v podminkach in
vitro.
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4.1.2 Ucinky na cévni soustavu

Pii pokusech na zabach bylo prokazano, ze vodny extrakt z listi Murraya koenigii
zpomaluje tepovou frekvenci a rozsifuje cévy (Kadam et al. 2011). Pokusy na mySich
naznacuji, ze lihovy extrakt z listd Murraya koenigii snizuje hladinu krevniho cholesterolu do
stejné miry jako béZné dostupné statiny (Tembhurne et al. 2010) a urychluje hojeni ran
(Anand et al. 2011).

4.1.3 Antikarcinogenni u¢inky

Sadwal et al. (2024) prokazuje, ze oralni aplikace hydroetanolového extraktu z ploda
Murraya koenigii snizuje riziko vzniku nadoru mléénych Zlaz indukovanym 7,12-
dimetylbenz(a)anthracenem u potkant, zpomaluje rast nddoru a poméaha zachovat strukturu
okolnich tkani. Pooja et al. (2023) uvadi, Ze zlaté a stfibrné nanocastice s extraktem z kiry
Murraya Koenigii maji antikarcinogenni ucinek. Ten je zpisoben obsahem flavonoidd a
karbazolovych alkaloidd. Flavonoidy maji antiproliferacni u¢inky a zpusobuji apoptézu
nadorovych bungk (Slika et al. 2022). Karbazolové alkaloidy inhibuji ptisobeni telomerazy a
topoisomerdzy v nadorovych bunkach (Song et al. 2021). V pokusech na mySich byly
prokazany chemoprotektivni u¢inky methanolového extraktu z listi Murraya koenigii. Bézné
pouzivané chemoterapeutikum cyklofosfamid zptsobuje poSkozeni chromozomu erytrocyt
Vv kostni dfeni. Erytrocyty mysi, kterym byl pfed pouzitim cyklofosfaminu podan extrakt z
Murraya koenigii, vykazovaly niz$i procento poskozeni genetické informace (Swati et al.
2012). Je tedy pravdépodobné, ze extrakty z Murraya koenigii by mohly slouzit jako doplnék
nebo nahrada soucasnych chemoterapeutik. Ito et al. (2006) uvadi, ze karbazolové alkaloidy
mahanin, pyrayafolin-D a murrafolin-1 maji cytotoxické t¢inky proti leukemickym buiikam
HL-60.

4.1.4 Antioxidaéni u¢inky

Tachibana et al. (2001) uvadi, ze karbazolové alkaloidy obsaZzené v extraktu
z Murraya koenigii, mahanin a euchrestin B, maji vys$8i primarni antoxida¢ni G¢inky nez a-
tokoferol. Spole¢né s bismurrayafolinem E maji také vyznamnou schopnost odstrafiovat volné
radikaly.

4.1.5 Utinky na travici soustavu

Vodny extrakt z listi Murraya koenigii mél u mysi vyrazny G¢inek na prevenci tvorby
zalude€nich viedi indukovanych né€kolika riznymi zpusoby. Vysledky byly srovnatelné
s béznymi 1é¢ivy (Shirwaikar et al. 2006; Praveen et al. 2011).

Nékteré z karbazolovych alkaloidli (zejména kurryam a koenimbin) izolovanych ze
semen Murraya koenigii prokazaly u potkan schopnost zpomalovat motilitu stiev a 1écit
prujem (Mandal et al. 2010). V tradi¢ni medicin€ se rtizné ¢asti Murraya koenigii vyuzivaji
také proti zacpé, plynatosti, Uplavici, pro zastaveni zvraceni a zvySeni chuti k jidlu.



4.1.6 Pesticidni ucinky

Latky osazené v ruznych ¢astech rostliny maji baktericidni, fungicidni, herbicidni a
insekticidni u¢inky. Girinimbin prokézal silné inhibi¢ni ucinky vi¢i grampozitivni bakterii
Staphylococcus aureus. Proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli a Proteus vulgaris a
houbam Candida albicans a Aspergillus niger byly u¢iné dimerické karbazoly. (Rahman et
al. 2005).

Ramsewak et al. (1999) uvadi, ze mahanimbin se projevil jako G¢iny insekticid proti
komartm Aedes aegypti, pfenaseciim zavaznych chorob jako jsou horecka dengue nebo zluta
zimnice.

Vashishth et al. (2023) prokazuje v in vitro i in vivo pokusech, Ze vodny extrakt z lista
Murraya koenigii inhbuje kli¢eni testovanych plevelt (Anagallis arvensis, Poa annua,
Lepidium didymum a Vicia sativa), ale zaroven nezpomaluje rust testovanych kulturnich
plodin (Triticum aestivum a Cicer arietinum) a nema negativni vliv na pudni vlastnosti.

Tyto poznatky nasvédCuji o moznosti vyuziti extrakti z Murraya koenigii nejen
v medicing, ale i vzemé&délstvi jako prostiedku ochrany rostlin, v potravinafstvi ke
konzerva¢nim ucellim a pfi prevenci nemoci prendsenych bodavym hmyzem.

4.2 Soucasna technologie péstovani

MnozZeni nejcastéji probiha pomoci semen. Zralé plody se z mateiskych rostlin sklizi
v ¢ervenci a srpnu. Po odstranéni oplodi se semena umisti do sadbovac¢t s navlhéenym
substratem. Optimalni teplota pro kliceni semen je 21 °C. Po vzejiti I1ze semenace vysadit na
stanovisté pii minimalni vysce 15 az 20 cm. Této vysky semenace dosahuji po 3 az 12
meésicich. Pfi menSim objemu produkce lze také vyuzit jako mnozici material kofenoveé
vymladky. Minimaln¢ ro¢ni vymladky se mohou ihned sézet na ptipravené stanoviste.

Optimalni teploty pro péstovani Murraya koenigii se pohybuji v rozmezi 20 — 26 °C.
Teploty nizsi nez 13 °C vyrazné zpomaluji rtst.

Murraya koenigii vyzaduje hlinitopis¢ité propustné ptudy, dobie zdsobené organickymi
latkami. Pied zalozenim plantaze se doporucuje aplikovat chlévsky hntj v davce 20 t/ha.
Rostliny se vysazuji do ptipravenych jam o velikosti 30 x 30 x 30 cm ve sponu 120 az 150
cm. Sazenice je vhodné zasypat smési zeminy a chlévského hnoje.

Po vysadbé je vhodné rostliny sefiznout ptiblizn€ 15 cm nad zemi. Po 6 mésicich na
stanovisti by rostliny mély byt pravidelné dvakrat rocné setezavany na vysku 1 m. Spole¢né
sfezem je vhodné vyStipovat vrcholové pupeny, aby se podpofilo vétveni. Ptfi dodrzeni
vhodnych agrotechnickych opatieni je mozné listy sklizet az ¢tyfikrat rocné. Po kazdé sklizni
se doporucuje ptihnojeni dusikem (90 kg/ha), fosforem (10 kg/ha) a draslikem (10 kg/ha). Po
patém roce péstovani mize byt hektarovy vynos az 5 tun. Trvanlivost plantdzi se pohybuje
vV rozmezi 15 az 20 let.

V tradi¢nich péstitelskych oblastech jsou nejcastéj$imi Sklidci housenky otakérka
citrusového (Papilio demoleus). Pii mensi mife napadeni se housenky odstranuji rucné,
v zavaznéjsich piipadech je mozné pouzit insekticid. Pii vyskytu mer nebo Cervcu se
doporucuje odstranit napadené vétve, piipadné aplikovat vhodny insekticid. Nejcastéjsi
chorobou je skvrnitost listd, které se d& predejit pouzitim fungicida.
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V soucasné dob¢ se Murraya koenigii komeréné péstuje ve tiech kultivarech. Krajova
odrida ’Senkaanpu’ je péstovana ptrevazné v indickém staté¢ Tamilnddu. Tato odrida ma
fialové fapiky a je vyrazné aromaticka. Na University of Agricultural sciences, Dharwad,
Indie byly vyslechtény dva kultivary 'DWD-1" také nazyvany ’Suwasini’, a 'DWD-2’.
V porovnani s 'DWD-1" md ’DWD-2" mén¢ aromatické listy, ale rychleji roste a 1épe snasi
niz$i teploty. Ve volné pfirodé se vyskytuji tfi variety Murraya koenigii. Vedle standardni
variety existuje jest¢ zakrsla varieta, kterd je vhodna pro péstovani v nddobach, ale mad méné
aromatické listy. Dalsi varietou je gimthi ktera je nejaromati¢téjsi ze vSech. (Vasanthkumar et
al. 2023)

4.3 Invitro kultury rostlin a mikropropagace

In vitro kultury jsou takové kultury, které jsou zalozené z Casti rostlin vyjmutych ze
svého bézného prostiedi. Rostliny jsou tak kultivovany v optimalizovanych a regulovanych
podminkéach — fyzikélnich (vzdusna vlhkost, intenzita osvétleni), nutri¢nich i hormonalnich.
Kultiva¢ni podminky jsou také aseptické, tedy bez pritomnosti Skiidcti a puvodct chorob.
Dale rovnéz dochazi k naruSeni normalniho vyvoje rostliny. Izolované pletivo mize dat
vzniknout kalusu nebo celému organu. (Pierik 2012)

Mikropropagace je pfimou metodou mnoZzeni rostlin vyuzivajici techniky in vitro.
Hlavni vyhodou mikropropagace je vyrazné zvySeni rychlosti mnozeni. U nékterych druht
(napriklad u nékterych rostlin z ¢eledi Orchideaceae nebo u opadavych azalek Rhododendron
sect. Pentathera) je mikropropagace nejcastéj$im zpisobem mnozeni z duvodu nizké
efektivity nebo vysoké naro¢nosti ostatnich metod. Dalsi vyhodou mikropropagace je
moznost produkce velkého mnoZstvi uniformnich klont na relativné malém prostoru. Jelikoz
mikropropagace neni zavisla na pritbé¢hu pocasi a ro¢nim obdobi, umonuje rozlozit produkci
rostlin do celého roku. Mikropropagaci muze byt také zajisténa produkce bezvirdznich rostlin
a rostlin bez bakterialnich a houbovych chorob. Mikropropagace je také ¢asto vyuzivana ve
Slechtitelském procesu (Bhojwani & Razdan 2012).

Dle rostlinného materialu, ktery byl vybran k zaloZeni, se in vitro kultury déli do
n¢kolika kategorii. Prvni kategorii jsou kultury celych rostlin, kdy pouzitym rostlinnym
materidlem je semeno, které bylo vyjmuto z matetské rostliny a jehoz kli¢eni probihd na
kultivaénim médiu. SloZeni média a dalSi podminky kultivace je moZzno piisné kontrolovat a
regulovat. Tim je moZzné minimalizovat vlivy, které by mohly negativné ovliviiovat kli¢ivost.
Dalsi kategorii jsou kultury embryi. V tomto ptipadé je kultivovano embryo, které bylo
vyjmuto ze semena. Tato technika je velmi ptinosna pro Selchtitele, jelikoz umoznuje tvorbu
haploidi a pfekonani dormance semen a piekazek pii kiizeni nekompatibilnich jedincii. Pfi
mezidruhovém kiiZeni, nebo ktizeni diploidnich a tetraploidnich rostlin, mnoho embryi uhyne
z diivodu nespravného vyvoje endospermu. Tento problém je odstranén vyjmutim embrya a
nahrazenim endospermu Zivhym médiem. Dormance semen mize byt mimo jiné zplsobena
latkami obsaZenymi v nékterych vrstvach semene. V tomto pfipad¢ odstranéni téchto vrstev a
kultivace embrya na médiu pfekonava dormanci a urychluje tim kli¢eni. V tomto ptipadé je
mozné embrya také jarovizovat. Organové kultury funguji na principu kultivace jednoho
rostlinného orgénu. Jako explantaty mohou byt pouzity meristémy, vzrostné vrcholy, kofeny,
prasniky, nebo jiné organy. Kultury meristémi se vyuzivaji k ozdraveni rostlin od virt.



Jelikoz v meristémech nejsou pritomna vodiva pletiva, je méné pravdépodobné, Ze meristémy
budou infikovany virovou chorobou ze zbytku rostliny. Odebranim a néaslednou kultivaci
meristému lze dopéstovat nového bezvirézniho jedince. V Kulturdch vzrostnych vrchold,
kofenti, nodd a listd jsou indukovany postranni vyhony, které jsou nasledné pouzivany jako
mnozitelsky material bez bakterialnich a houbovych chorob. Prasnikové kultury se vyuzivaji
ve Slechtitelstvi ke tvorbé haploidi (v ptipadé¢ polyploidd i k tvorbé nizSich stupnil
polyploidie) a jako vychozi material pro indukci mutaci. Kalusové kultury jsou zakladany z
diferencovaného pletiva, které je kultivovano za takovych podminek, aby zacalo vytvaiet
nediferencované pletivo — kalus. Z kalusu je poté mozné diferencovat organy nebo embrya.
Kalus tak miize byt zdrojem sekundarnich metabolitli nebo protoplastu pro dalsi kultivaci.
Kalusové kultury se také vyuZivaji ke kryokonzervaci genetické informace v genovych
bankach. V kulturach samostatnych bunék jsou kultivovany pouze buriky, nikoliv pletiva.
Vyuziti téchto kultur je podobné jako u kalusovych kultur. Kultury protoplastt, kdy je
bunéfna sténa enzymaticky rozlozena a nasledné je kultivovan pouze protoplast, nejsou
vyuzivany k mikropropagaci jako takoveé, ale piedevsim K tvorbé cytoplazmatickych hybrida
a transplantaci jader nebo jinych organel (Pierik 2012).

Po aspésném vypéstovani klont v in vitro podminkach je mozné takto vyprodukované
rostliny pievést do polnich nebo sklenikovych péstebnich podminek. V in vitro podminkach
svétla nez v ex vitro podminkach. Z tohoto divodu je nutné rostliny aklimatizovat na nové
podminky. Aklimatizace vétSinou probiha v nékolika fazich ve skleniku postupnym
zvySovanim intenzity svétla a snizovanim vzdu$né vlhkosti. Kultivaéni médium je béhem
aklimatizace vyménéno za péstebni substrat vhodny pro mladé rostliny. (Sathyanarayana &
Varghese 2007).

4.3.1 Kaultivaéni média

Kultivacni médium slouzi jako substrat pro vyvoj rostlin a zaroven suplementuje
ziviny, V nekterych pfipadech miize nahradit i symbiotické plidni organismy. Z divodu
ruznych narokl jednotlivych druhd, ptipadné i1 jednotlivych cCasti rostliny, neexistuje pro
mikropropagaci univerzalni kultiva¢ni médium. Optimalizace média je tedy velmi dileZitou
soucasti zakladani in vitro kultur. Kultivaéni média obsahuji organické nebo anorganické soli
makro i mikroZivin, zdroj uhliku (snadno vyuzitelny cukr — nejcastéji sachar6za), vitaminy,
regulatory rustu, ptipadné dalsi komponenty dle pozadavki kultury. P#i kultivaci na pevnych
médiich se do média ptidava gelujici latka. Pro vétSinu rostlin se jako vhodné kultivaéni
médium osvéd¢ilo MS médium (Murashige & Skoog 1962). Woody plant médium (Lloyd &
McCown 1981) Ize vyuzit pro mikropropagaci dievin. (Sathyanarayana & Varghese 2007)

4.3.1.1 Regulatory riistu

Auxiny ptispivaji k prodluzovani internodii a zachovani apikalni dominance rostlin.
V in vitro kulturach pouzivaji k indukci kofeni a v kombinaci s cytokininy na proliferaci
vyhontl. Mezi nejcastéji pouzivané auxiny patii ptirodni Kyselina indol-3-octova (1AA), indol-
3-méselna kyselina (IBA) a syntetickd kyselina 1-naftyloctovd (NAA) a dalsi. Cytokininy
jsou vyuzivany k inhibici apikalni dominance a stimulaci vétveni vyhoni a kofent. 6-
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benzylaminopurin (BAP), isopentenyl-adenin (2iP) a  N°-furfuryladenin (kinetin) jsou
nejcastéji pouzivané cytokininy. Gibereliny se v in vitro kulturach vyuzivaji méné Casto.
Gibereliny podporuji mimo jiné dlouzivy rust, indukuji kliceni semen a nasadu kvétd.
Kyselina giberelova (GA3) je nejcastéji pouzivanym giberelinem. (Vyzkumny a $lechtitelsky
ustav ovocnatsky Holovousy S.r.0.)

4.3.1.2 Gelujici latky

Gelujici latky se vyuzivaji pfi zakladani statickych kultur, aby se piedesSlo uplnému
ponofeni explantatd do kultivacniho média, coz by mohlo mit za nasledek odumfeni kultury
z divodu nedostatku kysliku. U dynamickych kultur se gelujici latky nepouzivaji. Pro in vitro
kultivaci se vyuzivaji gelujici latky, které jsou chemicky inertni a které vydrzi sterilzaci,
nejCastéji v autokldvu. Nevyhodou nejastéji pouzivanych zahusStovadel je jejich piirodni
puvod, vyrobky riznych znacek a Sarzi se od sebe mohou lisit. Agar, nejéastéji pouzivana
gelujici latka, je smés polysacharidi ziskavana z ¢ervenych fas rodd Gracilaria a Gelidia.
Agardza je zahustovadlo ziskavané odstranénim agraropektini z agaru. Tento proces je velmi
naro¢ny, coz vyrazn¢ zvysuje cenu produktu. Agardza se vyuziva pouze v piipadech, kdy je
potfeba velmi pevné médium. Gelrite a Phytagel jsou obchodni ndzvy pro polysacharid
vytvaiené bakterii Pseudomonas elodea. Na rozdil od agaru tyto latky nevyzaduji zahtati pro
vytvofeni gelu (Bhojwani & Razdan 2012).

4.3.1.3 Hodnoty pH media

Ve vétsin¢ piipadi se pH upravuje pii piipravé média na rozmezi 5,0 az 6,0, dle
pozadavkt Kkultivované rostliny. Zvolené pH média ma mimo vitality explantatt vliv i na
pevnost media. Hodnota pH média se samovolné méni béhem riznych fazi kultivace
(Bhojwani & Razdan 2012).

4.3.1.4 Akumulace toxickych latek

Pii in vitro kultivaci rostlin je Castym problémem akumulace toxickych produkti
oxidace fenolickych latek, které jsou vyluCovany explantaitem. Toto mize mit negativni
dopady na kultivované rostliny — od mirného snizeni vitality az po thyn kultivovanych
rostlin. Tento jev je Casto detekovatelny podle hnédého zabarveni explantati a kultiva¢niho
média. Jako prevenci lze do kultivaéniho média piidat antioxidanty nebo adsorbenty. Mezi
nejcastéji pouzivané antioxidanty patii kyselina askorbova a kyselina citronova. Aktivni uhli
nebo polyvinylpyrrolidon jsou ¢asto pouZzivané adsorbenty. Néktera aditiva ale mohou mit
sama o sob¢ negativni vliv na vitalitu kultury. Optimalizace kultivaéniho média je tedy
klicova pro tspé&snou in vitro kultivaci. Dal$i moznosti pfedchazeni akumulace toxickych
latek je Casté presazovani explantatit do nového média (Permadi et al. 2024).



4.4 Invitro kultury Murraya koenigii

Jak bylo uvedeno v ptedchozich kapitolach, mikropropagace ma mnoho vyhod.
V piipadé Murraya koenigii je mozné mikropropagaci vyuzit k vyrobé velkého mnozstvi
kvalitniho mnozitelského materialu pro polni péstovani. Kalusové kultury je mozné vyuzit pro
produkci sekundarnich metabolitti a biologicky aktivnich latek. Péstovani farmaceutickych
surovin v podminkach in vitro snizuje riziko kontaminace materialu bakteridlnimi a
houbovymi patogeny oproti péstovani v polnich podminkach. Mikropropagace a dalsi in vitro
techniky také mohou vyrazné urychlit $lechtitelské procesy.

4.4.1 Shrnuti piedchozi literatury

Uspésnou mikropropagaci Murraya koenigii se podafilo provést jiz v nékolika
ptipadech. Bhuyan et al. (1997) a Rani et al. (2012) pouzili jako explantaty semena. Mathew
et al. (2007) a Perveen et al. (2015) kultury zalozili ze vzrostnych vrcholi. Mathew et al.
(1999), Babu et al. (2000), Rout (2005) a Khatik & Joshi (2018) zakladali in vitro kultury
z nodalnich explantati. Zadny z dostupnych zdrojii nepopisuje mikropropagaci Murraya
koenigii z listovych explantatq.

Povrchové sterilizace byla ve vSech ptipadech zahdjena dikladnym oplachnutim
rostlinného materidlu ve vod¢. S vyjimkou pokusi od Mathew et al. (1999) a Mathew et al.
(2007) byl pouzit i detergent. Bhuyan et al. (1997), Rani et al. (2012) a Perveen et al. (2015)
vyuzili dale fungicid na bazi methylbenzimidazol-2-ylkarbamat, Babu et al. (2000) pouzili
fungicid na bazi oxychloridu médi. Ve dvou piipadech byl k povrchové sterilizaci také pouzit
roztok chlornanu sodného — Bhuyan et al. (1997) pouzili roztok o 7 % objemu, Rani et al.
(2012) roztok o 2 % objemu. Explantaty byly poté ve vSech experientech sterilizovany 0,1%
roztokem HgCls, jedinou vyjimkou byl experimet Mathew et al. (1999), kdy byl pouzit 0,06%
roztok. Explantaty byly vtomto roztoku ponechany vrozmezi 1 az 20 minut. Poté byly
vSechny explantaty alespon ttikrat oplachnuty autoklavovanou destilovanou vodou.

pH vSech médii bylo upraveno pted autokldvovanim na 5,7 az 5,8. Zalozené kultury
byly kultivovany pii 25 °C a fotoperiod¢ 16 hodin. Pouze Babu et al. (2000) zvolili
fotoperiodu 12 hodin.

Bhuyan et al. (1997) pouzili ke kultivaci semen MS médium s 3 % sacharozy a 0,8 %
agaru. Kultivaéni médium suplementovali BAP o koncentracich od 0 do 5 mg/l. Nejsiln&jsi
koncentrace BAP byly poté jesté doplnény GAsz o koncentraci 0,2 a 0,4 mg/l. Jako
nejproduktivnéj$i bylo oznaceno médium s5 mg/l BAP a 0,4 mg/l GAs. Indukci vyhond
V tomto piipad¢ reagovalo 98,4 % kultivovanych semen, primérny pocet vyhonl na jedno
semeno byl 15,9 a jejich primérna délka byla 4,7 cm. K indukei ristu kofenti bylo pouzito
MS médium o polovi¢ni koncentraci s2 % sachardzy a 0,2 % Phytagelu suplementovano
riznymi kombinacemi IAA, IBA, IPA a NAA. Nejlepsi vysledky poskytlo médium
suplementované o 1 mg/l IBA: rist kotenu se projevil u 95 % explantatl a jejich primérna
délka byla 6,9 cm. P#i kultivaci na neobohacenych médiich, médiich obohacenych o 0,5 mg/I
IAA, 0,5a 1 mg/l IPA a médiiich s kombinaci 0,5 mg/l IBA a 0,5 mg/l NAA nebyl pozorovan
rast kofend.
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Mathew et al. (1999) pii kultivaci nodalnich explantatti pouzili k indukci vyhonti MS
medium se 0,7 % agaru obohacené o 1 mg/l BAP, 0,5 mg/l kinetinu a 0,1 mg/l NAA.
Primérnd délka vyhont byla 1,5 cm a kazdy vyhon mél 2 az 3 listy. K zakofenéni bylo
pouzito kapalné MS médium o polovi¢ni koncentraci obohaceno o 0,1 mg/l NAA a 0,1 mg/
IBA. Primérna déla kotenti byla 2 az 3 cm.

Babu et al. (2000) kultivovali nodalni explantaty z kofenovych vymladki na Woody
plant médiu s3 % sacharézy a 0,7 % agaru. Médium bylo suplementovano riznymi
kombinacemi BAP, kinetinu a IBA. Nejlepsi vysledky poskytla dvé média: prvni s 2 mg/l
BAP a 2 mg/l kinetinu, a druhé s 3 mg/l BAP a 1 mg/l kinetinu; ani jedno z téchto médii
nebylo obohaceno o IBA. Tato média vyprodukovala vyhony v 60 % pfipadi s pramérnym
poctem 28 vyhonii na explantit. Pro zakofenéni vyhonl bylo opét pouzito woody plant
médium s 2 % sachar6zy a 0,7 % agaru. Médium bylo suplementovano riznymi kombinacemi
NAA a IBA. Nejvyssi procento zakoZzenéni (75 %) bylo pozorovano u média s 1,85 mg/I
NAA a bez IBA. Primérny pocet kofentl na explantat byl 4.

Rout (2005) provedl kultivaci nodalnich explantati na MS médiu s 0,8 % agaru.
Kultivaéni médium bylo suplementovano o rtizné koncentrace BAP, adenin sulfat a 1AA.
Explantaty kultivované na médiu s2,5 mg/l BAP, 50 mg/l ADS a 0,25 mg/l 1AA
vyprodukovaly vyhony v 82,2 % pfipadd, s primérnym poctem 6,85 vyhonu na rostlinu.
Médium neobohacené o regulatory rastu a médium s 1 mg/l BAP nevyprodukovala zadné
vyhony. K zakofenovani explantati byla pouzita média obohacena o riizné kombinace IAA a
NAA. Pii kultivaci na médiu s 0,25 mg/l IAA a 0,25 mg/l NAA vyprodukovalo kotfeny 85,4
% explantata.

Mathew et al. (2007) kultivovali vzrostné vrcholy na MS médiu. Médium bylo
obohaceno o BAP nebo kinetin v kombinaci s IAA. Nejvhodnéjsi médium obsahovalo 1,5
mg/l BAP a 0,5 mg/l IAA. Na jeden explantat vyprodukovalo toto médium pramétné 21,5
vyhonti o pramérné délce 2,23 cm s primérné 12,3 listy na vyhon. Kinetin v porovnani s BAP
poskytoval o poznani horsi vysledky. Zakofeniovaci médium bylo suplementovano rtiznymi
koncentracemi NAA. NejlepSich vysledkii dosdhlo médium s 5 mg/l NAA: primérné 8,3
kofenli na explantat; praimérnd délka kofenti byla 3,58 cm. Neobohacené médium a médium
s 1 mg/l NAA nevyprodukovala zadné koieny.

Rani et al. (2012) kultivovali nezrala semena na MS médiu s 3 % sachar6zy a 0,7 %
agaru. Pro indukci vyhonu byla pouzita média suplementovana BAP, nebo kinetinem.
Meédium s 2,5 mg/l BAP bylo vyhodnoceno jako nejlepsi, jelikoz vyprodukovalo vyhony
v 90 % piipadi. Toto médium nasledné¢ bylo suplementovano o rizné koncentrace GAs.
Nejdelsi vyhony byly pozorovany u média s 0,4 mg/l GAs. K zakofenéni bylo pouzito MS
médium o polovi¢ni koncentraci obohacené o IAA, nebo IBA. Nejucingj$i bylo médium
s 0,5 mg/l TAA, ve kterém zakotfenilo 78 % rostlin. Pfi koncentracich nad 1,5 mg/l IAA a
1 mg/1 IBA nebyly pozorovany zadné koteny.

Perveen et al. (2015) kultivovali vzrostné vrcholy na MS médiu s 3 % sachar6zy a 0,8
% agaru. Média byla obohacena o rizné kombinace thidiauronu (TDZ), BAP, nebo kinetinu.
Nejlepsi vysledky poskytl TDZ o koncentraci 0,1 mg/l, kde vyhony vyprodukovalo 78 %
explantatli. Primérny pocet vyhont na jeden explantat byl 16,6 a jejich primérné délka 2,93
cm. Pfi pouziti 1,13 mg/l BAP byla indukce vyhonii pozorovana u 74 % explantatd. Jejich
primérny pocet na explantat byl 13,6 a primérna délka 2,56 cm. Kinetin poskytoval horsi



vysledky. Zjisténé nejvhodnéjsi koncentrace téchto regularori rdstu byly nasledné
suplementovany jesté¢ o rizné koncentrace IAA. U vSech testovanych koncentraci IAA bylo
ziejmé zvyseni poctu a délky vyhont. V kombinaci s 0,1 mg/l TDZ se jako nejvhodnéjsi
projevila IAA o koncentraci 0,05 mg/l. Tato kombinace poskytovala vyhony v 80 % piipadd,
jejich primérny pocet byl 30,6 a primérna délka 4,16 cm. Pro 0,13 mg/l BAP bylo nejlesich
vysledki dosazeno v kombinaci s 0,09 mg/l TAA. Pfi této kombinaci reagovalo indukci
vyhoni 75 % explantatti. Primérny pocet vyhond na explantat byl 26,6 a jejich primérna
délka 3,73 cm. Pro zakofenéni bylo testovano MS médiu o polovi¢ni i plné koncentraci
suplementované ruznymi koncentracemi IBA. Nejvhodnéjsi bylo MS médium o polovi¢ni
koncentraci s 0,3 mg/l IBA. Na tomto médiu zakofenilo 60 % explantatt. Primérny pocet
kofenidl na explantat byl 3,33 a jejich primérna délka 2,5 cm. Pfi koncentraci nad 0,6 mg/1
k zakofenéni nedoslo u zadného z explantatu.

Khatik a Joshi (2018) jako explantaty pouzili nodalni segmenty, které byly
kultivovany na MS médiu s 3 % sachar6zy a 0,8 % agaru. Kultiva¢ni médium bylo dale
suplementovano riznymi kombinacemi koncentraci BAP, kinetinu a adenin sulfatu. Nejvyssi
uspésnost (97 %) mélo médium s 2,5 mg/l BAP, 2,5 mg/l kinetinu a 30 mg/l ADS. U tohoto
média byl primémy pocet vyhoni na explantat 8,8 a jejich pramérna délka 4,3 cm.
K zakotenéni byly kombinovany rizné koncentrace IBA a IAA. Nejvhodnéj$i kombinaci bylo
2,5 mg/l IBA a 0,9 mg/l IAA, kde kotfeny prumérné délky 2,4 cm vyprodukovalo 95,6 %
explantati.

Na sklenikové nobo polni podminky byly rostliny aklimatizovany po oplachnuti
zbytkl kultivaéniho média z kotfent. Aklimatizace ve vSech ptipadech probihala v zastinéném
skleniku pii vysoké relativni vzdusné vlhkosti (minimalné 70 %). Jako nejvhodnéjsi substrat
(s 96,7% uspé&snosti) oznacil Mathew et al. (2007) smés raseliny, perlitu a jemného pisku
V poméru 1:1:2.

Pro zalozeni listovych in vitro kultur Murraya koenigii ziejm¢ dosud neexistuje
vhodna literatura, z tohoto divodu byly vyuzity poznatky z literatury zabyvajici se jinymi
druhy rostlin. Meng et al. (2004) pii mikropropagaci Rubus sp. uvadéji nej lepsi vysledky u
listovych explantati roziiznutych podél stfedniho zebra poloZenych abaxialni stranou na
mikropropagace Ficus religiosa, pokud byly listy rozfiznuty kolmo pies stiedni Zebro a jejich
prostiedni ¢asti (tedy bez fapiku i Spicky listu) umistény na kultivaéni médium adaxialni
umisténého listu byla v kontaktu s médiem (Zhang et al. 2017). Thokchom a Maitra (2017)
uvadéji, ze nejvyssi pravdépodobnost tvorby kalusu maji listové explantaty Anthurium
andreanum, které obsahuji stfedni zebro. Papafotiou a Martini (2009) pii mikropropagaci
Zamioculcas zamiifolia zjistily, Ze nejvynosngjsi jsou vertikdlné umisténé exlantaty
Z proximalni ¢asti listu s fapikem nebo stfednim Zebrem.
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4.4.2 Rizika pouziti rtuti

Chlorid rtutnaty je latka, ktera se Casto vyuziva k povrchové sterilizaci rostlinnych
explantatl pii kultivaci in vitro. Jak je rozvedeno nize, rtutnaté kationty jsou toxické nejen
pro mikroorganismy, ale i pro zivoCichy. Rtutnaté kationty maji schopnost bioakumulace at’
uz v organickych nebo anorganickych sloucenindch a mohou mit nepfiznivy dopad na
plodnost, imunitni systém a funkci nervové a vyluCovaci soustavy u zivoCicht. U
eukaryotickych organismu byla prokazana genotoxicita. Bonacker et al. (2004) ve své studii
prokazuje klastogenni a aneugenni UCinky rtutnatych kationtd zplsobené poruchami
cytoskeletu a tim 1 délictho vieténka. Tyto poruchy jsou zplisobeny interakci rtutnatych
kationtti s kinesinem a tubulinem. Dieguez-Acufia et al. (2004) uvadi, ze jiz pti nizkych
koncentracich rtutanté ionty zabranuji aktivaci transkripcnich faktora v epitelovych bunkach
ledvin a tim zplsobuji jejich pfedCasnou apoptéozu. Dlouhodobé vystaveni nizkym
Koncentracim rtuti je spojeno s poruchami reprodukéni soustavy u ¢lovéka. U zen miize vést
k porucham menstrua¢niho cyklu a k problémim s pocetim a donoSenim ditéte (De Rosis et
al. 1985). U muzl snizuje pocet pohyblivych spermii (Ernst & Lauritsen 1991). Intoxikace
rtutnatym kationty je spojena s vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni (zejména
Parkinsonovy a Alzheimerovy nemoci). Rtutnaté kationty zptisobuji oxida¢ni stres (Olivieri
et al. 2002) a tvorbu Lewyho télisek v neuronech (Uversky et al. 2001) a vazbou na thiolové
skupiny negativné ovliviiuji funkci nékterych enzymiti a permeabilitu bunééné membrany
(Mathieson 1995; Markovich & James 1999; Bapu et al. 1994). Tyto uvedené procesy jsou
spojeny s vyskytem mnoha neurodegenerativnich onemocnéni (zejména pak Parkinsonovy a
Alzheimerovy nemoci).

4.4.3 Volba metodiky

Ackoliv Perveen et al. (2015) uvadéji TDZ jako nejicinngjsi cytokinin, z divodu jeho
vysoké ceny a nedostupnosti v laboratoti byly pouzity BAP a kinetin. Tento autor také uvadi,
ze doplnéni cytokinini auxiny zvySuje pocet indukovanych vyhonii. Mnou testovana média
pro indukci ristu vyhont tedy obsahovala IBA a v nékterych piipadech byla doplnéna i o
NAA. Z pokustu provedenych Babu et al. (2000) vyplyva, ze BAP a kinetin v kombinaci
poskytuji lepsi vysledky nez samostatné. Z tohoto diivodu mnou testovana média obsahovala
az 5 mg/l. S vyjimkou jednoho mnou testovaného média bylo toto rozmezi dodrzeno. Rani et
al. (2012) prokazali, Ze pouziti GAz ma pozitivni u¢inky na délku indukovanych vyhont. GA3
byla tedy pouzita do mnou testovanych médii. Auxiny IAA nebo IBA v koncentracich od 0,25
do 0,9 mg/l se v piedchozich stujiich ukézali jako vhodny dopln€k cytokinind. V nékterych
mnou testovanych médiich byly tedy pouzity v koncentracich od 0,05 do 1 mg/l. NAA bylo
vyuzito pro indukci vyhoni pouze v jednom piipadé (Mathew et al. 1999), pro zjisténi vlivu
pouziti tohoto regularoru ristu jsem je zakomponovala do ¢asti mnou testovanych médii.

Pro nejvhodnéj§i média na indukci kofeni byly v ptedchozich ptipadech pouzity
auxiny Vv riznych koncentracich a kombinacich: IBA v koncentracich od 0,1 do 2,5 mg/I,
NAA v koncentracich od 0,1 do 5 mg/l a IAA v koncentracich od 0,25 do 0,9 mg/l. Z divodu
nedostupnosti IAA v laboratofi byla nakonec zvolena pro meé pokusy kombinace 0,5 mg/l IBA



a 1 mg/l NAA. Pro prevenci akumulace toxickych latek bylo do média pfidano aktivni uhli o
koncentraci 100 mg/I.

Kultury zalozené z listi byly kultivovany na stejnych médiich jako nodalni kultury.
Z ptedchozi uvedené literatury vyplyva, Ze listové explantaty obsahujici stfedni Zebro jsou
vynosnéjsi. Jako explantaty byly tedy zvoleny jednotlivé listky roziiznuté napul podle
sttedniho Zzebra. Vzhledem ke skutecnosti, ze listy Murraya koenigii nejsou dostate¢né pevné
na vertikalni umisténi do kultivaéniho média, byly na né&j uloZeny horizontaln¢ s abaxialni
stranou v kontaku s médiem.

Jelikoz Murraya koenigii je rostlinou vyuzivanou ve farmaceutickém a
potravinaiském pramyslu, je tfeba eliminiovat riziko kontaminace této potraviny a suroviny
pro vyrobu léCiv. Zachdzeni se slouceninami obsahujicimi rtut’ mize mit také nepiiznivé
dopady na zdravi personalu. Pii nespravném zachézeni muze také dojit ke kontaminaci
vodnich zdroji. Z téchto dtivodi je tato prace zaméiena i na nalezeni u¢inného sterilza¢niho
postupu bez pouziti rtuti. Pro odstranéni prachu a jinych neéistot z povrchu rostlinného
materialu byla stejné jako ve vétSiné predchozich studii pouzita voda se saponatem. Nabilah
et al. (2013) dosahli uspokojivych vysledki povrchové sterilizace Labisia Pumila (Blume)
Fern.-Vill. pouze s vyuzitim roztoktit NaClO a etanolu. Pro povrchovou sterilizaci byla tedy
v mych experimentech zvolena rovnéz tato kombinace. Doba sterilizace v NaClO se
pohybovala v rozmezi 15 az 30 minut. Pouzity NaClO (SAVO, Unilever) obsahuje 4,7 %
hmotnosti NaClO. V testovanych steriliza¢nich postupech byly vyuzity roztoky SAVO o
objemovych koncentracich 20 a 25 %. Vysledné koncentrace NaCIlO byly tedy 9,5 a 12 g/I.
Etanol je béZné pouzivany dezinfekéni prostiedek s antimikrobialnimi G¢inky. V této praci byl
pouzit denaturovany lih (Lih technicky, Severochema) obsahujici minimalné 93 % hmotnosti
etanolu, dale pak ethyl(methyl)keton, propan-2-ol a denatonium benzoat. Dostupna literatura
nenaznacuje, ze by kterékoliv z téchto denaturacnich Cinidel mélo mit negativni vliv na
sterilizaci nebo vitalitu explantata.
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5 Metodika

Nodalni a listové explantaty byly zvoleny pro zalozeni kultur z divodu vyssiho
mnozitelského koeficientu oproti vzrostnym vrcholim. Semena v dobé zakladani pokusu
nebyla dostupna.

Jako zéklad kultivaéniho média bylo zvoleno MS médium doplnéné o standardni
vitaminy, jelikoz ve vétSin¢ piedchozich pokusti poskytovalo dobré vysledky. Jako zdroj
uhliku byla zvolena stejné jako v predchozich studiich sacharéza. Rout (2005) a Khatik a
Joshi (2018) uvadéji, ze pridavek adenin sulfatu pozitivné ovliviiuje indukci vyhond. Z
divodu nedostupnosti v laboraofi byl adenin sulfit nahrazen adenin hemisulfitem o
koncentraci 50 mg/l. Pro otestovani vlivu na akumulaci toxickych exudati a rust kultur byl
pro nékteré kultury zvolen jako gelujici latka agar a pro n¢které Phytagel. Po shledani, ze pti
kultivaci dochazi k akmulaci toxickych latek, bylo do média ptfidano aktivni uhli o
koncentraci 20 mg/l. Hodnota pH byla stejn¢ jako ve vétsin€ piredchozich pripadt upravena na
5.8. Teplota béhem kultivace byla konstantné udrzovana na 25 °C, stejné jako v pfedchozich
experimentech.

Veskeré laboratorni prace probihaly v laboratofich Katerdy zahradnictvi Fakulty
agrobiologie potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédélské univerzity. Veskeré
pouzité vybaveni je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1 Pfehled pouZitého laboratorniho vybaveni, véetné vyrobcid a modeli

Néazev vybaveni Vyrobce, model
Kultivaéni komora Binder, APT.Line KBW
Autoklav Sanyo, MSL-3781L
Laminarni box Flowfast H 18

Meéiic pH Jenway, 3505
Laboratorni vaha Mettler, AE 200

5.1 Asepticka opatreni pri zakladani in vitro kultur

Piprava zasobnich roztoku a kultiva¢nich médii prob¢hla v laboratofi na pracovnich
plochach oSetfenych etanolem. Ptipravena kultivaéni média byla nasledné sterilizovana
vautoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut. VeSkeré laboratorni nastroje pouzité pii
steriliza¢nich protokolech a zalozeni kultur byly sterilizovany stejnou metodou.

Zalozeni kultur a povrchova sterilizace rostlinného materidlu  problihaly
uvnitt  lamindrniho boxu, jehoZ vnitini plochy byly pfed uvedenim do provozu osetifeny UV
zatenim po dobu 15 minut a vydezinfikovany pomoci etanolu. Pii praci v laminarnim boxu
byly vzdy pouzity nitrilové rukavice a Gstni rouska z nanovlakna. Rukavice byly prib&zné
dezinfikovany etanolem.

Vnitini povrchy kultivaéni komory byly pfed umisténim kultur vydezinfikovany
pomoci etanolu.

Po zalozeni byly kultury pravidelné¢ kontrolovany. Kontaminovné kultury byly
z kultiva¢ni komory vyjmuty a zlikvidovany.



5.2 Priprava kultiva¢nich médii

Kultivaéni média byla ptipravena z chemikalii dostupnych v laboratotich Katerdy
zahradnictvi Fakulty agrobiologie potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemddélské
univerzity. V tabulce 2 jsou uvedeny vsechny pouzité chemikalie, jejich vyrobci a piipadné i
obchodni nazvy.

Tabulka 2 Prehled pouZitych chemikalii a jejich vyrobcii

Chemikalie Vyrobce, (komeréni nazev)
MS médium Duchefa Biochemie
Sachar6za PENTA

Kyselina nikotinova Carl Roth

Thiamin HCI Sigma-Aldrich

Pyridoxin HCI Sigma-Aldrich

Myo-inositol Sigma-Aldrich

Adenin hemisulfat Sigma-Aldrich

Kyselina 1-naftyloctova Sigma-Aldrich
6-Benzylaminopurin Sigma-Aldrich

Kyselina giberelova Sigma-Aldrich

Kyselina indol-3-maselna Sigma-Aldrich

Kinetin Duchefa Biochemie

Agar Carl Roth

Phytagel Sigma-Aldrich

Aktivni uhli Carl Roth

Etanol Severochema, (Lih technicky)
Chlornan sodny Unilever, (SAVO)

Polysorbat 20 Corda International (TWEEN 20)
Myclobutanil Dow AgroSciences, (TALENT)
Saponat Procter & Gamble, (Jar)

5.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Pro piipravu kultivaénich médii byly nejdiive pfipraveny zasobni roztoky s aktivnimi
latkami. Zasobni roztoky byly piipraveny za laboratonich podminek na pracovnim povrchu
vydezinfikovaném pomoci etanolu. Chemikalie byly navazeny a nasledné rozpustény
v piislusném objemu destilované vody. Latky nerozpustné ve vodé byly nejprve rozpustény
v malém mnozstvi etanolu nebo NaOH a nasledné¢ smichany s pfisluSnym objemem
destilované vody (viz tabulka 3). Zasobni roztoky byly skladovany v uzaviratelnych
sklenénych lahvich pfi teploté piiblizn€ 5 °C.
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Tabulka 3 Piehled koncentraci zasobnich roztokii a pouzitych rozpoustédel pro p¥ipravu kultivaénich médii

Aktivni latka Koncentrace Pouzité rozpoustédlo
Kyselina 1-naftyloctovd | 50 mg/100 ml NaOH
6-Benzylaminopurin 75 mg/50 ml NaOH

Kyselina giberelova 0,25 mg/50 ml Etanol

Kyselina indol-3-méselna | 50 mg/100 ml NaOH

Kinetin 50 mg/100 ml -

Pyridoxin hydrochlorid 100 mg/ 100 ml -

Thiamin hydrochlorid 100 mg/100 ml -

Kyselina nikotinova 100 mg/100 ml -

5.2.2 Priprava kultiva¢nich médii

Kultivaéni média byla pfipravovana pti laboratornich podminkach na pracovni plose
oSetfené etanolem. Sypké latky byly pfimo navaZzeny a rozpustény v prislusSném objemu
destilované vody. Ptislusné objemy zdsobnich roztokii byly odméfeny automatickou pipetou.
Nasledné bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,8 za pomoci roztoki HCI a NaOH. Po
upravé pH byl do roztoku ptidana gelujici latka a pripadné aktivni uhli. Nasledné bylo
médium zahtato v mikrovinné troubé, dokud nedos$lo k GpInému rozpusténi zpeviujiciho
agens. Poté bylo kultivaéni médium pielito do sklenic, pficemz v kazdé bylo ptiblizné 20 ml
média (vrstva ptiblizn¢ 1,5 cm). Hrdla sklenic byla piekryta hlinikovou folii, ktera byla
piipevnéna gumickou. Takto pfipravena média byla nasledn¢ sterilizovana (viz 5.1).

5.2.3 Pouzita kultivaéni média

Zakladem vsech pouzitych kultivacnich médii bylo MS médium dopInéné sacharozu,
gelujici latku a dalsi bioaktivni latky. Jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4. Déle bylo
médium suplementovano riznymi kombinacemi regulatort ristu, jejichz koncentrace jsou
uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 4 SloZeni ziakladniho Kultivaéniho média

Chemicka latka Hmotnostni koncentrace na 1 | kultivaéniho média
MS médium 4,39
Sachar6za 30g
Kyselina nikotinova 1mg
Thiamin hydrochlorid 10 mg
Pyridoxin hydrochlorid 1mg
Myo-inositol 100 mg
Adenin hemisulfat 50 mg
Aktivni uhli pro indukci vyhont 20 mg
Aktivni uhli pro zakotfenéni 100 mg
Agar/Phytagel 8¢




Tabulka 5 PouZité kombinace koncentraci regulatori ristu v jednotlivych kultiva¢nich médiich

Oznaceni Zpeviwjici | BAP Kinetin IBA GA3 NAA

agens [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
1 Phytagel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 Phytagel 5,00 2,50 0,25 0,01 0,05
3 Agar 2,50 2,50 0,25 0,00 0,00
4 Agar 2,50 2,50 0,25 0,02 0,00
5 Phytagel 5,00 5,00 0,50 0,02 0,50
6 Agar 5,00 5,00 0,50 0,20 1,00
7 Agar 7,50 2,50 0,25 0,01 0,05
8 Phytagel 1,00 2,50 0,25 0,01 0,05
Zakotenovaci | Agar 0,00 0,00 0,50 0,00 1,00
médium

5.2.4 Rostlinny material

Rostlina, ze které pochdzi vSechny explantaty, se nachazi ve skleniku Botanické
zahrady Fakulty tropického zem&délstvi Ceské zemédélské univerzity. Rostlina je na
stanoviSti piiblizné 25 let a je péstovana pii prumérné teplot¢ 22 °C. Rostlina nebyla
V poslednich Sesti mésicich pfed sbérem materialu oSetfena zadnymi piipravky na ochranu
rostlin. Rostlina byla kratce pied sbérem materialu hluboce sefiznuta. V prub¢hu pokusu byla
rostlina napadena Cervei. K zalozeni kultur byly vybrany mladé zelené vyhony dlouhé
maximalné 20 cm, které byly odstfihnuty a nasledné umistény do nadoby s vodou, aby se
piedeslo uvadani pti prenosu do laboratofe. V laboratofi byly z vyhonii odstranény listy a
vyhony byly nasledné roziezany na mensi casti.

5.2.5 Steriliza¢ni postupy

Veskery rostlinny material byl pred zaloZzenim kultur povrchové sterilizovan.
Sterilizace listi a vyhont probihala odd¢lené. Pokud byli na rostlinném materialu piitomni
Cervci, byli mechanicky odstranéni pomoci papirového ubrousku namoceného v saponatu.
Nasledné byl rostlinny material umistén do kadinky a proplachovan po dobu 30 minut vodou
z vodovodu. Poté byl do kadinky pfidan saponat a proplachovani pokrac¢ovalo dalsich 20
minut. Nasledn¢ byl rostlinny material pfemistén do roztoku fungicidu na bazi myclobutanilu
o koncentraci 0,2 ml/l. Po 20 minutach v roztoku fungicidu byl rostliny material oplachnut
destilovanou vodou. Nasledujici kroky sterilizace probihaly v laminarnim boxu. Rostlinny
material byl vlozen do sterilizovanych Erlenmeyerovych banck s roztokem NaClO. Béhem
sterilizace v tomto roztoku bylo s bankami nékolikrat zatfeseno. Posléze byl roztok NaClO
slit a nahrazen 70% roztokem denaturovaného lihu. Po celou dobu sterilizace v etanolu bylo
s baitkkami kontinualné tfeseno. K piipravé sterilizacnich roztokl byla pouZita autoklavovana
destilovana voda, do roztoki NaClO bylo pfidano nékolik kapek surfaktantu polysorbatu 20.
Po dokonceni sterilizace byl rostlinny material v Erlenmeyerovych bankéch ttikiat oplachnut
autoklavovanou destilovanou vodou.
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Pro zjisténi nejucinngjsiho steriliza¢niho postupu bylo otestovano 10 postupt.
Jednotlivé sterilizacni postupy se od sebe liSily pouzitou koncentraci roztoku NaClO a dobou,
po kterou byl rostlinny materidl umistén roztoku NaClO a ethanolu. Délka sterilizace
v roztocich a pouzitd koncentrace NaClO jsou uvedeny na obrazku 1. Pro kazdy steriliza¢ni
postup byly zaloZzeny 3 kultury po 5 nodech. V kazdém sterilizaénim postupu (SP) byly vzdy
dvé kultury zalozeny s pti¢né fezanymi nody a jedna kultura s podélné fezanymi nody.

Doba Doba Oznadeni
Konentrace sterilizace sterilizace sterilizatniho
NaClO explantati v explantati v T
NaClO 70% etanolu P P
5 min

10 min

5 min

0,94 %

10 min

O WO

5 min

Povrchova
sterilizace

,10 min‘ : 10

5 min

10 min

5 min

o || N O | O1

10 min

Obrazek 1 Schéma postupii povrchové sterilizace explantati



5.2.6 ZaloZeni kultur

Zalozeni kultur probihalo v laminarnim boxu a bylo pouzito pouze sterilizované
vybaveni (viz 5.1). Povrchové sterilizovany rostlinny material byl vyjmut z ban¢k pomoci
pinzety a piemistén na Petriho misku. K fezani rostlinného materialu byl pouzit skalpel
s vyménitelnou ¢Eepeli. Mezi manipulaci s jednotlivymi ¢astmi rostlin byly nastroje vzdy
namoceny v etanolu a opéleny nad kahanem.

Casti vyhonii byly roziiznuty na jednotlivé nody bud’ podélng, nebo piiéng, a
pfesunuty pinzetou do kultivaéniho média. Pfi umistovani pti¢n¢ fezanych nodi bylo dbano
na zachovani polarity. PodéIné rozfiznuté nody byly umistény do média tak, aby pouze Cast
fezné plochy byla zanofena do média. Z listi byly oddé€leny jednotlivé listky, které byly
roziiznuty podél stfedniho zebra na dvé ¢asti. Ty byly lehce vtlateny abaxialni stranou do
kultiva¢niho média tak, aby cela fezna plocha byla zanofena v médiu. Na obrazcich 2; 3 a 4
jsou zobrazeny zptisoby fezu nodalnich a listovych explantati. Cervené ¢ary znazortiuji mista,
kterymi byl veden fez, a zelené jsou vyznaceny casti, které byly nasledné¢ umisténé do
kultivaéniho média.

Takto zalozené kultury byly nasledné umistény do kultivaéni komory. Teplota
v kultiva¢ni komoie byla konstatné¢ 25 °C, intenzita osvétleni 7500 Ix a fotoperioda 16/8
hodin. Na obrézcich 5 a 6 jsou vyobrazeny pravé zalozené kultury pfipravené ke kultivaci.

Obrézek 2 Schéma Fezu listovych explantati
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Obréazek 3 Schéma Fezu podélné krajenych nodalnich explantati

I

Obrazek 4 Schéma Fezu p¥iéné krajenych nodalnich explantati




Obrazek 6 Listové explantaty ihned po umisténi do kultivaéniho média
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5.2.7 Presazovani kultur

V piipad€ zpozorovani bakteridlni kontaminace pouze u nekterych explantati
V kultufe byly ostatni, tedy nekontaminované, explantaty vyjmuty a piesazeny do nového
média. Pokud doslo v kulturdch ke zhnédnuti média ptipadné i explantitu, coz mize znacit
nahromadéni fenolickych latek, byly explantaty piesazeny do média s obsahem aktivniho uhli.
Poté co explantaty vyprodukovaly vyhonky, byly piesazeny do zakofemiovaciho média.
Pfesazovani probihalo podobnym zpisobem jako zalozeni kultur: v laminarnim boxu za
pouziti pinzety.

5.2.8 Zpracovani vysledki

Pro hodnoceni efektivity sterilizanich postupt byly pro kazdy postup zalozeny 3
kultury po 5 nodech. Béhem kultivace byly tyto kultury kontrolovany a hodnoceny na vyskyt
bakterialni nebo houbové kontaminace. Nasledné byly tyto vysledky porovnany z hlediska
prvniho vyskytu kontaminace od zaloZeni kultury a doby potifebné ke kontaminaci celé
kultury od zaloZeni.

Kultiva¢ni média pro nodalni i listové byla hodnocena z hlediska poc¢tu vytvotfenych
vyhonti a jejich délky. U listovych kultur byla hodnocena 1 tvorba kalusu.



6 Vysledky
6.1 Ucinnost steriliza¢nich postupi

Pro ucely tohoto experimentu byla kontaminace kultur hodnocena ze dvou hledisek.
Prvnim hlediskem bylo hodnoceni doby, po které se objevi prvni viditelné znamky
kontaminace. Druhym hlediskem byla doba, po které kontaminace zasahla celou kulturu (tj,
vSechny nody byly obklopeny myceliem nebo bakterialni kolonii).

Explantaty nevykazovaly znamky chemického poskozeni nebo nekrézy pii zadné
Z testovanych koncentraci etanolu nebo NaClO. Stejné tak nebyly pozorovany rozdily v poctu
nebo délce vyhonll mezi jednotlivymi sterilizacnimi postupy.

Na matecnici byli pfitomni Cervei pfi sbéru materidlu pro sterilizaéni postupy ¢. 4
az 10, ale z vysledkii nevyplyva, Ze by tato skutecnost zvySovala riziko kontaminace.

6.1.1 Prvni znamky kontaminace

U vsech kultur zaloZzenych s pouzitim steriliza¢nich postupt 1; 2; 3 a 7 se projevily
prvni znamky kontaminace po ctyfech dnech. Sterilizani postupy 5; 6 a 8 projevily vzdy u
dvou kultur prvni zndmky kontaminace po ¢tyfech dnech, u tfeti kultury po sedmi dnech. U
sterilizaCnich postupti 9 a 10 projevily prvni znam ky kontaminace po dvou kulturach po tiech
dnech a po jedné kultufe po Sesti dnech. U sterilizatniho postupu 4 jedna kultura nebyla
kontaminovana viibec, dal§i dvé kultury projevily znamky kontaminace po sedmi a deseti
dnech. V tabulce 6 jsou uvedena procenta kultur, u kterych se projevily prvni znamky
kontaminace v zavislosti na dnech uplynulych od zalozeni kultur.

Tabulka 6 Procento kultur s prvnimi zndmkami kontaminace v zavislosti na dnech uplynulych od zaloZeni kultury

Sterilizacni protokol sP1 | SP2 | sP3 | sPa | sp5 | spe | SP7 | sP8 | SP9 | sP10
Den od zaloZeni kultury

1. den ol o of o o o ol o o 0
2. den ol o ol o o o ol o o 0
3. den ol o ol o o o ol o 67| 67
4. den 100| 100| 100 ol 7] 67| 100] 67| 67| 67
5. den 100| 100| 100 ol 7] 67| 100] 67| 67| 67
6. den 100| 100| 100 ol 671 67| 100] 67| 100] 100
7. den 100| 100| 100 33| 100/ 100| 100 100| 100| 100
8. den 100| 100] 100| 33| 100] 100] 100] 100| 100 100
9. den 100| 100| 100 33| 100] 100| 100] 100| 100| 100
10. den 100| 100| 100| 67| 100] 100| 100] 100| 100| 100
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6.1.2 Kontaminace celé kultury

Pro vyhonoceni efektivity jednotlivych steriliza¢nich postupii byly kultury po zalozeni
sledovany po dobu jednoho meésice. U kultur zalozenych s pouzitim sterilizacniho postupu 4
doslo k celkové kontaminaci pouze v 1/3 pfipadt. Pii vyuziti steriliza¢niho postupu 8 doslo
k celkové kontaminaci dvé ze tii kultur po 14 dnech, posledni kultura byla celkové
kontaminovana az 31. den. Ostatni sterilizacni postupy byly méné ucinné. Sterilizacni postup
4 byl tedy nejucinngjsi jak z hlediska prvnich zndmek kontaminace, tak z hlediska
kontaminace celé kultury. V tabulce 7 jsou uvedena procenta kontaminovanych kultur
Vv zavislosti na dnech ub¢hlych od zaloZeni kultury.

Tabulka 7 Procento plné kontaminovanych kultur v zavislosti na dnech uplynulych od zaloZeni kultury

Sterilizacni protokol SPL | SP2 | SP3 | SP4 | SP5 | SP6 | SP7 | SP8 | SP9 | sP10
Den od zaloZeni kultury

4. den 0 o] 33 ol ol o 0 0 0 0
5. den 0 o] 33 o/l ol o 0 0 0 0
6. den 0 o] 33 ol ol o 0 o| 33| 67
7. den o] 33| 33 o] 33| 33| 33 ol 33| 67
8. den o| 33| 33 o| 33| 33| 33 ol 33| 67
9. den o| 33] 33 o| 33| 33| 33 ol 33| 67
10. den o| 33| 33 ol 00| 33| 67 ol 100] 67
11. den 100] 33| 67 ol 00| 33| 67 ol 100| 67
12. den 100 33| 67 ol 00| 33| 67 ol 100] 67
13. den 100/ 33| 67| 33| 100/ 33| 67 ol 100| 67
14. den 100/ 67/ 100] 33| 100/ 67| 100] 67| 100 67
15. den 100/ 67/ 100] 33| 100/ 67| 100 67| 100 67
16. den 100/ 67/ 100] 33| 100/ 67| 100] 67| 100 67
17. den 100/ 100| 100 33| 100] 67| 100] 67| 100 67
18. den 100/ 100| 100| 33| 100] 67| 100] 67| 100| 100
19. den 100/ 100| 100 33| 100] 67| 100] 67| 100| 100
20. den 100/ 100| 100| 33| 100| 100 100] 67| 100| 100
21. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100] 100
22. den 100/ 100| 100 33| 100| 100] 100] 67| 100| 100
23. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100] 100
24. den 100/ 100| 100 33| 100| 100 100| 67| 100| 100
25. den 100/ 100| 100| 33| 100 100] 100] 67| 100] 100
26. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100| 100
27. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100] 100
28. den 100/ 100| 100| 33| 100 100 100] 67| 100| 100
29. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100| 100
30. den 100/ 100| 100 33| 100 100 100] 67| 100| 100
31. den 100] 100] 100| 33| 100] 100 100 100| 100| 100




6.2 Nodalni kultury

6.2.1 Zastoupeni vitalnich eplantati a explantata tvoricich vyhony

Celkem bylo kultivovano 316 nodalnich explntatd. V prubéhu pokusu byly i pres
dodrzeni aseptickych opatfeni nékteré zalozené kultury kontaminovany houbovymi
organismy nebo bakteriemi. Mezi nejcastéjsi kontaminanty pattily houbové organismy roda
Apergillus, Fusarium, Candida a nezndmé bakterie. Pouze né&které explantaty kultivované
v médiich ¢. 1, 3, 4 a 8 vyprodukovaly vitdlni vyhony (jako napiiklad na obrazku 7).
U ostatnich kultur nedoslo k indukci vyhonil viibec a ve vétSin€ ptipadt byly kontaminovany.
Kultury s podéln¢ krajenymi nodalnimi explantaty byly zalozeny jako soucast testovani
sterilizacnich postupt. Byly tedy kultivovany na MS médiu bez piidanych regulatord rtstu. Z
celkem 50 kultivovanych explantatti vyprodukoval vyhony pouze jeden. Vyhon vyrostl z
uzlabi listu a byl ptiblizné 2 cm dlouhy. Obrazek 8 zobrazuje procentuélni zastoupeni pii¢né
krajenych vitalnich a produktivnich nodalnich explantati dle kultivaéniho média. Za vitalni
nody byly povdzovany takové, které nebyly zasazeny kontaminaci a u kterych nedoslo
ke zhnédnuti pletiv v disledku akumulace produkti oxidace fenolickych latek. Za produktivni
nody byly povazovany ty, které splnily podminky pro vitalni nody a navic vyprodukovaly
alespon 1 vyhon.

Obrazek 7 Nodalni explantat s proliferovanymi vyhony
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Obréazek 8 Procentualni zastoupeni vitalnich a produktivnich nodi v zavislosti na kultivaénim médiu

6.2.2 Délka vyhonii indukovanych z nodalnich explantati

Pro potfeby tohoto experimentu byly vyhony rozdéleny dle délky do tii kategorii:
kratké vyhony délky do 1 cm, stiedni vyhony délky od 1 do 2 cm a dlouhé vyhony délky nad
2 cm. Kultivacni médium ¢. 1 (médium bez regulatort ristu) mélo nejvyssi zastoupeni
stfednich (57,14 %) a dlouhych (42,86 %), kratké vyhony v tomto kultivaénim médiu nebyly
zpozorovany. V kultivaénim médiu €. 3 byly nej€astéji zastoupeny stfedni vyhony (52,94 %),
dlouhé vyhony pak u 38,24 % explantatd a kratké vyhony u 8,82 % explantatiu. Explantaty
kultivované v médiu ¢. 4 nevyprodukovaly zadné dlouhé vyhony. Stiedni vyhony byly
zastoupeny ve 33,33 % piipadi, 66,67 % vyhont bylo kratkych. Kultivatni médium ¢&. 8
neposkytlo zadné dlouhé vyhony, 31,25 % kratkych a 68,75 % stfednich vyhonii. Tyto
informace jsou graficky znazornény na obrazcich 9; 10; 11 a 12. Pro nasledné pfesazovani se
jako nejvhodnégjsi projevily stfedni a kratké vyhony. Dlouhé vyhony byly pftili§ kiehké a pii
manipulaci s nimi se snadno poskodily. Z hlediska délky vytvofenych vyhontu byla tedy
nejucinngj$i média €. 4 a 8.



Varianta 1

 Podil vyhon( velikosti 1 - 2 cm (%)

I Podil vyhont vétsich 2 cm (%)

Obréazek 9 Zastoupeni stiednich a dlouhych vyhonii na nodalnich explantatech kultivovanych v médiu & 1

Varianta 3

M Podil vyhonli mensich 1 cm (%)
1 Podil vyhona velikosti 1 - 2 cm (%)

" Podil vyhon( vétsich 2 cm (%)

Obrazek 10 Zastoupeni kratkych, stfednich a dlouhych vyhoni na nodélnich explantitech kultivovanych v médiu &. 3
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Varianta 4

M Podil vyhon(i mensich 1 cm (%)

1 Podil vyhon velikosti 1 - 2 cm (%)

Obréazek 11 Zastoupeni kratkych a stiednich vyhonii na nodélnich explantatech kultivovanych na médiu ¢&. 4

Varianta 8

M Podil vyhon(i mensich 1 cm (%)

 Podil vyhon( velikosti 1 - 2 cm (%)

Obrazek 12 Zastoupeni kratkych a stfednich vyhonii na nodalnich explantatech kultivovanych na médiu &. 8



6.2.3 Pocet vyhonu indukovanych na nodalni explantat

Pocet vyhont na explantat byl zjistovan po minimalné 30 dnech kultivace na vitalnich
explantatech (tj. bez zndmek kontaminace nebo vyrazného ztmavnuti pletiv). Explantaty
kultivované v médiu ¢. 1 ve vSech pfipadech vyprodukovaly pouze 1 vitalni vyhon — mély
tedy nejniz§i primérny pocet vyhont na explantat. Kultivace na médiaich ¢. 4 a ¢. 8 vedla
k proliferaci primérné 2 vyhont na explantat. U obou téchto médii vyprodukovaly vSechny
vitalni explantaty alespont 1 vyhon, nikdy ne vSak vice nez 3 vyhony na explantat. Nejvyssi
zjistény pocet byl 5 vitdlnich vyhoni na explantat; tento pocet se vyskytl u explantatu
kultivovaného v médiu ¢. 3. Explantaty kultivované v tomto médiu vyprodukovaly v pramétu
2,77 vitalnich vyhonii na explantat. V piipadé¢ dvou explantati v médiu ¢. 3 neprobchla
indukce vedlejSich vyhontli, piestoze explantity nejevily zndmky kontaminace nebo
akumulace toxickych latek. Obréazek 13 tyto informace znazornuje graficky.
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Obrazek 13 Primérny pocet vyhonii indukovanych na nodalnich explantatech v zavislosti na kultivaénim médiu
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6.2.4 Listové kultury

Z celkem 153 kultivovanych listovych explantatii bylo 109 kontaminovano. Ze
zbyvajicich 44 explantat vytvofil pouze 1 explantat po 60 dnech kultivace 2 vitalni vyhony,
které lze vidét na obrazku 14. Vyhony byly pfiblizné 2 cm dlouhé. Tento explantat byl
kultivovan na médiu ¢. 7. Celkem 8 explantata vytvotilo kalus. Pét z téchto explantati bylo
kultivovano na médiu ¢. 7. V médiich €. 5, 6 a 8 bylo vzdy po jednom listu produkujicim
kalus. VSechny tyto informace jsou také graficky znazornény na obrazcich 15; 16 a 17. Prvni
viditelné znamky tvorby kalusu byly zpozorovany po 60 dnech od zaloZeni kultury. Listové
kultury vykazovaly znaky nezadouciho nahromadéni a nasledné oxidace fenolickych latek.

k ... 5l
Obrazek 14 Listové explantaty. A: explantat s proliferovanymi vyhony. B: nekroticky explantat
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7 Diskuze
7.1 Indukce ristu vyhoni a kalusu

Mnou provedené pokusy potvrdily, Ze je mozné zalozit vitalni nodalni i listové kultury
Murraya koenigii pro indukci vyhond.

7.1.1 Nodalni kultury

Efektivitu mikropropagace mize ovliviiovat mnoho faktorti, jako je slozeni
kultivatniho média, podminky prostfedi béhem kultivace 1 kultivar mnoZené rostliny.
Zejména koncentrace pouzitych regulatort rstu se zdaji byt druhové specifické.

Oproti vysledkam, které uvadi Bhuyan et al. (1997), Babu et al. (2000), Rout (2005),
Mathew et al. (2007), Perveen et al. (2015) a Khatik a Yoshi (2018), vykazovaly mé kultury
nizs§i pocet vyhoni na explantat. V tomto ohledu bylo nejaspé$néjsi médium ¢. 3 (2,5 mg/I
BAP a 2,5 mg/l kinetinu), u kterého bylo indukovano primérné 2,77 vyhonu na explantat.
Podobnych vysledki dosahovali Bhuyan et al. (1997) jiz pti 0,5 mg/l BAP bez pouziti
kinetinu, Babu et al. (2000) pti 1 mg/l BAP bez pouziti kinetinu, Rout (2005) pfi
2,5 mg/l BAP bez pouziti kinetinu a Mathew et al. (2007) pfi 1,25 mg/l bez pouziti kinetinu.
Perveen et al. (2015) dosahli pti 2,25 mg/l BAP bez suplementace kinetinem pramérné
hodnoty 8,33 vyhonu na explantat a Khatik a Yoshi (2018) pii 2,5 mg/l BAP a 2,5 mg/l
Kinetinu v priméru na hodnotu 8,8 vyhont na explantat. Babu et al. (2000) a Mathew et al.
(2007) vyssi produktivity explantatii dosahli pravdépodobné také postupnym odebiranim a
pasazovanim vyprodukovanych vyhonti. Tuto myslenku potvrzuje i Webster et al. (2015) pii
kultivaci podnoze M9 pro Malus Mill. a Mustafa et al. (2012) pii kultvaci Ficus carica L. Pti
kultivaci ¢asti vyhonti by dle Yae et al. (1987) mohlo byt mozné zvysit pocet vyhonti na
explantat odstranénim apikalniho meristému.

Vyhony o nejvétsi prumérné délce (nad 2 cm) byly indukovany na médiu bez
pridanych regulatord rastu (médium ¢. 1). Bhuyan et al. (1997) uvadi, Ze jejich nejdelsi
vyhony dosahovaly primérné délky 4,7 cm, Rani et al. (2012) uvadi az délku 5,6 cm, Perveen
et al. (2012) az 4,16 cm a Khatik a Yoshi (2018) az 4,26 cm. Suplementace kultiva¢niho
média auxiny by méla vést k prodlouzeni vyhoni, jak uvadéji Bhuyan et al. (1997), Mathew
et al. (2007) a Rani et al. (2012). Porovnanim délky vyhond indukovanych na mnou
testovanych médiich ¢. 3 a 4, které se od sebe 1i$i pouze obsahem GAs, je vSak mozné dojit
k opaénému zavéru. Ma prace vSak byla limitovana malym pocétem opakovani z divodu
dostupnosti pouze malého mnozstvi rostlinného materialu. Mé vysledky mohou byt tedy
zkreslené a rozdily mohou byt vysvétleny jako statisticka chyba.

Orientace nodalnich explantatd pii kultivaci mize hrat vyznamnou roli v poctu
proliferovanych vyhoni na explantat. V mych pokusech produkovaly nejvice vyhonii na
explantat pficné krajené nodalni explantaty umisténé do kultiva¢niho média bazalni stranou
(tj. se zachovanim polarity). Ke stejnym vysledkim dosli i Garcia-Luis et al. (2006) pii
kultivaci kiizence Citrus sinensis (L.) OsbeckxPoncirus trifoliata (L.) Raf. Yae et al. (1987) a
Vieitez et al. (1993) vsak uvadi, ze pii kultivaci n€kterych kultivard Malus a Quercus
rubra L. poskytuji lepsi vysledky horizontalné¢ umisténé nody. Také umisténi odebiranych
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nodi na vyhonech matetské rostliny mize ovlivnit pocet vyprodukovanych vyhon na
explantét. Hsia et al. (1996) pfi kultivaci riznych druhti rodu Rosa L., Shekafandeh a Khosh-
Khui. (2008) pti kultivaci Psidium guajava L., a Mishra et al. (2001) pfi kultivaci Phyllanthus
emblica L. zaznamenali, ze nody blize k apexu vyhonu matetské rostliny poskytuji vice
vyhont nez ty vzdalenéjsi. Mishra et al. (2001) ale dale uvadi, ze pokud jsou nody umistény
ptilis blizko apexu, mohou jejich pletiva byt pfili§ jemna a hrozi tedy riziko poskozeni a ztraty
vitality béhem procesu sterilizace. 1 kdyz tato skutecnost nebyla v mnou provadénych
experimentech pozorovdna, nemusi byt apikalni nody nejvhodnéj$im materidlem pro
mikropropagaci.

Rozdily mezi vysledky mych a pfedchozich experimenti mohou byt zptsobeny
interakci explantatd s aktivnim uhlim v médiu, kultivarem matefské rostliny i malym poétem
opakovani experimentt. Dals§i vyzkum by mohl pomoci objasnit tyto nesrovnalosti.

Dle Rahmana et al. (1992) jsou podminky pro indukci kofeni druhové specifické.
Jelikoz zadny z mych pokust o zakofenéni vyhonti nebyl Gispésny, povazuji za nutné porovnat
muj experimet hlavné se zdroji zabyvajicimi se kultivaci Murraya koenigii. Hodnota pH
médii, koncentrace agaru, teplota a svételné podminky byly v mych experimentech zvoleny
shodné s ptedchozi literaturou. Je tedy nepravdépodobné, ze by tyto faktory byly pficinou
nezakofenéni vyhoni v mych kulturach. Na rozdil od mych experiment, Bhuyan et al.
(1997), Mathew et al. (1999) a Rani et al. (2012) zvolili pro zakofenéni vyhoni MS médium o
polovi¢ni koncentraci. Je tedy mozné, Ze snizeni koncentrace MS média na polovinu by
mohlo mit pozitivni vliv na rist kofent, atkoliv Rout (2004), Perveen et al. (2015) a Khatik a
Yoshi (2018) uspésné indukovali kofeny i na MS médiu o plné koncentraci. Bhuyan et al.
(1997) a Rout (2005) snizili pro zakofenéni koncentraci sacharozy na 20 g/l oproti 30 g/l pro
indukci vyhont. V mém piipad¢ byla koncentrace sachardzy ponechana na 30 g/l, coz mohlo
byt pti¢inou nezakotfenéni vyhonti, Khatik a Yoshi (2018) ovSem dosahli indukce kotent i pii
této koncentraci sachardzy. Jak je podrobnéji diskutovano v kapitole 7.1.3, je mozné, Ze
aktivni uhli ma negativni vliv na kultury Murraya koenigii a tedy i na indukci kofend v téchto
kulturach. Zakofenéni vyhont in vitro probiha nejcastéji na médiich obohacenych o auxiny.
V této praci byla zvolena kombinace 0,5 mg/l IBA a 1,0 mg/l NAA. Bhuyan et al. (1997)
uvadi, ze kombinace NAA a IBA také nevedla k indukci kofent. AvSak u Mathewa et al.
(1999) a Babu et al. (2000) kombinace téchto auxini o riznych koncentracich poskytla jedny
z nejlepsich vysledu. Toto potvrzuje i Al-Bahrany (2002) pti kultivaci Citrus aurantifolia
(Christm.) Swing. Bhuyan et al. (1997) a Perveen et al. (2015) dosahli nejlepsich vysledkt za
pouziti pouze IBA, Mathew et al. (2007) za pouziti pouze NAA a Rani et al. (2012) za pouziti
pouze IAA. Rout (2005) testoval pouze kombinaci IAA a NAA, Khatik a Yoshi (2018) pouze
kombinaci IBA a NAA. Dalsi studie vénujici se této problematice by mohla byt pf¥inosna pro
optimalizaci kultivaénich podminek pro produkci sadbového materialu Murraya koenigii.



7.1.2 Listoveé kultury

Vzhledem k nedostupnosti literatury zabyvajici se mikropropagaci Murraya koenigii
z listovych explantati, neni mozné porovnat mnou dosazené vysledky s experimenty od
jinych autort.

V porovnani s nodalnimi kulturami se listové kultury nejevi jako vhodny zptsob
mikropropagace Murraya koenigii, pokud je cilem regenerace vyhont. V piipadech, kdy je
pozadovanym produktem kalus, by mohly byt listové kultury pouzitelné.

Jelikoz nejvyssi pocet explantatt tvotici kalus byl kultivovan na médiu €. 7, je mozné
se domnivat, ze zvySeni koncentrace cytokininl (zejména BAP) utlumuje proliferaci vyhont a
stimuluje tvorbu kalusu. Dostupné literatura toto potvrzuje u kultivace jinych kulturnich
plodin, jako je Saccharum officinarum L. (Gopitha et al. 2010) a Artocarpus heterophyllus
Lam. (Amin & Jaiswal 1993).

Kromé koncentrace a kombinace pouzitych reguldtorti ristu mohou mit na tvorbu
kalusu vliv také svételné pominky pfi kultivaci. Subartanto et al. (2006) a Yeoman a
Davidson (1971) uvadéji, ze kultury tvofi vice kalusu bez piistupu svétla. Wahyuni et al.
(2020) dosli k zavéru, ze vedle svételnych podminek ma vliv na tvorbu kalusu i koncentrace
sacharozy v kultiva¢nim médiu. Dle Adila et al. (2019) mé& vliv na tvorbu kalusu i spektralni
slozeni svétla pii kultivaci. Tvorba kalusu v kulturach Withania somnifera L. byla
nejuspésnéjsi pii pouziti bilého a Cerveného svétla. Johkan et al. (2012) uvadi, ze zelené
svétlo ma vliv na délku vyhont indukovanych ze semen Lactuca sativa L.

Dalsim faktorem hrajicim roli pti produkci kalusu nebo vyhonti v kulturach listi mtze
byt uprava (napi. ptitomnost fapiku, stfedniho Zebra nebo smér fezu) a orientace explantatu na
kultivaénim médiu. Dle Papafotiou a Martini (2009) probiha tvorba kalusu Iépe na
explantatech z bazalni ¢asti listu obsahujici ¢ast fapiku nebo stiedniho Zebra. Podobnych
vysledki dosahli i Gow et al. (2009) — explantaty z bazalnich c¢asti lista Phalaenopsis
amabilis Blume vykazuji vyssi produkci somatickych embryi. Bhatia et al. (2005) uvadi, Ze
umisténi listového explantatu Solanum lycopersicum L. abaxialni stranou na medium
produkuje vice vyhonti. Toto rozporuji Cardoso a Habermann (2014), ktefi dosahli vyssiho
po¢tu vyhonti pfi umisténi explantatu Anthurium andreanum Linden ex André adaxialni
stranou na kultiva¢ni médium.

K optimalizaci metodiky pro in vitro tvorbu kalusu nebo indukci vyhont z listovych
explantat Murraya koenigii je tedy nutné provést dalsi studie — zejména v oblasti vhodného
sloZzeni kultivaéniho média, svételnych podminek kultury a orientace explantatti v médiu.

7.1.3 Vliv gelujici latky a aktivniho uhli na vitalitu a produktivitu kultury

Béhem kultivace nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily v produktivité mezi
kultivaénimi médii zpevnénymi agarem a médii zpevnénymi Phytagelem. Ke stejnému zavéru
dosli také Puchooa et al. (1999) pii kultivaci Nicotiana tabacum L. a Klimaszewska et al.
(2000) pti kultivaci Pinus strobus L. Raina (2017) ovSem do$la k zavéru, Ze Phytagel
poskytuje horsi vysledky pfi kultivaci Albizzia lebbeck (L.) Benth. Toto rozporuji Veramendi
et al. (1997), ktefi uvadéji, ze Solanum tuberosum L. reaguje lépe na média zpevnéna
Phytagelem.
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Pfidanim aktivniho uhli do kultivacnho média se podafilo snizit zahnédnuti média i
explantat, které zpiisobila akumulace produktt oxidace fenolickych latek. Aktivni uhli mélo
pozitivni ucinky v experimentech Wanga a Huanga (1976), Weatherheada et al. (1978),
Fridborga et al. (1978), Manjuly et al. (1997), Madhusudhanana a Rahimana (2000) a
Nguyena et al. (2007). Pii kultivaci nékterych rostlin vSak mtize mit aktivni uhli i negativni
nebo nulovy vliv, jak uvadi Boggetti et al. (1999), Tivarekar a Eapen (2001), Wei et al.
(2006) nebo Nandakumar et al. (2005). V zadnych z ptedchozich zdroji zabyvajici se
kultivaci Murraya koenigii nebylo aktivni uhli pouzito. Jak je ale uvedeno v kapitole 7.1.1,
mé kultury dosahovaly nizSich vysledki v délce vyhoni a pocétu vyhoni a kofend na
explantat. Je tedy mozné, Ze pritomnost aktivniho uhli v kultivaénim médiu ma negativni vliv
na produktivitu in vitro kultur Murraya koenigii.

Interakce rostlinnych tkani a pouzité gelujici latky a aktivniho uhli nebo jinych aditiv
v kultivatnim médiu mohou byt druhové specifické. Bylo by tedy vhodné provést vyzkum
zaméfeny na tuto problematiku.

7.2 Steriliza¢ni postupy

Mnou provedené experimenty potvrdily, Ze uspéSna povrchova sterilizace nodalnich a
listovych explantatd Murraya koenigii bez vyuziti HgCl> je mozna, i kdyz malo ucinna.
Nejupesnéjsi sterilizacni postup (SP4) zahrnoval 25 minut sterilizace v 0,94% roztoku NaClO
a nasledné 10 minut v 70% roztoku technického lihu. S pouzitim steriliza¢niho postupu 4 se
podafilo zalozit 67 % aseptickych kultur. Jan et al. (2013) vsak pfi kultivaci Fragaria X
ananassa Duch. uvadi, ze sterilizace po dobu 20 minut v 1,5% roztoku NaClO nasledovana
30 sekundami v 70% etanolu je nejucinnéjsi metodu i ve srovnani s pouzitim roztoku HgCly,
avsak s vysokym podilem odumirdni tkani explantati z diivodii poskozeni béhem sterilizace.
Ayele a Tefera (2018) dosahli pti sterilizaci nodalnich explantata Vanilla planifolia Andr. po
dobu 25 minut v 5% roztoku NaClO podobnych vysledkl jako pii vyuziti 0,5% roztoku
HgCl.. Nabilah et al. (2013) jako neju¢inngjsi postup pro sterilizaci listd Labisia pumila
(Blume) Fern.-Vill. uvadi 20 minut v 2,2% roztoku NaClO nasledovanou 2 minutami v 70%
roztoku etanolu a daldimi 5 minutami v 1,5% roztoku NaClO. Tato 20 % explati. Zadny
Z mnou testovanych sterilizacnich postupii nezptsobil ocividnou nekrézu tkani kultivovanych
explantati. Na zakladé tohoto poznatku a dostupné literatury se lze domnivat, ze dalsi
navySeni koncentrace NaClO nebo etanolu, piipadné doby, po kterou v nich jsou explantaty
sterilizovany, by mohlo vést k vyssi efektivité sterilizace.

I ptes pouziti fungicidu byla kontaminace houbovymi organismy vysoka. Volba jiné
aktivni latky nebo zména metodiky aplikace fungicidu by mohly poskytnout lepsi vysledky.

Pti prevenci kontaminace kultur mtiZze hrat roli pozice nodalniho explantatu na vyhonu
mateiské rosliny. Hand a Reed (2011) a Hand et al. (2016) uvad¢ji, ze ¢im vyssi je u Corylus
avellana vzdalenost nodu od apexu vyhonu, tim je vys$i riziko mikrobialni kontaminace
zalozené kultury. Pfi sbéru rostlinného materidlu pro mé experimenty byly dostupné pouze
mladé vyhony s malym poc¢tem nodt; nelze tedy zhodnotit vliv tohoto faktoru, ale studie
zabyvajici se timto tématem by mohly pfinést cenné informace.



8 Zavér

Cilem prace bylo zalozit in vitro kulturu Murraya koenigii (L.) Spreng. za pouziti
nodalnich a listovych explantatd a urcit optimalni podminky kultury pro mikropropagaci
Murraya koenigii (L.) Spreng.

Nodalni kultury pro mikropropagaci byly uspésné zalozeny, ackoliv dosahovaly
niz$ich vysledkd v oblasti proliferace vyhont v porovnani s dostupnou literaturou. Presto ale
tyto experimenty potvrdily, Ze mikropropagace muze byt vyhovujici metodou mnozeni druhu
Murraya koenigii a ze slozeni kultivaéniho média hraje velmi dulezitou roli pfi proliferaci
vyhont. V mych experimentech dosahovala nejlepSich vysledki média s vyrovnanym
pomérem BAP a kinetinu s pfidavkem IBA.

Mikropropagace Murraya konigii za pouziti listovych explantati se neosvédcila jako
vhodna metoda pro indukci vyhonti, ale projevila potencidl pro tvorbu kalusu. Tohoto
poznatku by se dalo vyuzit, jelikoz kalusové kultury jsou ¢asto vyuzivany pro produkci
sekundarnich rostlinnych metabolit, které jsou nasledné vyuzivany ve farmaceutickém
primyslu. Jako nejvhodnéjsi se pro tvorbu kalusu jevily meédia svysokym obsahem
cytokinini, zejména BAP.

Dale bylo potvrzeno, ze povrchova sterilizace rostlinnych explantat Murraya koenigii
bez vyuziti HgCl> je mozna, ackoliv jeji efektivita je relativné nizkd (maximalné 67 %
zalozenych kultury bylo aseptickych). Ptesto je ale mozné tento zpusob povrchové sterilizace
povazovat za méné rizikovy, zejména z hledika bezpe€nosti personalu, bezpecnosti potravin
a ochrany zivotniho prostiedi. Dalsi vyhodou této metody sterilizace je mozna finanéni tspora
z dtivodu niz$ich nakladi na potizeni a likvidaci NaClO a etanolu oproti HgClo.

Pro dal$i vyzkum by bylo vhodné zalozit experimenty vétSiho rozsahu zaméiujici se
zejména na sloZeni kultiva¢nich médii, vliv pfitomnosti aktivniho uhli na kultury Murraya
koenigii a vliv orientace explantatd v kultivatnim médiu na proliferaci vyhond. Pro vyzkum
tvorby kalusu z listovych explanati by mohl byt dale rozsifen o hodnoceni vlivu svételnych
podminek kultury. Z hlediska povrchové steriliace by mohly byt provedeny rozsahlejsi studie
vlivu vyssich koncentraci NaClO a etanolu na vitalitu kultur, ptipadné by mohly byt zatazeny
1jiné sterilizaCni prostiedky.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BAP: 6-Benzylaminopurin

GAs: Kyselina giberelova

IAA: Kyselina indol-3-octova

IBA: Kyselina indol-3-maselna

MS médium: Murashige a Skoog médium (1962)
NAA: Kyselina 1-naftyloctova

SP: sterilizacni protokol

TDZ: thidiazuron
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