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

Souhrn

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

Murraya koenigii pochazi z jizni a jihovychodni Asie, kde se vyuziva jako 1éCiva a
kofeninova rostlina. Z divodu obsahu biologicky aktivnich latek (zejména karbazolovych
alkaloidu) se tak stala zajimavou surovinou pro farmaceuticky prumysl.

V praktické Casti této prace byly zalozeny in vitro kultury z litovych Cepeli a pricné a
podélné fezanych nodd z mladych vyhona. Jako kultivaéni médium pro indukci vyhont bylo
pouzito polotuhé MS médium obohacené o rizné kombinace regulatord rastu. Béhem
kultivace doslo nejen k tvorbé vyhonti z nodalnich kultur, ale i k tvorbé kalusu a vyhonu na
listovych kulturach. Po uspésné indukci vyhoni byly explantaty piesazeny do zakotenovaciho
média, jehoZz zakladem bylo opét MS médium doplnéné o regulatory rustu.

Pro indukci vyhont z nodalnich explantati bylo nejucinnéjsi MS médium obohacené
02,50 mg/ BAP, 2,50 mg/] kinetinu a 0,25 mg/l IBA. Nody kultivované ve vertikdlni poloze
v tomto médiu vyprodukovaly pramérné€ 2,77 vyhont na explantat. V kulturach listd byl
kultury listd se skladalo z MS média doplnéného o 7,50 mg/l BAP, 2,50 mg/l kinetinu, 0,25
mg/l IBA, 0,01 mg/l GAs a 0,05 mg/l NAA. Pro indukci kofeni bylo pouzito MS médium
doplnéné o 0,5 mg/l IBA a 1,0 mg/l NAA. Indukce kofenid na tomto kultivaénim médiu
nebyla uspésna, kultury tedy nemohly byt pfevedeny do ex vitro podminek.

Pro sterilizaci explantati bez pouziti HgCl, byly pouzity rtuzné 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/1 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/1 BAP, 2.50 mg/] kinetin, 0.25 mg/l IBA, 0.01 mg/l GA3
and 0.05 mg/l 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 NaClO solutions were used
to sterilize the explants without HgClo. 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 pochdzejici z jizni a jihovychodni Asie, kde se pouziva jako tradiCni
kofeninova a 1éCiva rostlina. V dusledku globalizace vzrostl zajem o tuto aromatickou rostlinu
i mimo jeji domovinu. V poslednich 30 letech probéhly studie, které potvrdily 1écebné ucinky
bioaktivnich latek obsazenych v této rostling, a tim oteviely dvete pro jeji vyuziti i v moderni
medicin€ a farmacii. Dostupné studie také potvrdily jejich pesticidni G¢inky a tedy 1 mozné
vyuziti pfi ochrané rostlin a prevenci chorob pienasenych bodavym hmyzem.

Mikropropagace je relativné novd moderni metoda mnozeni rostlin v podminkéch in
vitro. Tato metoda propagace zajistuje aseptické a pln€ kontrolovatelné podminky pro
pestovani rostlin, a tim poskytuje kvalitni mnozitelsky materidl a surovinu pro farmaceuticky
a potravinaisky pramysl. Mikropropagace a kultivace rostlin in vitro také zvysuji mnozitelsky
koeficient a zkracuji dobu mnozitelského cyklu. Jedna Cast 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
zachédzeni se rtuti ma negativni vliv na lidské zdravi. Vzhledem k vyuziti Murraya koenigii
v potravinaistvi se jevi jako dulezité 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 ndsledky pro vodni organismy. Z téchto divoda se
dalsi ¢ast této prace vénuje stanoveni efektivniho sterilizacniho postupu bez vyuziti chloridu
rtut'natého.

Motivaci pro napsani této prace byla snaha pfinést nové poznatky, které by mohly
prispét k modernizaci a vyssi bezpecnosti péstovani 1écivych, aromatickych a kofeninovych
rostlin.



2 (il prace

Cilem prace je zalozit in vitro kulturu Murraya koenigii (L.) Spreng. za pouziti
nodélnich a listovych explantati a urcit optimalni podminky kultury pro mikropropagaci
Murraya koenigii (L.) Spreng.

3 Hypotéza

Slozeni kultivacniho média a postup sterilizace explantati maji prikazny vliv na
vitalitu a produktivitu in vitro kultur.



4 Literarni reSerse

Murraya koenigii (L.) Spreng. je ket, pfipadn€ nizky strom, z Celedi Rutaceae Juss.
Murraya koenigii dortsta vySky az 6 m. Borka je hnédo-Seda, hladka, bez trna. Listy této
rostliny jsou 15 az 30 cm dlouhé, lichozpefené s 11 az 25 listky, bez palistd, listky jsou
kopinaté priblizné¢ 5 cm dlouhé a 2 cm Siroké, na fapicich dlouhych az 0,3 cm. Kvéty jsou
pétiCetné, bilé, oboupohlavné, nalevkovité, umisténé ve vrcholicich obsahujicich az 90 kvéta.
V domoviné kvete od dubna do poloviny kvétna. Plody jsou drobné, kulaté az vejcovité Cerné
peckovice délky az 1,6 cm, které v domoviné dozravaji v Cervenci a srpnu. (Raghunathan &
Mitra 1982). Murraya koenigii pochazi z jizni a jihovychodni Asie, odkud byla introdukovana
do casti Severni Ameriky, Afriky a Austrélie a Ocednie.

Celed Rutaceae (routovité) je témé&f kosmopolitni a zahrnuje vice nez 1600 druhd
rozdélenych do minimalné 150 rodt. VétSinou se jedna o opadavé kefe nebo stromy, ziidka
byliny. V Ceské republice je ptivodni jediny zéstupce Dictamnus albus a ddle se zde vyskytuji
zavleCené zplanélé druhy Ruta graveolens, Ptelea trifoliata a Phellodendron amurense (Wild
et al. 2021). Mnoho zastupcti této Celedi si diky obsahu aromatickych a biologicky aktivnich
latek naslo uplatnéni v moderni i lidové medicing€, potravinaiském a kosmetickém primyslu.
Pilokarpin, alkaloid vyuzivany k 1écbé glaukomu, se ziskdava z listi rostlin rodu Pilocarpus
(Pinheiro 1997). Zanthoxylum piperitum (znamé jako seCudnsky pept), 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
okrasna dfevina a mrazuvzdorna podnoz pro citrusy.

4.1 Vyuziti rostliny

Riazné 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 minerdly, karoteny a
vitaminy B3, Bo a C. Ztohoto divodu je Murraya koenigii Casto pouzivanou rostlinou
v jihoasijské kuchyni i v tradi¢ni indické mediciné (ajurvédé) a stala se 1 velmi zajimavou
surovinu pro farmaceuticky pramysl (Prajapati et al. 2003).

4.1.1 Antidiabetické ucinky

Mahanimbin izolovany z celé rostliny Murraya koenigii u potkani ucinné snizil
vysokou hladinu krevniho cukru indukovanou streptrozotocinem. Uginek byl zptiobeny bud’
zvySenim sektrece inzulinu ve slinivce nebo zvySenim vstiebavani glukozy do okolnich tkani.
Mahambinin také napomaha inhibovat a-amylazu, a tim zpomalovat traveni polysacharida
(Dineshkumar et al. 2010). Sepala et al. (2022) prokazuje inhibi¢ni G¢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-amyldzu a a-glucosiddzu 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 listh Murraya koenigii
zpomaluje tepovou frekvenci a rozSifuje cévy (Kadam et al. 2011). Pokusy na mySich
naznacuji, ze lihovy extrakt z listh 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 ucinky

Sadwal et al. (2024) prokazuje, ze oralni aplikace hydroetanolového extraktu z ploda
Murraya koenigii snizuje riziko vzniku nadoru mléénych zldz indukovanym 7,12-
dimetylbenz(a)anthracenem u potkant, zpomaluje rist nidoru 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 zpusoben obsahem flavonoidi a
karbazolovych alkaloidi. Flavonoidy maji antiproliferacni Gcinky a zpusobuji apoptézu
nadorovych bunek (Slika et al. 2022). Karbazolové alkaloidy inhibuji pisobeni telomerazy a
topoisomerdzy v nadorovych buikach (Song et al. 2021). V pokusech na mySich byly
prokdzany chemoprotektivni ucinky methanolového extraktu z listdh Murraya koenigii. Bézné
pouzivané chemoterapeutikum cyklofosfamid zpasobuje poskozeni chromozomi erytrocytu
v kostni dfeni. Erytrocyty mysSi, 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-I maji cytotoxické uc¢inky proti leukemickym burikdm
HL-60.

4.1.4 Antioxidacni uéinky

Tachibana et al. (2001) uvadi, ze karbazolové alkaloidy obsazené v extraktu
z Murraya koenigii, mahanin a euchrestin B, maji vys§i primarni antoxidacni u€inky nez a-
tokoferol. Spole¢né s bismurrayafolinem E maji také vyznamnou schopnost odstrariovat volné
radikdly.

4.1.5 Utinky na travici soustavu

Vodny extrakt z listd Murraya koenigii mél u mysi vyrazny ucinek na prevenci tvorby
zalude¢nich viedi indukovanych nékolika riznymi zpusoby. Vysledky byly srovnatelné
s béznymi 1éCivy (Shirwaikar et al. 2006; Praveen et al. 2011).

Nékteré z karbazolovych alkaloid( (zejména kurryam a koenimbin) izolovanych ze
semen Murraya koenigii prokazaly u potkani schopnost zpomalovat motilitu stfev a lécit
prijem (Mandal et al. 2010). V tradi¢ni mediciné se razné Casti Murraya koenigii vyuZzivaji
také proti zacpé, plynatosti, uplavici, pro zastaveni zvraceni a zvyseni chuti k jidlu.



4.1.6 Pesticidni aéinky

Latky osazené v ruznych Castech rostliny maji baktericidni, fungicidni, herbicidni a
insekticidni u€inky. Girinimbin prokazal silné inhibic¢ni GC€inky vici grampozitivni bakterii
Staphylococcus aureus. Proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli a Proteus vulgaris a
houbdm Candida albicans a Aspergillus niger byly U¢iné dimerické karbazoly. (Rahman et
al. 2005).

Ramsewak et al. (1999) uvadi, ze mahanimbin se projevil jako uciny insekticid proti
komaram Aedes aegypti, prenaseCim 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 listt
Murraya koenigii inhbuje kliCeni testovanych pleveltu (Anagallis arvensis, Poa annua,
Lepidium didymum a Vicia sativa), ale zaroveni nezpomaluje rast testovanych kulturnich
plodin (Triticum aestivum a Cicer arietinum) a nema negativni vliv na padni vlastnosti.

Tyto poznatky nasvédCuji o moznosti vyuziti extraktd z Murraya koenigii nejen
v medicing, ale 1 vzemédélstvi jako prosttedku ochrany rostlin, v potravinafstvi ke
konzervacnim uceliim a pfi prevenci nemoci prendsenych bodavym hmyzem.

4.2 Soucasna technologie péstovani

Mnozeni nejCastéji probiha pomoci semen. Zralé plody se z matetskych rostlin sklizi
v Cervenci a srpnu. Po odstranéni oplodi se semena umisti do sadbovaci s navlhCenym
substratem. Optimalni teplota pro kliceni semen je 21 °C. Po vzejiti lze semenace vysadit na
stanovisté pfi minimdlni vySce 15 az 20 cm. Této vySky semenace dosahuji po 3 az 12
mésicich. Pfi men§im objemu produkce lze také vyuzit jako mnozici material kofenové
vymladky. Minimalné ro¢ni vymladky se mohou ihned sazet na pfipravené stanoviste.

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

Murraya koenigii vyzaduje hlinitopisCité propustné pudy, dobie zasobené organickymi
latkami. Pfed zalozenim plantaze se doporucuje aplikovat chlévsky hndj 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 priblizn€ 15 cm nad zemi. Po 6 mésicich na
stanovisti by rostliny mély byt pravidelné dvakrat ro¢né sefezavany na vysku 1 m. Spole¢né
s fezem je vhodné vystipovat vrcholové pupeny, aby se podpofilo vétveni. Pfi dodrzeni
vhodnych agrotechnickych opatfeni je mozné listy sklizet az Ctyfikrat ro¢né. Po kazdé sklizni
se doporucuje prihnojeni dusikem (90 kg/ha), fosforem (10 kg/ha) a draslikem (10 kg/ha). Po
patém roce péstovani muze byt hektarovy vynos az 5 tun. Trvanlivost plantazi se pohybuje
v rozmezi 15 az 20 let.

V tradi¢nich péstitelskych oblastech jsou nejcastéjsimi Skidci housenky otakarka
citrusového (Papilio demoleus). Pi1 mensi mife napadeni se housenky odstrafiuji rucng,
doporucuje odstranit napadené vétve, piipadné aplikovat vhodny insekticid. Nejcast&jsi
chorobou je skvrnitost listd, které se da predejit pouzitim fungicida.
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V soucasné dobé se Murraya koenigii komercné péstuje ve tfech kultivarech. Krajova
odrida ’Senkaanpu’ je péstovana prevazné 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" ma 'DWD-2" mén¢ aromatické listy, ale rychleji roste a lépe snasi
nizsi teploty. Ve volné prirodé se vyskytuji tfi variety Murraya koenigii. Vedle standardni
variety existuje jeSté zakrsla varieta, kterd je vhodna pro péstovani v nadobach, ale ma méné
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4.3 In vitro kultury rostlin a mikropropagace

In vitro kultury jsou takové kultury, které jsou zalozené z Casti rostlin vyjmutych ze
svého bézného prostredi. Rostliny jsou tak kultivovany v optimalizovanych a regulovanych
podminkach — fyzikdlnich (vzdusna vlhkost, intenzita osvétleni), nutricnich 1 hormonalnich.
Kultivaéni podminky jsou také aseptické, tedy bez ptitomnosti skidci a pivodct chorob.
Dale rovnéz dochazi k naruSeni normdlniho vyvoje rostliny. Izolované pletivo muze dat
vzniknout kalusu nebo celému organu. (Pierik 2012)

Mikropropagace je pifimou metodou mnozeni rostlin vyuzivajici techniky in vitro.
Hlavni vyhodou mikropropagace je vyrazné zvySeni rychlosti mnozeni. U nékterych druht
(naptiklad u n€kterych rostlin z eledi Orchideaceae nebo u opadavych azalek Rhododendron
sect. Pentathera) je mikropropagace nejCastéjSim zpusobem mnozeni z divodu nizké
efektivity nebo vysoké naroCnosti ostatnich metod. Dalsi vyhodou mikropropagace je
moznost produkce velkého mnozstvi uniformnich klont na relativné malém prostoru. Jelikoz
mikropropagace neni zavisla na pribéhu pocasi a rocnim obdobi, umoriuje rozlozit produkci
rostlin do celého roku. Mikropropagaci muze byt také zajisténa produkce bezvir6znich rostlin
a rostlin bez bakteridlnich a houbovych chorob. Mikropropagace je také Casto vyuzivana ve
Slechtitelském procesu (Bhojwani & Razdan 2012).

Dle rostlinného materialu, ktery byl vybran k zalozeni, se in vitro kultury déli do
nékolika kategorii. Prvni kategorii jsou kultury celych rostlin, kdy pouzitym rostlinnym
materidlem je semeno, které bylo vyjmuto z matetské rostliny a jehoz kliCeni probihd na
kultivatnim médiu. Slozeni média a dalsi podminky kultivace je mozno prisné kontrolovat a
regulovat. Tim je mozné minimalizovat vlivy, které by mohly negativné ovliviiovat kli¢ivost.
Dalsi kategorii jsou kultury embryi. V tomto pfipadé je kultivovano embryo, které bylo
vyjmuto ze semena. Tato technika je velmi pfinosna pro Selchtitele, jelikoz umoziuje tvorbu
haploidu a prekonani dormance semen a prekazek pii kfizeni nekompatibilnich jedinct. Pfi
mezidruhovém kiizeni, nebo kiizeni diploidnich a tetraploidnich rostlin, mnoho embryi uhyne
z divodu nespravného vyvoje endospermu. Tento problém je odstranén vyjmutim embrya a
nahrazenim endospermu zivnym médiem. Dormance semen muze byt mimo jiné zpusobena
latkami obsazenymi v nékterych vrstvach semene. V tomto pifipadé odstranéni téchto vrstev a
kultivace embrya na médiu prekonava dormanci a urychluje tim kliceni. V tomto piipadé je
mozné embrya také jarovizovat. Orgénové kultury funguji na principu kultivace jednoho
rostlinného organu. Jako explantaty mohou byt pouzity meristémy, vzrostné vrcholy, kofeny,
prasniky, nebo jiné organy. Kultury meristémt se vyuzivaji k ozdraveni rostlin od virt.



Jelikoz v meristémech nejsou pritomna vodiva pletiva, je méné pravdépodobné, ze meristémy
budou infikovdny virovou chorobou ze zbytku rostliny. Odebrdnim a nédslednou kultivaci
meristému lze dopéstovat nového bezvirdzniho jedince. V kulturdch vzrostnych vrchold,
kofent, nodu a listd jsou indukovany postranni vyhony, které jsou nasledné pouzivany jako
mnozitelsky materidl bez bakteridlnich a houbovych chorob. Prasnikové kultury se vyuzivaji
ve Slechtitelstvi ke tvorbé haploidi (v pfipadé polyploidd i1 k tvorbé nizS§ich stupmu
polyploidie) a jako vychozi materidl pro indukci mutaci. Kalusové kultury jsou zaklddany z
diferencovaného pletiva, které je kultivovdno za takovych podminek, aby zacalo vytvaret
nediferencované pletivo — kalus. Z kalusu je poté mozné diferencovat organy nebo embrya.
Kalus tak muze byt zdrojem sekundarnich metaboliti nebo protoplastu pro dalsi kultivaci.
Kalusové kultury se také vyuzivaji ke kryokonzervaci genetické informace v genovych
bankach. V kulturach samostatnych bunék jsou kultivovany pouze burky, nikoliv pletiva.
Vyuziti téchto kultur je podobné jako u kalusovych kultur. Kultury protoplastd, kdy je
bunénad sténa enzymaticky rozlozena a nasledné je kultivovan pouze protoplast, nejsou
vyuzivany k mikropropagaci jako takové, ale predevsim k tvorbé cytoplazmatickych hybrida
a transplantaci jader nebo jinych organel (Pierik 2012).

Po tspésném vypéstovani klont v in vitro podminkach je mozné takto vyprodukované
rostliny pfevést do polnich nebo sklenikovych péstebnich podminek. V in vitro podminkéach
jsou vsak rostliny péstovany v optimalizovaném substratu a pti vyssi vlhkosti a nizsi intenzité
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 b&hem
aklimatizace vyménéno za péestebni substrat vhodny pro mladé rostliny. (Sathyanarayana &
Varghese 2007).

4.3.1 Kaultiva¢ni média

Kultiva¢ni médium slouzi jako substrat pro vyvoj rostlin a zaroven suplementuje
ziviny, v neékterych pfipadech mize nahradit i symbiotické pidni organismy. Z divodu
raznych naroki jednotlivych druhd, pripadné i jednotlivych casti rostliny, neexistuje pro
mikropropagaci univerzalni kultivacni médium. Optimalizace média je tedy velmi dilezitou
soucasti zakladani in vitro kultur. Kultiva¢ni média obsahuji organické nebo anorganické soli
makro 1 mikrozivin, zdroj uhliku (snadno vyuzitelny cukr — nejCastéji sachardza), vitaminy,
reguldtory rustu, ptipadné dalsi komponenty dle pozadavka kultury. Pfi kultivaci na pevnych
médiich se do média pridava gelujici latka. Pro vétSinu rostlin se jako vhodné kultivacni
médium osvéd¢ilo MS médium (Murashige & Skoog 1962). Woody plant médium (Lloyd &
McCown 1981) lze vyuzit pro mikropropagaci dievin. (Sathyanarayana & Varghese 2007)

4.3.1.1 Regulatory rustu

Auxiny pfispivaji k prodluzovani internodii a zachovani apikalni dominance rostlin.
V in vitro kulturach pouzivaji k indukci kofeni a v kombinaci s cytokininy na proliferaci
vyhont. Mezi nej¢astéji pouzivané auxiny patii prirodni kyselina indol-3-octova (IAA), indol-
3-maselnd kyselina (IBA) a syntetickd kyselina 1-naftyloctovd (NAA) a dal§i. Cytokininy
jsou vyuzivany k inhibici apikalni dominance a stimulaci vétveni vyhoni a kofend. 6-
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benzylaminopurin (BAP), isopentenyl-adenin (2iP) a  NC°-furfuryladenin (kinetin) jsou
nejcastéji pouzivané cytokininy. Gibereliny se v in vitro kulturdch vyuzivaji méné casto.
Gibereliny podporuji mimo jiné dlouzivy rast, indukuji kliceni semen a nasadu kveétd.
Kyselina giberelova (GA3) je nejCastéji pouzivanym giberelinem. (Vyzkumny a Slechtitelsky
ustav ovocnar'sky Holovousy s.r.0.)

43.1.2 Gelujicf litky

Gelujici latky se vyuzivaji pii zakladani statickych kultur, aby se ptredeslo uplnému
ponofeni explantati do kultivacniho média, coz by mohlo mit za nasledek odumieni 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 autoklavu. Nevyhodou nejcastéji pouzivanych zahu$tovadel je jejich pfirodni
puvod, vyrobky riznych znaCek a Sarzi se od sebe mohou li§it. Agar, nejcastéji pouzivana
gelujici latka, je smés polysacharidi ziskavana z ervenych fas rodi Gracilaria a Gelidia.
Agaroéza je zahustovadlo ziskavané odstranénim agraropektini z agaru. Tento proces je velmi
narocny, coz vyrazné zvysuje cenu produktu. Agardza se vyuziva pouze v pripadech, kdy je
potfeba velmi pevné médium. Gelrite a Phytagel jsou obchodni ndzvy pro polysacharid
vytvarené bakterii Pseudomonas elodea. Na rozdil od agaru tyto latky nevyzaduji zahtati pro
vytvoreni gelu (Bhojwani & Razdan 2012).

4.3.1.3 Hodnoty pH média

Ve vétsiné piipadd se pH upravuje pii piipravé média na rozmezi 5,0 az 6,0, dle
pozadavka kultivované rostliny. Zvolené pH média ma mimo vitality explantati vliv i na
pevnost média. Hodnota pH média se samovolné méni béhem riznych fazi kultivace
(Bhojwani & Razdan 2012).

4.3.1.4 Akumulace toxickych latek

Pfi in vitro kultivaci rostlin je Castym problémem akumulace toxickych produkti
oxidace fenolickych latek, které jsou vyluCovany explantatem. Toto mize mit negativni
dopady na kultivované rostliny — od mirného snizeni vitality az po uhyn kultivovanych
rostlin. Tento jev je Casto detekovatelny podle hnédého zabarveni explantati a kultiva¢niho
média. Jako prevenci Ize do kultivacniho média pridat antioxidanty nebo adsorbenty. Mezi
nejcastéji pouzivané antioxidanty patii kyselina askorbova a kyselina citronova. Aktivni uhl{
nebo polyvinylpyrrolidon jsou Casto pouzivané adsorbenty. Néktera aditiva ale mohou mit
sama o sob& negativni vliv na vitalitu kultury. Optimalizace kultivaéniho média je tedy
kli¢ova pro uspéSnou in vitro kultivaci. Dal§i moznosti pfedchazeni akumulace toxickych
latek je Casté presazovani explantatti do nového média (Permadi et al. 2024).



4.4 In vitro kultury Murraya koenigii

Jak bylo uvedeno v pfedchozich kapitolach, mikropropagace ma mnoho vyhod.
V ptipadé Murraya koenigii je mozné mikropropagaci vyuzit k vyrobé velkého mnozstvi
kvalitniho mnozitelského materialu pro polni péstovani. Kalusové kultury je mozné vyuzit pro
produkci sekundarnich metaboliti a biologicky aktivnich latek. Péstovani farmaceutickych
surovin v podminkdch in vitro snizuje riziko kontaminace materidlu bakterialnimi a
houbovymi patogeny oproti péstovani v polnich podminkédch. Mikropropagace a dalsi in vitro
techniky také mohou vyrazné urychlit Slechtitelské procesy.

4.4.1 Shrnuti predchozi literatury

Uspé&$nou 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 explantatd. Zadny z dostupnych zdrojli nepopisuje mikropropagaci Murraya
koenigii z listovych explantatu.

Povrchova sterilizace byla ve vSech pfipadech zahajena dikladnym oplachnutim
rostlinného materidlu ve vodé. 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 ptipadech 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 HgClo, jedinou vyjimkou byl experimet Mathew et al. (1999), kdy byl pouzit 0,06%
roztok. Explantity byly v tomto roztoku ponechany v rozmezi 1 az 20 minut. Poté byly
vSechny explantaty alesponi tfikrat oplachnuty autoklavovanou destilovanou vodou.

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

Bhuyan et al. (1997) pouzili ke kultivaci semen MS médium s 3 % sachar6zy a 0,8 %
agaru. Kultivaéni médium suplementovali BAP o koncentracich od 0 do 5 mg/l. Nejsilng&jsi
koncentrace BAP byly poté jesté doplnény GAs3 o koncentraci 0,2 a 0,4 mg/l. Jako
nejproduktivnéjsi bylo oznaceno médium s 5 mg/l BAP a 0,4 mg/l GAs. Indukci vyhona
v tomto piipad€ reagovalo 98,4 % kultivovanych semen, primérny pocet vyhond na jedno
semeno byl 15,9 a jejich primérna délka byla 4,7 cm. K indukci rastu kofent bylo pouzito
MS médium o polovi¢ni koncentraci s 2 % sacharézy a 0,2 % Phytagelu suplementovdno
raznymi kombinacemi IAA, IBA, IPA a NAA. Nejlepsi vysledky poskytlo médium
suplementované o 1 mg/l IBA: rust kofenu se projevil u 95 % explantatt a jejich primérna
délka byla 6,9 cm. Pfi kultivaci na neobohacenych médiich, médiich obohacenych o 0,5 mg/1
IAA, 0,5 a 1 mg/l IPA a médiiich s kombinaci 0,5 mg/l IBA a 0,5 mg/l NAA nebyl pozorovan
rast kotent.
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Mathew et al. (1999) pii kultivaci nodalnich explantatd pouzili k indukci vyhoni MS
médium se 0,7 % agaru obohacené o 1 mg/l BAP, 0,5 mg/l kinetinu a 0,1 mg/l NAA.
Primérna délka vyhonu 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 kofent byla 2 az 3 cm.

Babu et al. (2000) kultivovali nodalni explantaty z kotfenovych vymladkii na Woody
plant médiu s3 % sacharozy 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 % pfipadii s primérnym
poctem 28 vyhont na explantat. Pro zakofenéni vyhoni bylo opét pouzito woody plant
médium s 2 % sachar6zy a 0,7 % agaru. Médium bylo suplementovano riznymi kombinacemi
NAA a IBA. NejvyS$si procento zakozenéni (75 %) bylo pozorovano u média s 1,85 mg/I
NAA abez IBA. Primérny pocet kofent na explantat byl 4.

Rout (2005) provedl kultivaci nodalnich explantati na MS médiu s 0,8 % agaru.
Kultivacni médium bylo suplementovano o ruzné koncentrace BAP, adenin sulfat a TAA.
Explantaty kultivované na médiu s 2,5 mg/l BAP, 50 mg/l ADS a 0,25 mg/l TAA
vyprodukovaly vyhony v 82,2 % pfipadd, s primérnym poctem 6,85 vyhonu na rostlinu.
Médium neobohacené o regulatory rustu a médium s 1 mg/l BAP nevyprodukovala zadné
vyhony. K zakofefiovani explantati byla pouzita média obohacena o rizné kombinace TAA a
NAA. Pii kultivaci na médiu s 0,25 mg/l IAA a 0,25 mg/l NAA vyprodukovalo koteny 85,4
% explantatd.

Mathew et al. (2007) kultivovali vzrostné vrcholy na MS médiu. Médium bylo
obohaceno o BAP nebo kinetin v kombinaci s IAA. Nejvhodné&js§i médium obsahovalo 1,5
mg/l BAP a 0,5 mg/l IAA. Na jeden explantat vyprodukovalo toto médium prumétné 21,5
vyhont o primérné délce 2,23 cm s pramérné 12,3 listy na vyhon. Kinetin v porovnani s BAP
poskytoval o poznani horsi vysledky. Zakofefiovaci médium bylo suplementovano riznymi
koncentracemi NAA. NejlepSich vysledkti dosahlo médium s 5 mg/l NAA: primérné 8,3
kofenll na explantat; primérna délka kofent byla 3,58 cm. Neobohacené médium a médium
s 1 mg/l NAA nevyprodukovala zadné koteny.

Rani et al. (2012) kultivovali nezrald semena na MS médiu s 3 % sachar6zy a 0,7 %
agaru. Pro indukci vyhoni byla pouzita média suplementovdna BAP, nebo kinetinem.
Médium s 2,5 mg/l BAP bylo vyhodnoceno jako nejlepsi, jelikoz vyprodukovalo vyhony
v 90 % pripadd. Toto médium nasledné bylo suplementovano o rizné koncentrace GAs.
Nejdelsi vyhony byly pozoroviany u média s 0,4 mg/l GAs. K zakofenéni bylo pouzito MS
médium o poloviéni koncentraci obohacené o IAA, nebo IBA. Nejucin€j§i bylo médium
s 0,5 mg/l TAA, ve kterém zakotenilo 78 % rostlin. Pii koncentracich nad 1,5 mg/l TAA a
1 mg/l 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 %
explantati. Primémy pocet vyhonud na jeden explantat byl 16,6 a jejich prumérna délka 2,93
cm. Pii pouziti 1,13 mg/l BAP byla indukce vyhonu pozorovana u 74 % explantatd. Jejich
prumérny pocet na explantat byl 13,6 a pramérna délka 2,56 cm. Kinetin poskytoval horsi



vysledky. Zjisténé nejvhodné€jsi koncentrace téchto regularord rastu byly nasledné
suplementovany jesté o rizné koncentrace IAA. U vsech testovanych koncentraci IAA bylo
ziejmé zvySeni poctu a délky vyhond. 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 % pfipadd,
jejich pramérny pocet byl 30,6 a primérna délka 4,16 cm. Pro 0,13 mg/l BAP bylo nejlesich
vysledkti dosazeno v kombinaci s 0,09 mg/l IAA. Pii této kombinaci reagovalo indukci
vyhoni 75 % explantatd. Pramérny pocet vyhona na explantat byl 26,6 a jejich primeérna
délka 3,73 cm. Pro zakofenéni bylo testovano MS médiu o polovicni 1 plné koncentraci
suplementované rtiznymi koncentracemi IBA. Nejvhodnéjsi bylo MS médium o polovi¢ni
koncentraci s 0,3 mg/l IBA. Na tomto médiu zakofenilo 60 % explantatd. Pramérny pocet
korent na explantat byl 3,33 a jejich praimérna délka 2,5 cm. Pfi koncentraci nad 0,6 mg/I
k zakofenéni nedoslo u zadného z explantata.

Khatik a Joshi (2018) jako explantaty pouzili noddlni segmenty, které byly
kultivovdny na MS médiu s 3 % sachar6zy a 0,8 % agaru. Kultivatni médium bylo dale
suplementovano ruaznymi kombinacemi koncentraci BAP, kinetinu a adenin sulfatu. Nejvyssi
uspesnost (97 %) mélo médium s 2,5 mg/l BAP, 2,5 mg/l kinetinu a 30 mg/l1 ADS. U tohoto
média byl primémy pocet vyhoni na explantat 8,8 a jejich primérna délka 4,3 cm.
K zakofenéni byly kombinovany rizné koncentrace IBA a IAA. Nejvhodnéjsi kombinaci bylo
2,5 mg/l IBA a 0,9 mg/l TAA, kde kofeny primérné délky 2.4 cm vyprodukovalo 95,6 %
explantatu.

Na sklenikové nobo polni podminky byly rostliny aklimatizovdny po oplachnuti
zbytku kultivacniho média z kofent. Aklimatizace ve vSech pripadech probihala v zastinéném
skleniku pti vysoké relativni vzdusné vlhkosti (minimalné€ 70 %). Jako nejvhodnéjsi substrat
(s 96,7% tuspésnosti) oznacil Mathew et al. (2007) smés raseliny, perlitu a jemného pisku
v pomeru 1:1:2.

Pro zalozeni listovych in vitro kultur Murraya koenigii ziejmé dosud neexistuje
vhodnd literatura, z tohoto divodu byly vyuzity poznatky z literatury zabyvajici se jinymi
druhy rostlin. Meng et al. (2004) pti mikropropagaci Rubus sp. uvadéji nej lepsi vysledky u
listovych explantatti rozfiznutych podél stfedniho Zzebra polozenych abaxialni stranou na
mikropropagace Ficus religiosa, pokud byly listy rozfiznuty kolmo pfes stfedni zebro a jejich
prostiedni Casti (tedy bez fapiku i1 Spicky listu) umistény na kultivatni médium adaxialni
umisténého listu byla v kontaktu s médiem (Zhang et al. 2017). Thokchom a Maitra (2017)
uvadeji, ze nejvyssi pravdépodobnost tvorby kalusu maji listové explantaty Anthurium
andreanum, které obsahuji stfedni zebro. Papafotiou a Martini (2009) pfi mikropropagaci
Zamioculcas zamiifolia zjistily, Ze nejvynosnéj§i jsou vertikalné 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
explantatt pti kultivaci in vitro. Jak je rozvedeno nize, rtutnaté kationty jsou toxické nejen
pro mikroorganismy, ale i1 pro zivoc¢ichy. Rtutnaté kationty maji schopnost bioakumulace at
uz v organickych nebo anorganickych slou¢eninach a mohou mit nepfiznivy dopad na
plodnost, imunitni systém a funkci nervové a vyluCovaci soustavy u zivocichi. U
eukaryotickych organismu byla prokazana genotoxicita. Bonacker et al. (2004) ve své studii
prokazuje klastogenni a aneugenni ucinky rtutnatych kationtd zptsobené poruchami
cytoskeletu a tim 1 déliciho vieténka. Tyto poruchy jsou zpusobeny interakci rtutnatych
kationtii s kinesinem a tubulinem. Dieguez-Acufia et al. (2004) uvadi, ze jiz pfi nizkych
koncentracich rtutanté ionty zabranuji aktivaci transkripcnich faktori v epitelovych buikach
ledvin a tim zpasobuji jejich pfedCasnou apoptéozu. Dlouhodobé vystaveni nizkym
koncentracim rtuti je spojeno s poruchami reprodukéni soustavy u Cloveéka. U Zen mize vést
k porucham menstrua¢niho cyklu a k problémim s pocetim a donoSenim ditéte (De Rosis et
al. 1985). U muza snizuje pocet pohyblivych spermii (Ernst & Lauritsen 1991). Intoxikace
rtutnatym kationty je spojena s vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni (zejména
Parkinsonovy a Alzheimerovy nemoci). Rtutnaté kationty zpisobuji oxidacni stres (Olivieri
et al. 2002) a tvorbu Lewyho télisek v neuronech (Uversky et al. 2001) a vazbou na thiolové
skupiny negativné ovliviiuji funkci nékterych enzymi 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 nejucinnéjsi cytokinin, z davodu jeho
vysoké ceny a nedostupnosti v laboratofi byly pouzity BAP a kinetin. Tento autor také uvadi,
ze doplnéni cytokinind auxiny zvySuje pocet indukovanych vyhond. Mnou testovana média
pro indukci rastu vyhont tedy obsahovala IBA a v nékterych piipadech byla doplnéna i o
NAA. Z pokust provedenych Babu et al. (2000) vyplyva, ze BAP a kinetin v kombinaci
poskytuji lepsi vysledky nez samostatné. Z tohoto divodu 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 GA3 ma pozitivni G€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 predchozich stujiich ukazali jako vhodny doplnék cytokinind. V nékterych
mnou testovanych médiich byly tedy pouzity v koncentracich od 0,05 do 1 mg/l. NAA bylo
vyuzito pro indukci vyhont pouze v jednom pripadé (Mathew et al. 1999), pro zjisténi vlivu
pouziti tohoto regularoru ristu jsem je zakomponovala do ¢asti mnou testovanych médii.

Pro nejvhodnéjsi média na indukci kofeni byly v pfedchozich piipadech pouzity
auxiny v riznych koncentracich a kombinacich: IBA v koncentracich od 0,1 do 2,5 mg/l,
NAA v koncentracich od 0,1 do 5 mg/l a TAA v koncentracich od 0,25 do 0,9 mg/l. Z divodu
nedostupnosti IAA v laboratofi byla nakonec zvolena pro mé 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/1.

Kultury zalozené z lista byly kultivovany na stejnych médiich jako nodalni kultury.
Z ptedchozi uvedené literatury vyplyva, ze listové explantaty obsahujici stfedni zebro jsou
vynosn€jsi. Jako explantaty byly tedy zvoleny jednotlivé listky rozfiznuté napul podle
sttedniho zebra. Vzhledem ke skutecnosti, ze listy Murraya koenigii nejsou dostateCné pevné
na vertikalni umisténi do kultivaéniho média, byly na né€j ulozeny horizontalné s abaxidlni
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. Zachazeni se slouCeninami obsahujicimi rtut muze mit také nepfiznivé
dopady na zdravi persondlu. Pfi nespravném zachazeni muze také dojit ke kontaminaci
vodnich zdroji. Z téchto divodu je tato prace zaméfena i na nalezeni ucinného sterilza¢niho
postupu bez pouziti rtuti. Pro odstranéni prachu a jinych necistot z povrchu rostlinného
materialu byla stejné jako ve vét§iné predchozich studii pouzita voda se saponidtem. Nabilah
et al. (2013) dosahli uspokojivych vysledki povrchové sterilizace Labisia Pumila (Blume)
Fern.-Vill. pouze s vyuzitim roztoki 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 sterilizacnich postupech byly vyuzity roztoky SAVO o
objemovych koncentracich 20 a 25 %. Vysledné koncentrace NaClO byly tedy 9,5 a 12 g/l.
Etanol je bézné pouzivany dezinfek¢ni prostfedek s antimikrobialnimi u¢inky. V této praci byl
pouzit denaturovany lih (Lih technicky, Severochema) obsahujici minimalné 93 % hmotnosti
etanolu, ddle pak ethyl(methyl)keton, propan-2-ol a denatonium benzoét. Dostupnd literatura
nenaznacuje, ze by kterékoliv z téchto denaturaCnich Cinidel mélo mit negativni vliv na
sterilizaci nebo vitalitu explantatu.
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5 Metodika

Noddlni a listové explantaty byly zvoleny pro zalozeni kultur z davodu 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€¢ predchozich pokust poskytovalo dobré vysledky. Jako zdroj
uhliku byla zvolena stejné jako v predchozich studiich sachar6za. Rout (2005) a Khatik a
Joshi (2018) uvadéji, ze pridavek adenin sulfatu pozitivné ovliviiuje indukci vyhont. Z
divodu nedostupnosti v laboraofi byl adenin sulfat nahrazen adenin hemisulfatem o
koncentraci 50 mg/l. Pro otestovani vlivu na akumulaci toxickych exudatt a rust kultur byl
pro nekteré kultury zvolen jako gelujici latka agar a pro nékteré Phytagel. Po shledani, ze pri
kultivaci dochazi k akmulaci toxickych latek, bylo do média piidano aktivni uhli o
koncentraci 20 mg/l. Hodnota pH byla stejn€ jako ve vét§in€ predchozich pripadi upravena na
5,8. Teplota béhem kultivace byla konstantné udrzovana na 25 °C, stejné€ jako v ptedchozich
experimentech.

Veskeré laboratorni prace probihaly v laboratofich Katerdy zahradnictvi Fakulty
agrobiologie potravinovych a pfirodnich zdroj Ceské zemé&délské univerzity. Veskeré
pouzité vybaveni je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1 Piehled pouZitého laboratorniho vybaveni, véetné vyrobcu a modelu

Nézev vybaveni Vyrobce, model
Kultiva¢ni komora Binder, APT.Line KBW
Autoklav Sanyo, MSL-3781L
Laminarni box Flowfast H 18

Meéfric pH Jenway, 3505
Laboratorni vaha Mettler, AE 200

5.1 Asepticka opatieni pri zakladani in vifro kultur

Ptiprava zasobnich roztokt a kultivacnich médii probé€hla v laboratofi na pracovnich
plochach oSetfenych etanolem. Pfipravena kultivaéni média byla nasledné sterilizovana
v autokldvu pifi 121 °C po dobu 20 minut. Veskeré laboratorni ndstroje pouzité pii
steriliza¢nich protokolech a zalozeni kultur byly sterilizovdny stejnou metodou.

Zalozeni kultur a povrchova sterilizace rostlinného materidlu problihaly
uvnitf lamindrniho boxu, jehoz vnitini plochy byly pfed uvedenim do provozu oSetfeny UV
zafenim po dobu 15 minut a vydezinfikovany pomoci etanolu. Pfi praci v lamindrnim boxu
byly vzdy pouzity nitrilové rukavice a ustni rouska z nanovlakna. Rukavice byly prubézné
dezinfikovdny 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 kultivacnich médii

Kultivacni média byla pfipravena z chemikdlii dostupnych v laboratofich Katerdy
zahradnictvi Fakulty agrobiologie potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédélské
univerzity. V tabulce 2 jsou uvedeny vSechny pouzité chemikalie, jejich vyrobci a pripadné i
obchodni nazvy.

Tabulka 2 Prehled pouZitych chemikalii a jejich vyrobci

Chemikélie Vyrobce, (komercni nazev)
MS médium Duchefa Biochemie
Sachar6za PENTA

Kyselina nikotinova Carl Roth

Thiamin HCI Sigma-Aldrich

Pyridoxin HCl Sigma-Aldrich

Myo-inositol Sigma-Aldrich

Adenin hemisulfét Sigma-Aldrich

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

Kyselina giberelova Sigma-Aldrich

Kyselina indol-3-mdselna Sigma-Aldrich

Kinetin Duchefa Biochemie

Agar Carl Roth

Phytagel Sigma-Aldrich

Aktivni uhli Carl Roth

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

Polysorbét 20 Corda International (TWEEN 20)
Myclobutanil Dow AgroSciences, (TALENT)
Saponét Procter & Gamble, (Jar)

5.2.1 Priprava zasobnich roztoku

Pro pfipravu kultivaénich médii byly nejdfive pfipraveny zasobni roztoky s aktivnimi
latkami. Zasobni roztoky byly pfipraveny za laboratonich podminek na pracovnim povrchu
vydezinfikovaném pomoci etanolu. Chemikalie byly navazeny a nasledné rozpustény
v prislusném 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 pfiblizne 5 °C.
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Tabulka 3 Prehled koncentraci zasobnich roztoku a pouZitych rozpoustédel pro pripravu kultivaénich médii

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

Kyselina giberelova 0,25 mg/50 ml Etanol

Kyselina indol-3-méselnéd | 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

Kultivacni média byla pfipravovana pii laboratornich podminkéach na pracovni plose
oSetfené etanolem. Sypké latky byly pfimo navazeny a rozpustény v prisluSném objemu
destilované vody. Prislusné objemy zasobnich roztoku byly odméfeny automatickou pipetou.
Nasledné bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,8 za pomoci roztokit HCl a NaOH. Po
upravé pH byl do roztoku pridana gelujici latka a pfipadné aktivni uhli. Néasledné bylo
médium zahtfato v mikrovinné troubé€, dokud nedoSlo k Gplnému rozpusténi zpeviiujiciho
agens. Poté bylo kultivaéni médium prelito do sklenic, pfi¢emz v kazdé bylo pfiblizné 20 ml
média (vrstva pfiblizn€ 1,5 cm). Hrdla sklenic byla prekryta hlinikovou folii, kterad byla
pripevnéna gumickou. Takto pfipravena média byla nasledné sterilizovana (viz 5.1).

5.2.3 Pouzita kultivaéni média

Zakladem vsech pouzitych kultiva¢nich médii bylo MS médium doplnéné sachardzu,
gelujici latku a dalsi bioaktivni latky. Jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4. Déle bylo
médium suplementovano raznymi kombinacemi regulatort rastu, jejichz koncentrace jsou
uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 4 Slozeni zikladniho kultiva¢niho média

Chemicka latka Hmotnostni koncentrace na 1 1 kultiva¢niho média
MS médium 43¢
Sachar6za 30¢g
Kyselina nikotinova I mg
Thiamin hydrochlorid 10 mg
Pyridoxin hydrochlorid I mg
Myo-inositol 100 mg
Adenin hemisulft 50 mg
Aktivni uhli pro indukci vyhont 20 mg
Aktivni uhli pro zakofenéni 100 mg
Agar/Phytagel 8g




Tabulka 5 Pouzité kombinace koncentraci regulitoru rustu v jednotlivych kultiva¢nich médiich

Oznaceni Zpeviiujici | BAP Kinetin IBA GA; NAA
agens [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

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
Zakoreniovaci | Agar 0,00 0,00 0,50 0,00 1,00
médium

5.2.4 Rostlinny material

Rostlina, ze které pochazi vSechny explantaty, se nachazi ve skleniku Botanické
zahrady Fakulty tropického zemédélstvi Ceské zemédélské univerzity. Rostlina je na
stanovisti priblizné 25 let a je péstovana pii prumérné teplot€ 22 °C. Rostlina nebyla
v poslednich Sesti mésicich pfed sbérem materidlu oSetfena zddnymi pfipravky na ochranu
rostlin. Rostlina byla kratce pred sbérem materialu hluboce sefiznuta. V prub€hu pokusu byla
rostlina napadena cCervci. K zalozeni kultur byly vybrany mladé zelené vyhony dlouhé
maximalné 20 cm, které byly odstfihnuty a nasledné¢ umistény do nadoby s vodou, aby se
predeslo uvadani pii pfenosu do laboratofe. V laboratofi byly z vyhoni odstranény listy a
vyhony byly nésledné roziezany na mensi Casti.

5.2.5 Sterilizacni postupy

Veskery rostlinny materidl byl pfed zalozenim kultur povrchové sterilizovan.
Sterilizace listi a vyhont probihala oddélené. Pokud byli na rostlinném materialu pritomni
cervci, byli mechanicky odstranéni pomoci papirového ubrousku namoceného v sapondtu.
Nasledné byl rostlinny material umistén do kadinky a proplachovdn po dobu 30 minut vodou
z vodovodu. Poté byl do kadinky pfidan saponat a proplachovani pokracovalo dalSich 20
minut. Nasledné byl rostlinny material pfemistén do roztoku fungicidu na bazi myclobutanilu
o koncentraci 0,2 ml/l. Po 20 minutich v roztoku fungicidu byl rostliny materidl oplachnut
destilovanou vodou. Nésledujici kroky sterilizace probihaly v lamindrnim boxu. Rostlinny
material byl vlozen do sterilizovanych Erlenmeyerovych banék s roztokem NaClO. Béhem
sterilizace v tomto roztoku bylo s barikami nékolikrat zatfeseno. Posléze byl roztok NaClO
slit a nahrazen 70% roztokem denaturovaného lihu. Po celou dobu sterilizace v etanolu bylo
s barikami kontinualné tfeseno. K pfiprave sterilizacnich roztokl byla pouzita autoklavovana
destilovana voda, do roztokti NaClO bylo pfidano nékolik kapek surfaktantu polysorbatu 20.
Po dokonceni sterilizace byl rostlinny material v Erlenmeyerovych bankach ttikiat oplachnut
autokldvovanou destilovanou vodou.
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Pro zjisténi nejucinnéjsiho sterilizacniho postupu bylo otestovano 10 postuput.
Jednotlivé sterilizacni postupy se od sebe liSily pouzitou koncentraci roztoku NaClO a dobou,
po kterou byl rostlinny material umistén roztoku NaClO a ethanolu. Délka sterilizace
v roztocich a pouzita koncentrace NaClO jsou uvedeny na obrdzku 1. Pro kazdy sterilizacni
postup byly zalozeny 3 kultury po 5 nodech. V kazdém sterilizacnim postupu (SP) byly vzdy
dve kultury zalozeny s pficné fezanymi nody a jedna kultura s podélné fezanymi nody.
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Konentrace sterilizace sterilizace o
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Obrazek 1 Schéma postupu povrchové sterilizace explantatu



5.2.6 Zalozeni kultur

Zalozeni kultur probihalo v lamindrnim boxu a bylo pouzito pouze sterilizované
vybaveni (viz 5.1). Povrchové sterilizovany rostlinny materidl byl vyjmut z ban€k pomoci
pinzety a pfemistén na Petriho misku. K fezani rostlinného materialu byl pouzit skalpel
s vymeénitelnou Cepeli. Mezi manipulaci s jednotlivymi Castmi rostlin byly nastroje vzdy
namocCeny v etanolu a opdleny nad kahanem.

Casti vyhond byly rozfiznuty na jednotlivé nody bud podélnd, nebo piicng, a
presunuty pinzetou do kultivacniho média. Pti umistovani pficné fezanych noda bylo dbano
na zachovani polarity. PodéIné roziiznuté nody byly umistény do média tak, aby pouze Cast
fezné plochy byla zanofena do média. Z listd byly oddéleny jednotlivé listky, které byly
rozfiznuty podél stfedniho zebra na dvé Casti. Ty byly lehce vtlaCeny abaxidlni stranou do
kultivacniho média tak, aby celd fezna plocha byla zanofena v médiu. Na obrdzcich 2; 3 a 4
jsou zobrazeny zptisoby fezu nodalnich a listovych explantatd. Cervené &ary znazoriiuji mista,
kterymi byl veden fez, a zelené jsou vyznaleny Ccasti, které byly nasledné¢ umisténé do
kultivacniho média.

Takto zalozené kultury byly nésledné umistény do kultivatni komory. Teplota
v kultiva¢ni komorte byla konstatné 25 °C, intenzita osvétleni 7500 Ix a fotoperioda 16/8
hodin. Na obrazcich 5 a 6 jsou vyobrazeny pravé zalozené kultury ptripravené ke kultivaci.

Obrazek 2 Schéma fezu listovych explantatu
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Obrazek 3 Schéma rezu podélné krijenych nodalnich explantati

&

Obrazek 4 Schéma rezu prFicné krajenych nodalnich explantati




Obrizek 6 Listové explant:ity ihned po umisténi do kultiva¢niho média
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5.2.7 Presazovani kultur

V piipadé zpozorovani bakterialni kontaminace pouze u nékterych explantatt
v kultute byly ostatni, tedy nekontaminované, explantaty vyjmuty a presazeny do nového
média. Pokud doslo v kulturach ke zhnédnuti média pfipadn€ i1 explantatu, coz mize znacit
nahromadéni fenolickych latek, byly explantaty pfesazeny do média s obsahem aktivniho uhli.
Poté co explantity vyprodukovaly vyhonky, byly pfesazeny do zakoferiovaciho média.
Presazovani probihalo podobnym zpusobem jako zalozeni kultur: v laminarnim boxu za
pouziti pinzety.

5.2.8 Zpracovani vysledku

Pro hodnoceni efektivity sterilizaénich postupt byly pro kazdy postup zalozeny 3
kultury po 5 nodech. Béhem kultivace byly tyto kultury kontroloviany a hodnoceny na vyskyt
bakteridlni 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 noddlni i listové byla hodnocena z hlediska poc¢tu vytvorenych
vyhont a jejich délky. U listovych kultur byla hodnocena i tvorba kalusu.



6 Vysledky
6.1 Utinnost 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 zndmky
kontaminace. Druhym hlediskem byla doba, po které kontaminace zasdhla celou kulturu (tj,
vSechny nody byly obklopeny myceliem nebo bakteridln{ kolonif).

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

Na matecnici byli pfitomni Cervei pii sbéru materidlu pro sterilizacni postupy ¢. 4
az 10, ale z vysledkt nevyplyva, ze by tato skutecnost zvySovala riziko kontaminace.

6.1.1 Prvni znamky kontaminace

U vSech kultur zalozenych s pouzitim sterilizaénich postupt 1; 2; 3 a 7 se projevily
prvni znamky kontaminace po ctyfech dnech. Sterilizacni postupy 5; 6 a 8 projevily vzdy u
dvou kultur prvni znamky kontaminace po Ctyfech dnech, u tfeti kultury po sedmi dnech. U
sterilizacnich postupt 9 a 10 projevily prvni znam ky kontaminace po dvou kulturach po tiech
dnech a po jedné kultufe po Sesti dnech. U sterilizaéniho postupu 4 jedna kultura nebyla
kontaminovana vubec, dal§i dvé kultury projevily znamky kontaminace po sedmi a deseti
dnech. V tabulce 6 jsou uvedena procenta kultur, u kterych se projevily prvni zndmky
kontaminace v zavislosti na dnech uplynulych od zalozeni kultur.

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

Stelizaclprotokal SP1 | SP2 | SP3 | SP4 | SP5 | sP6é | SP7 | SP8 | SP9 | SP10
Den od zalozZeni kultury

1. den 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2. den 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. den 0 0 0 0 0 0 0 ol 67| 67
4. den 100 100| 100 ol 67| 67| 10| 67| 67| 67
5. den 100| 100| 100 ol 67| 67| 10| 67| 67| 67
6. den 100 100| 100 ol 67| 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 sterilizacnich postupt byly kultury po zalozeni
sledovany po dobu jednoho mésice. U kultur zalozenych s pouzitim steriliza¢niho postupu 4
doslo k celkové kontaminaci pouze v 1/3 pripadi. Pii vyuziti sterilizacniho postupu 8 doslo
k celkové kontaminaci dvé ze tfi kultur po 14 dnech, posledni kultura byla celkové
kontaminovana az 31. den. Ostatni sterilizani postupy byly mén¢ ucinné. Steriliza¢ni postup
4 byl tedy nejucinnéjsi jak z hlediska prvnich zndmek kontaminace, tak z hlediska
kontaminace celé kultury. V tabulce 7 jsou uvedena procenta kontaminovanych kultur
v zavislosti na dnech ubéhlych od zalozeni kultury.

Tabulka 7 Procento plné kontaminovanych kultur v zivislosti na dnech uplynulych od zalozeni kultury

Sterilizacni protokol

SP1 | SP2 | SP3 | SP4 | SP5 | SP6 | SP7 | SP8 | SP9 | SP10
Den od zaloZeni kultury
4. den 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0
5. den 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0
6. den 0 0 33 0 0 0 0 0 33 67
7. den 0 33 33 0 33 33 33 0 33 67
8. den 0 33 33 0 33 33 33 0 33 67
9. den 0 33 33 0 33 33 33 0 33 67
10. den 0 33 33 0| 100 33 67 0| 100 67
11. den 100 33 67 0| 100 33 67 0| 100 67
12. den 100 33 67 0| 100 33 67 0| 100 67
13. den 100 33 67 33| 100 33 67 0| 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 prabéhu pokusu byly i pfes
dodrzeni aseptickych opatfeni nékteré zalozené kultury kontaminovany houbovymi
organismy nebo bakteriemi. Mezi nejCastéj§i kontaminanty patfily houbové organismy rodu
Apergillus, Fusarium, Candida a neznamé bakterie. Pouze nékteré explantaty kultivované
v médiich ¢. 1, 3, 4 a 8 vyprodukovaly vitalni vyhony (jako napfiklad na obrazku 7).
U ostatnich kultur nedoslo k indukci vyhonti viibec a ve vétsiné pripada byly kontaminovany.
Kultury s podéln¢ krajenymi nodalnimi explantaty byly zalozeny jako soucast testovani
sterilizacnich postupt. Byly tedy kultivovany na MS médiu bez pfidanych regulatort ristu. Z
celkem 50 kultivovanych explantati vyprodukoval vyhony pouze jeden. Vyhon vyrostl z
uzlabi listu a byl pfiblizn€ 2 cm dlouhy. Obrazek 8 zobrazuje procentudlni zastoupeni pficné
krajenych vitalnich a produktivnich nodalnich explantatt dle kultivatniho média. Za vitalni
nody byly povazovany takové, které nebyly zasazeny kontaminaci a u kterych nedoslo
ke zhnédnuti pletiv v dasledku akumulace produktli 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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Obrizek 8 Procentualni zastoupeni vitilnich a produktivnich noda v zavislosti na kultiva¢nim médiu

6.2.2 Délka vyhonu indukovanych z nodalnich explantati

Pro potieby tohoto experimentu byly vyhony rozdéleny dle délky do ti kategorii:
kratké vyhony délky do 1 cm, stfedni vyhony délky od 1 do 2 cm a dlouhé vyhony délky nad
2 cm. Kultivaéni médium ¢. 1 (médium bez regulatord rastu) mélo nejvys$si zastoupeni
sttednich (57,14 %) a dlouhych (42,86 %), kratké vyhony v tomto kultiva¢nim médiu nebyly
zpozorovany. V kultivatnim médiu ¢. 3 byly nejCastéji zastoupeny stfedni vyhony (52,94 %),
dlouhé vyhony pak u 38,24 % explantati a kratké vyhony u 8,82 % explantati. Explantéty
kultivované v médiu ¢. 4 nevyprodukovaly zadné dlouhé vyhony. Stfedni vyhony byly
zastoupeny ve 33,33 % ptipadd, 66,67 % vyhona bylo kratkych. Kultivaéni médium ¢. 8
neposkytlo zadné dlouhé vyhony, 31,25 % kratkych a 68,75 % stfednich vyhont. Tyto
informace jsou graficky znazornény na obréazcich 9; 10; 11 a 12. Pro nasledné piesazovani se
jako nejvhodnéjsi projevily stfedni a kratké vyhony. Dlouhé vyhony byly pfili§ kiehké a pfi
manipulaci s nimi se snadno poskodily. Z hlediska délky vytvofenych vyhond byla tedy
nejucinnéj§i meédia ¢. 4 a 8.



Varianta 1

1 Podil vyhon( velikosti 1 - 2 cm (%)

© Podil vyhon( vétsich 2 cm (%)

Obrazek 9 Zastoupeni stiednich a dlouhych vyhont na nodalnich explantitech kultivovanych v médiu ¢. 1

Varianta 3

H Podil vyhond mensich 1 cm (%)
M Podil vyhont velikosti 1 - 2 cm (%)

' Podil vyhont vétsich 2 cm (%)

Obrazek 10 Zastoupeni kratkych, stiednich a dlouhych vyhont na nodélnich explantitech kultivovanych v médiu ¢. 3
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Varianta 4

M Podil vyhond mensich 1 cm (%)

1 Podil vyhont velikosti 1 -2 cm (%)

Obrazek 11 Zastoupeni kratkych a sti‘ednich vyhonu na nodélnich explantitech kultivovanych na médiu ¢. 4

Varianta 8

H Podil vyhond mensich 1 cm (%)

1 Podil vyhont velikosti 1 - 2 cm (%)

Obrizek 12 Zastoupeni kratkych a stiednich vyhoni na nodélnich explantitech kultivovanych na médiu ¢. 8



6.2.3 Pocet vyhonu indukovanych na nodalni explantat

Pocet vyhont na explantat byl zjisSfovan po minimaln€ 30 dnech kultivace na vitdlnich
explantdtech (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 pramérny pocet vyhonu na explantat. Kultivace na médiaich ¢. 4 a ¢. 8 vedla
k proliferaci primérné 2 vyhont na explantat. U obou téchto médii vyprodukovaly vSechny
vitalni explantaty alesponn 1 vyhon, nikdy ne vSak vice nez 3 vyhony na explantat. Nejvyssi
zjistény pocet byl 5 vitalnich vyhoni na explantat; tento pocet se vyskytl u explantatu
kultivovaného v médiu ¢. 3. Explantaty kultivované v tomto médiu vyprodukovaly v praimétu
2,77 vitalnich vyhoni na explantat. V pfipadé dvou explantati v médiu ¢. 3 neprobéhla
indukce vedlejSich vyhonl, pfestoze explantaty nejevily znamky kontaminace nebo
akumulace toxickych latek. Obrdzek 13 tyto informace znazoriuje graficky.
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Obrizek 13 Prumérny pocet vyhonu indukovanych na nodalnich explantitech v zavislosti na kultivatnim médiu
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6.2.4 Listové kultury

Z celkem 153 kultivovanych listovych explantati bylo 109 kontaminovano. Ze
zbyvajicich 44 explantata vytvoril pouze 1 explantat po 60 dnech kultivace 2 vitalni vyhony,
které 1ze vidét na obrazku 14. Vyhony byly pfiblizn€ 2 cm dlouhé. Tento explantat byl
kultivovan na médiu ¢. 7. Celkem 8 explantati vytvorilo 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 nezddouciho nahromadéni a nasledné oxidace fenolickych latek.

—

Obrazek 14 Listové explantaty. A: explantat s proliferovanymi vyhony. B: nekroticky explantat
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7 Diskuze

7.1 Indukce rustu vyhonu a kalusu

Mnou provedené pokusy potvrdily, ze je mozné zalozit vitalni nodalni 1 listové kultury
Murraya koenigii pro indukci vyhont.

7.1.1 Nodalni kultury

Efektivitu mikropropagace muze ovliviiovat mnoho faktort, jako je slozeni
kultivaéniho média, podminky prostfedi béhem kultivace 1 kultivar mnozené rostliny.
Zejména koncentrace pouzitych regulatora rustu se zdaji byt druhové specifické.

Oproti vysledkim, 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
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 pii 0,5 mg/l BAP bez pouziti
kinetinu, Babu et al. (2000) pfi 1 mg/l BAP bez pouziti kinetinu, Rout (2005) pfi
2,5 mg/l BAP bez pouziti kinetinu a Mathew et al. (2007) pii 1,25 mg/l bez pouziti kinetinu.
Perveen et al. (2015) dosahli pfi 2,25 mg/l BAP bez suplementace kinetinem primérné
hodnoty 8,33 vyhonii na explantat a Khatik a Yoshi (2018) pii 2,5 mg/l BAP a 2,5 mg/I
kinetinu v pruméru na hodnotu 8,8 vyhonii na explantat. Babu et al. (2000) a Mathew et al.
(2007) vyssi produktivity explantatd dosahli pravdépodobné také postupnym odebiranim a
pasazovanim vyprodukovanych vyhont. Tuto myslenku potvrzuje i Webster et al. (2015) pfi
kultivaci podnoze M9 pro Malus Mill. a Mustafa et al. (2012) pfi kultvaci Ficus carica L. Pfi
kultivaci ¢asti vyhond by dle Yae et al. (1987) mohlo byt mozné zvysit poCet vyhonti na
explantat odstranénim apikalniho meristému.

Vyhony o nejvétsi primérné délce (nad 2 cm) byly indukovany na médiu bez
ptidanych regulatorti ristu (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 vyhont, jak uvadéji Bhuyan et al. (1997), Mathew
et al. (2007) a Rani et al. (2012). Porovnanim délky vyhoni indukovanych na mnou
testovanych médiich €. 3 a 4, které se od sebe lisi pouze obsahem GA3, je v§ak mozné dojit
k opa¢nému zaveéru. Ma prace vSak byla limitovana malym pocCtem opakovani z duvodu
dostupnosti pouze malého mnozstvi rostlinného materidlu. Mé vysledky mohou byt tedy
zkreslené a rozdily mohou byt vysvétleny jako statisticka chyba.

Orientace noddlnich explantati pfi kultivaci mize hrat vyznamnou roli v poctu
proliferovanych vyhonii na explantat. V mych pokusech produkovaly nejvice vyhoni na
explantat pficné krajené nodalni explantaty umisténé do kultivaéniho média bazalni stranou
(tj. se zachovanim polarity). Ke stejnym vysledkim dosli i Garcia-Luis et al. (2006) pfi
kultivaci kfizence Citrus sinensis (L.) OsbeckxPoncirus trifoliata (L.) Raf. Yae et al. (1987) a
Vieitez et al. (1993) vSak uvadi, ze pfi kultivaci nekterych kultivarG Malus a Quercus
rubra L. poskytuji lepsi vysledky horizontaln€¢ umisténé nody. Také umisténi odebiranych
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nodi na vyhonech matefské rostliny muze ovlivnit poCet vyprodukovanych vyhoni na
explantat. Hsia et al. (1996) pfi kultivaci riznych druht rodu Rosa L., Shekafandeh a Khosh-
Khui. (2008) pti kultivaci Psidium guajava L., a Mishra et al. (2001) pti kultivaci Phyllanthus
emblica L. zaznamenali, ze nody blize k apexu vyhonu mateiské rostliny poskytuji vice
vyhoni nez ty vzdalen€jsi. Mishra et al. (2001) ale dale uvadi, Ze pokud jsou nody umistény
prilis blizko apexu, mohou jejich pletiva byt pfili§ jemna a hrozi tedy riziko poskozeni a ztraty
vitality béhem procesu sterilizace. I kdyz tato skuteCnost nebyla v mnou provadénych
experimentech pozorovdna, nemusi byt apikalni nody nejvhodnéj$im materidlem pro
mikropropagaci.

Rozdily mezi vysledky mych a predchozich experimenti mohou byt zpisobeny
interakci explantatd s aktivnim uhlim v médiu, kultivarem matefské rostliny i malym poctem
opakovani experimentt. Dal$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 uspésny, 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 predchozi literaturou. Je tedy nepravdépodobné, ze by tyto faktory byly pfic¢inou
nezakofenéni vyhond v mych kulturdch. Na rozdil od mych experimenti, 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 rast kofent, ackoliv Rout (2004), Perveen et al. (2015) a Khatik a
Yoshi (2018) uspésné indukovali kofeny 1 na MS médiu o plné koncentraci. Bhuyan et al.
(1997) a Rout (2005) snizili pro zakofenéni koncentraci sacharézy na 20 g/l oproti 30 g/l pro
indukci vyhonti. V mém pfipad€ byla koncentrace sachardézy ponechdna na 30 g/l, coz mohlo
byt pri¢inou nezakofenéni vyhonu, Khatik a Yoshi (2018) ov§em dosahli indukce kofend i pfi
této koncentraci sacharézy. 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 kofent v téchto
kulturach. Zakofenéni vyhont in vitro probiha nejcastéji na médiich obohacenych o auxiny.
V této préci 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 kofend. AvSak u Mathewa et al.
(1999) a Babu et al. (2000) kombinace téchto auxini o riznych koncentracich poskytla jedny
z nejlepsich vysledd. Toto potvrzuje i Al-Bahrany (2002) pti kultivaci Citrus aurantifolia
(Christm.) Swing. Bhuyan et al. (1997) a Perveen et al. (2015) dosahli nejlepsich vysledka za
pouziti pouze IBA, Mathew et al. (2007) za pouziti pouze NAA a Rani et al. (2012) za pouziti
pouze TAA. 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 pfinosna pro
optimalizaci kultiva¢nich podminek pro produkci sadbového materialu Murraya koenigii.



7.1.2 Listové kultury

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

V porovnani s noddlnimi kulturami se listové kultury nejevi jako vhodny zpusob
mikropropagace Murraya koenigii, pokud je cilem regenerace vyhond. V pfipadech, kdy je
pozadovanym produktem kalus, by mohly byt listové kultury pouzitelné.

Jelikoz nejvyssi pocet explantatti tvorici kalus byl kultivovan na médiu €. 7, je mozné
se domnivat, ze zvySeni koncentrace cytokinina (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 regulatord ristu mohou mit na tvorbu
kalusu vliv také svételné pominky pti kultivaci. Suhartanto et al. (2006) a Yeoman a
Davidson (1971) uvadéji, ze kultury tvofii vice kalusu bez pfistupu svétla. Wahyuni et al.
(2020) dosli k zavéru, ze vedle svételnych podminek mé vliv na tvorbu kalusu 1 koncentrace
sacharézy v kultivaénim médiu. Dle Adila et al. (2019) ma vliv na tvorbu kalusu i spektrdlni
slozeni svétla pii kultivaci. Tvorba kalusu v kulturdch Withania somnifera L. byla
svétlo ma vliv na délku vyhont indukovanych ze semen Lactuca sativa L.

Dalsim faktorem hrajicim roli pfi produkci kalusu nebo vyhont v kulturach listi mtze
byt Gprava (napt. pritomnost fapiku, sttedniho zebra nebo smér fezu) a orientace explantatu na
kultivatnim médiu. Dle Papafotiou a Martini (2009) probihd tvorba kalusu lépe na
explantatech z bazalni ¢asti listu obsahujici ¢ast fapiku nebo stfedniho zebra. Podobnych
vysledkti dosahli i Gow et al. (2009) — explantaty z bazalnich casti listd Phalaenopsis
amabilis Blume vykazuji vys$si produkci somatickych embryi. Bhatia et al. (2005) uvadi, ze
umisténi listového explantatu Solanum lycopersicum L. abaxidlni stranou na médium
produkuje vice vyhond. Toto rozporuji Cardoso a Habermann (2014), ktefi dosahli vyssiho
poctu vyhonu pfi umisténi explantatu Anthurium andreanum Linden ex André adaxialni
stranou na kultivacni médium.

K optimalizaci metodiky pro in vitro tvorbu kalusu nebo indukci vyhont z listovych
explantati Murraya koenigii je tedy nutné provést dalsi studie — zejména v oblasti vhodného
slozeni kultiva¢niho média, svételnych podminek kultury a orientace explantatd 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
kultivatnimi 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) pfi kultivaci Pinus strobus L. Raina (2017) ovSem dosla k zavéru, ze Phytagel
poskytuje horsi vysledky pti kultivaci Albizzia lebbeck (L.) Benth. Toto rozporuji Veramendi
et al. (1997), kteti uvadéji, ze Solanum tuberosum L. reaguje lépe na média zpevnéna
Phytagelem.
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Pfidanim aktivniho uhli do kultivaénho média se podafilo snizit zahnédnuti média i
explantatt, které zpusobila akumulace produkta oxidace fenolickych latek. Aktivni uhli mélo
pozitivni u¢inky 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). Pfi kultivaci nékterych rostlin v§ak maze mit aktivni uhli i negativni
nebo nulovy vliv, jak uvddi Boggetti et al. (1999), Tivarekar a Eapen (2001), Wei et al.
(2006) nebo Nandakumar et al. (2005). V zadnych z pfedchozich 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 poc¢tu vyhoni a kofeni na
explantat. Je tedy mozné, ze pritomnost aktivniho uhli v kultivatnim médiu ma negativni vliv
na produktivitu in vitro kultur Murraya koenigii.

Interakce rostlinnych tkani a pouzité gelujici latky a aktivnitho 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 noddlnich a
listovych explantatdh Murraya koenigii bez vyuziti HgClo je mozna, i kdyz malo ucinna.
Nejupésnéjsi sterilizacni postup (SP4) zahrnoval 25 minut sterilizace v 0,94% roztoku NaClO
a nasledné 10 minut v 70% roztoku technického lihu. S pouzitim sterilizacniho postupu 4 se
podatilo 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 nésledovand
30 sekundami v 70% etanolu je nejucinnéjsi metodu i ve srovndni s pouzitim roztoku HgCla,
avsak s vysokym podilem odumirani tkani explantatti z divoda poskozeni béhem sterilizace.
Ayele a Tefera (2018) dosahli pfi sterilizaci nodalnich explantatt Vanilla planifolia Andr. po
dobu 25 minut v 5% roztoku NaClO podobnych vysledka jako pfi vyuziti 0,5% roztoku
HgCl. Nabilah et al. (2013) jako nejucinnéj§i 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 dal§imi 5 minutami v 1,5% roztoku NaClO. Tato 20 % explatd. Zadny
z mnou testovanych sterilizacnich postupti nezpusobil o€ividnou nekrézu tkani kultivovanych
explantati. Na zakladé tohoto poznatku a dostupné literatury se lze domnivat, ze dalsi
navySeni koncentrace NaClO nebo etanolu, pfipadné doby, po kterou v nich jsou explantaty
sterilizovany, by mohlo vést k vyssi efektivité sterilizace.

I pfes 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 mize hrat roli pozice nodalniho explantatu na vyhonu
matetské rosliny. Hand a Reed (2011) a Hand et al. (2016) uvadéji, ze ¢im vyssi je u Corylus
avellana vzdéalenost nodu od apexu vyhonu, tim je vysSi riziko mikrobidlni kontaminace
zalozené kultury. Pfi sbéru rostlinného materidlu pro mé experimenty byly dostupné pouze
mladé vyhony s malym poctem nodl; nelze tedy zhodnotit vliv tohoto faktoru, ale studie
zabyvajici se timto tématem by mohly ptinést cenné informace.



8 Zavér

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

Nodalni kultury pro mikropropagaci byly uspésné zalozeny, ackoliv dosahovaly
nizsich vysledka v oblasti proliferace vyhona v porovnani s dostupnou literaturou. Pfesto ale
tyto experimenty potvrdily, Ze mikropropagace muze byt vyhovujici metodou mnozeni druhu
Murraya koenigii a ze slozeni kultivacniho média hraje velmi dilezitou roli pfi proliferaci
vyhoni. 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 vyhont, ale projevila potencial pro tvorbu kalusu. Tohoto
poznatku by se dalo vyuzit, jelikoz kalusové kultury jsou Casto vyuzivany pro produkci
sekundarnich rostlinnych metabolitd, které jsou nasledné vyuzivany ve farmaceutickém
prumyslu. Jako nejvhodnéjsi se pro tvorbu kalusu jevily média s vysokym obsahem
cytokininti, zejména BAP.

Dale bylo potvrzeno, ze povrchova sterilizace rostlinnych explantati Murraya koenigii
bez vyuziti HgCl> je mozna, ackoliv jeji efektivita je relativné nizka (maximalné 67 %
zalozenych kultury bylo aseptickych). Presto je ale mozné tento zpusob povrchové sterilizace
povazovat za mén¢ rizikovy, zejména z hledika bezpecnosti personalu, bezpecnosti potravin
a ochrany zivotniho prosttedi. Dalsi vyhodou této metody sterilizace je mozna financni spora
z divodu nizsich naklada na pofizeni a likvidaci NaClO a etanolu oproti HgCl.

Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné zalozit experimenty vét§iho rozsahu zameéfujici se
zejména na slozeni kultiva€nich médii, vliv pfitomnosti aktivntho uhli na kultury Murraya
koenigii a vliv orientace explantat( v kultivatnim médiu na proliferaci vyhonid. 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, pfipadné by mohly byt zafazeny
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-mdselna

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

SP: steriliza¢ni protokol

TDZ: thidiazuron



