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Mazev prace

Vliv 6-benzylaminopurinu a kyselin indol-3-maselné a 1-nafryloctové na tvorbu adventivnich prytd a ko-
fenil u Morus nigra L. v in vitro podminkach,

Mazev anglicky

Effect of 6-benzylaminopurine and indole-3-acetic acid and 1-naphthylacetic acid on in vitro propagation
of Maorus nigra L..

Cile prace

Vypracovani literdrni reserie — mnofeni Morus nigra L. pomoci in vitro metod. Vyhodnotit viiv
E-benzylaminopurinu a kyselin indol-3-maselné a 1-naftyloctové na rist explantdtd Morus nigra L.
Zaméfit 52 na rist kultur ve fazi multiplikace, zakofefiovani a pfesazeni do nesterilnich podminek.

Metodika

Fiskani literdrnich zdroj pro vypracovani literdrni rederse k in vitro péstovani rostlin, zvlasté se zaméfenim
na mnoeni Morus nigra L.

Falozeni kultury Morus nigra L v prostfedi in vitro a nasledns vyuZiti sterilni kultury pro vwhodnoceni viiva
pridavku 6-benzylaminopurinu (BAP) a kyselin indol-3-maselné (IBA) a 1-naftyloctove (MAA) v meédiich pro
multiplikaci a zakorefovani kultur.

Pfi sledovani vlivu auxind a cytokinind na in vitre kultury Morus nigra L., by mél byt zvlaté hodnocen viiv
létek na rist (délka, pofet) nové vzniklych prytl a kofend a na pfeiivani rostiinného materidlu (mortalitu)
na mediich, pfipadné pfi presazeni do ex vitro podminek.
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Abstrakt

V této préaci byl zjistovan vhodny postup pro objemovou mikropropagaci moruSovniku
¢erného (Morus nigra L.). Namnozeni kultury a multipilkace pryti probihala na MS
médiu s pridanymi vitaminy, sachar6zou a BAP v hodnotach od 0 do 6 mg.L™ po dobu
4 a 8 tydnu. Odrostlé pryty nasledné kofenily pii polovi¢ni koncentraci MS média
za pritomnosti fytohormoni IBA nebo NAA v koncentracich od 0 do 1,6 mg.L™ po dobu
8 tydni. Uspdsné kofenici rostlinky byly déle pieneseny do nesterilniho prostiedi
avysazeny do a) komer¢niho substratu, b) perlitu nebo ¢) kombinace raseliny, pisku
a perlitu v poméru 2:1:1. Tato metoda muze byt ucinné pouzita pro in vitro kultivaci
Morus nigra L. i v komerénim méfitku, kdy bude v kratké dobé mozné ziskat velké

mnozstvi kvalitnich rostlin za u¢elem dalsi vysadby.

Klicova slova
invitro; fytohormony; cytokininy; auxiny; moruSovnik cCerny; zakofeniovani;

mikropropagace; rhizogeneze
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Abstract

A rapid viable micropropagation protocol has been developed in the present work
for Morus nigra L. utilizing the readily available nodal explants growing on MS medium
containing vitamins, sacharosa and BAP 1mg.L™. Shoots multiplication phase ran
on same medium supplement with various concentrations of BAP inrange from
0to 6 mg.L™ for 4 plus 4 weeks. Elongated shoots were cultured for roots development
in half strenghth of MS medium separatelly combined from 0 to 1,6 mg.L™* NAA or IBA
concentrations in 8 weeks period. Micropropagated complete plants were later
transferred to different types of loam (A. peat moss:pearlite:sand inrate 2:1:1,
B. pearlite only, C. Soil only. This method can be effectively used for in vitro culture
of Morus nigra L. in commercial scale owing to its enhanced quality and reduce time

frame of grow.

Key words
in vitro; phytohormons; cytokinins; auxins; morus nigra; rooting; micropropagation;

rhizogenesis
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Seznam pouzitych zkratek

ADS
BA-6
BAP -6
BAP
CEP
IBA
KIN
MA

MI

MN

MS — medium
MT
NAA
RR
THPP

adenine sulfat
benzyladenin
benzylaminopuryn

benzylaminopurin

6-(3-methoxybenzylamino)purine-9-13-D-(6(3MeOBA)9CEP)

indolyl-3-méaselnd kyselina

Kinetin

Morus alba

Morus indica

Morus nigra
Murashige and Skoog medium (1962)
meta-topolin (3-hydroxybenzylaminopurin)
a-naftyloctova kyselina

egulator ristu

6-benzylamino-9-tetrahydrofuran-2-yl-purin
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Uvod

Legendami opiedena historie 0 vzniku prvniho hedvabného vlakna, datovand zhruba

do 26. stoleti pt.n.1., velice Uzce souvisi s objektem zkoumanym v této bakalarské praci.

Piemétem tohoto dokumentu bylo nejen teoretické dohledani, studium a citace
literarnich zdroju, ale i zisk&ni popisu jiz pouzitych metod a postupt péstovani rostlin
in vitro sméfovanych K moruSovnikiim a zaroven i praktické uplatnéni téchto postupt
Vv laboratofi, pfi ptipravé zivnych a zasobnich roztoku, aseptické prace v laminarnim

boxu, zisk a statistické zpracovani rastovych dat.

Cilem této prace bylo pokusné zjistit vliv cytokinintl @ auxinti na rist, multiplikaci prytt
arust kofenového systému morusovniku ¢Eerného, tento stav zachytit v datech
a na zaklad¢ statistiky formulovat zavéry, které fytohormony a v jakych koncentracich
jsou vhodné pro vegetativni mnozeni MN v invitro podminkach. Zamér této prace
spoc¢ival v ovéfeni vlivu vétstho nebo mensiho mnozstvi cytokininu 6-
benzylaminopurinu (BAP) v agarové pudé na rist a elongaci pryti explantati a podobné
ovérit ucinek auxinu, Kyseliny indol-3-maselné (IBA) a kyseliny 1-naftyloctové (NAA),
na rozvoj kofenovych systému rostlin ve sterilnim prostfedi. Zavérem tohoto praktika

se hodnotila vhodnost riznych typt substratti pro dalsi rist rostlin ex vitro.

Tato préce obsahuje tvodni literarni reSerSi S popisem a ekologickymi naroky
morusovnikil, principy rozmnozovani rostlin a detailné¢ se vénuje mikropropagaci,
véetné skuteénych postupti ziskanych studiem jinych praci, které se zabyvaji stejnou
tématikou. Statistické vysledky, jejich zavéry a porovnani s jinymi autory hodnoti uzité
postupy a navrhuji moznosti zlepSeni, ¢i jejich zmény, pro dalsi mozné testovani jinych
koncentraci, vzajemnych kombinci nebo odlisnych fytohormonu. V Uplném zavéru této
bakalaiské prace lze nalézt hodnoceni vysledkti zkoumani, s ohledem ke stanovenym
cilim anastin moznosti obmény nebo zmény fytohormoni zaucelem zisku dalsich
relevantnich udaj, které mohou nasmérovat budouci hledéni teoreticky vhodnych
modelt pro multiplikaci morusovniku ¢erného Vv in vitro podminkéach. Morusovniky jsou
ovocne stromy, kterych si lze cenit nejen pro své lahodné azdravé ovoce, ale také

pro jejich esteticky vzhled v zahradéach a parcich. Snad i popis morusovniku v této préaci
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alesponn Castené prispéje Kk propagaci této zajimavé dieviny abude pFinosem

pro stavajici nebo budouci majitele.
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1 Literarni ¢ast

1.1 Morfologie morusovnikii, morusovnik ¢erny

Morusovniky jsou pomalu rostouci opadavé ovocné stromy patiici do fadu ruzotvaré
(Rosales), ¢eledi morusovnikovité (Moraceae) a patii do stejného rodu jako fikovniky.
Dvanact druhtt morusovnikd je rozsifeno v mirném a subtropickém pasmu severni
polokoule od Asie ptes Ameriku az po Afriku (Mikuska, 2002). Morusovniky rostou
namirné kyselé az mirné¢ alkalické pud¢, Spatné snasi pudy piemokiené a nejsou
tolerantni k pidam zasolenym. Mirn¢ znec€isténé méstské ovzdusi nema zadny negativni
vliv na jejich rast, stromy snesou mirné mrazy, ale pro dobry rist a bohatou trodu ploda
potiebuji tepla, slunna achranéna stanovisté. MoruSovniky jsou rostliny velmi
variabilni, vyskytuji se ve formé stromu i kefd, ty dobfe snasi fez a Ize je tvarovat i jako
zivé ploty (Havlis, 2010). Tti nejzndméjsi stromové formy moruSovnikii jsou definovany
pifidavnym jménem barevnosti plodt, tedy jako morusovnik bily, Cerveny a Cerny.
Morugovnik bily (Morus alba L.) jepivodem zoblasti Ciny aKoreje, pozdgji
zdomacnél ve stfedni Asii a Vv oblasti Stfedozemniho mote a do stfedni Evropy zacal
pronikat az v 16. stoleti. Morusovnik ¢erveny (Morus rubra L.), ktery pochazi a roste
v severni Americe, je na rozdil odsvych ostatnich piibuznych dvoudomy a proto
jenutné péstovat jak sam¢i tak samiéi stromy. Svym habitusem je velmi podobny
morusovniku ¢ernému, jeho az 3 cm dlouh& plodenstvi maji tmavé purpurovou barvu
a chutnaji velmi sladce (Clinovishi, 2005). Morusovnik ¢erny (Morus nigra L.) pochazi
z oblasti dne$niho iranu a Afganistanu a jiz od starovéku se péstoval také Vv riznych
oblastech kolem Stfedozemniho mofe. Ruku v ruce srozkvétem oboru hedvabnictvi
v 18. stoleti se i v nasich zemich skokové zvysila vysadba morusovnikl z diivodu Cisté
ekonomickych, protoze jejich listy jsou potravou housenek Bource morusového
(Bombyx mori L.) a jeho zamotky poskytuji vlakna pravého hedvabi. Listy morusovnikt
proto byly sbirany a prodavany do umélych lihni tohoto no¢niho motyla, které byly
budovany pro pramyslové ucely textilni vyroby. Stromové formy morusovnikd dosahuji
podle Mikusky (2002) 8 az 12 metrti, podle Vétvicky (2012) 10 az 14 metrt a Sika
koruny dospé€lého stromu ma mezi 8 az 10 metry. Kmen MN se zacina vétvit ve vysce

1 az 1,5 metru, jeho kira je matné Seda s hnédou borkou, ktera byva hluboce zvrasnéna.

yar.

«0 Fakulta lesnicka
14 &‘E" a dievaiska



Kofenovy systém je bohaté rozvétven a jeho objem je stejny nebo vyssi nez objem
koruny stromu, ale zaroven neni uloZen piili§ hluboko v zemi a proto je pii kypieni pudy
v okoli ptiblizn¢ 10 m od paty stromu nutna vysoka mira obezietnosti. Kofeny MN jsou
na fyzické poskozeni velice citlivé asurovy zadsah do kofenového systému miva
zanasledek odumieni celého stromu (Mikuska, 2002). MN ma4 listy syté zelené, tuhé
s kratkym atlustym ftapikem, které jsou typické svou heterofolii. Sytézelena
az tmavozelena Cepel listu je Siroce vejCita, celistva nebo hluboce nepravidelné
vykrajovana a na rubu husté chlupata. Baze listti byva srd¢ité vykrojena s vroubkované
zubatym okrajem. Pied opadanim listy méni svoji barvu na zlutou (Orwa et al., 2009).
Protoze je MN rostlina jednodomma samosprasna, maji kvéty moruse velmi nenapadnou
rizovou barvu, protoze nemusi lakat opylovae ajeho kvétenstvim je jehnéda
(amendum). Strom kvete od kvétna do konce Eervence. Plody morusovniku jsou 2 az 4
cm protahld souplodi peckovicek, které se nazyvaji moruSe a pfipominji tmavé plody
ostruzin. Po UpIlném dozréni, v pribéhu 6 az 8tydni od oplozeni, ziskaji plody
moruSovniku tmavé fialové az ¢erné lesklou barvu, jejich chut je ptijemné sladka
s jemné pikantni ostrosti vitaminu C (Orwa etal., 2009). Také moruSovniky jsou
napadany hmyzem, houbami a bakteriemi. Jiz byl zminén no¢ni motyl Bourec morusovy
(Bombyx mori L.), ktery se zivi latexem obsazenym V listech, ty také napada Sviluska
chmelova (Tetranychus urticae C.L.Koch), zaroveii mohou byt morusovniky také
mezihostitelem larev Stitenky morusové (Pseudaulacaspis pentagon T.Tozzett)
(Biolib.cz, 2018). Tvrdé jadroveé dievo moruSovnika s vyraznou kresbou v Japonsku
pouziva firma Kakusui Kk vyrobé soudk natitinovy rum Ryoma (Kakusui, 2018)
a Vv Turecku se pouziva k vyrob¢ t€l hudebnich nastroji saz nebo darbuka (Orwa et al.,
2009). MN je strom s sirokou skalou pouziti. Jeho lahodné plody jsou okamzitym
zdrojem vitaminu C s protizanétlivymi uéinky dutiny Gstni a tonizujicim G¢inkem
na ledviny a mo¢ové cesty. Protoze plody morusovniku rychle podléhaji zkaze nelze
je dlouhodob¢ skladovat v surové formé, ale je mozné je po sklizni zpracovat na vino,
kompoty, marmelady, $tavy, samoziejmé je mozné je zamrazit nebo ususit a susené
dale zpracovat na sladkou mouku pro piipravu pokrmi. Nejen plody jsou lidskému
zdravi prospéSné. NasuSené a pozdéji svaiené listy jsou silnym pomocnikem
pfi nachlazeni, kofeny macerované Vv alkoholu pomahaji proti astmatu a hypertenzi

yar.
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(Spohn a Spohn, 2008) (Cibulka, 2003) (Dolejs etal., 1991). V Ceské republice
je v online databazi chranénych stromti AOPK CR dohledatelnych pouze 7 morusovniki
bez udani jména druhu, tedy binomického jména. Pamatné stromy jsou vV terénu
oznadeny tabulemi Smalym statnim znakem Ceské republiky atabulemi s textem
,pamatny strom“ nebo ,pamatné stromy“. VySky téchto morusovnikti se pohybuji
od 7 do 11 metri a obvody kmend od 158 do 428 cm. Nejstarsi v databdzi evidovany
morusSovnik roste Vobci OlSovec v Pardubickém kraji od roku 1829. Na mapovych
podkladech soukromého webového projektu Morusova zahrada, ktery od roku
2014 postupné mapuje vyskyt moruSovnikd mimo soukromé pozemky na celém Uzemi

CR, Ize aktualng nalézt 190 dospélych stromd s detaily jejich pozice (Lansky, 2014).

1.2 Vegetativni rozmnoZovani rostlin

Rozmnozovani rostlin se déli na pohlavni a nepohlavni. Pii pohlavnim rozmnoZovani
se vyviji novy jedinec z embrya, naopak pii nepohlavnim rozmnoZzovani nevznika novy
jedinec splynutim samcich a samicéich gamet, ale vznika z vegetativnich ¢asti mateiské
rostliny. Vegetativnim rozmnozovanim rostlin vznikaji klony, tedy skupiny genticky
shodnych jedinct vzniklych rozmnozenim z jediného organizmu. U mnoha rostlinnych
druhti je vegetativni rozmnozovani jedinou nebo pfevazujici formou, protoze
predstavuje nejrychlesi cestu daného taxonu obsadit urcité stanovisté (Salaja a Behova,
2006). Vegetativni rozmnozovani krytosemennych rostlin vychazi z jejich velké
regeneracni schopnosti zvané totipotence. U nékterych druht, zavleGenych mimo oblast
puvodniho roz$ifeni, mize byt tento zpisob rozmnoZovani jediny moZny, protoze
abiotické podminky novych stanovist nejsou vhodné pro kli¢ivost semen nebo
je divodem absence jedincti druhého pohlavi na novém stanovisti (Kincl et al., 2008).
Cilem vegetativniho rozmnozovani je udrzet kladné vlastnosti vyslechténych rostlin,
je zakladem péstovani také kulturnich plodin a ma §iroké uplatnéni. V zahradnické praxi
se pouzivaji Fizky stonkové (rybiz), kofenové (kien, ostruzinik) a listove (begonie).
Rizkovanim se mnozi i nékteré lesnicky vyznamnéjsi stromové dieviny, zejména topoly,
vrby, javory, fizky se obvykle odebiraji napodzim avzimé, kdy maji dostatek
zasobnich latek a zakofenit se nechavaji na jafe. Nékteré ovocné dieviny (liska, rybiz)

Ize snadno vegetativné mnozit hiizenim (Bischop a Sus, 1998) a tento postup popisuje
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u MN v okoli Pukance na Slovensku také Mikuska (2002). Pfi této technice se odstrani
¢ast kury na sklangjici se vétvi, kde se predpoklada budouci vyvoj kofent, ptichyti se do
mélké vyhloubené jamky a piekryje zeminou. Podle vyvoje kofent se vétev po dvou az
ttech letech oddéli od matefského stromu fezem. MN se rozmnozuje generativné
i vegetativné, ovsem v podminkach mirného pasma je generativni rozmnozovani podle
Mikusky problematické vzhledem k nizké kli¢ivosti semen, citlivosti semenacku vuéi
abiotickym podminkam (chlad, mrazy, nestaly vodni rezim), pomalému rustu a malé
snasenlivosti vaci piesazovani (Mikuska, 2002). Koyuncu (2004) uvéadi testovanou
kli¢ivost semen MN pii teploté 25°C 33% a po studené stratifikaci v trvani 100 dni se
hodnota kli¢ivosti zvysila na 88%. Generativni rozmnozovani morusovnikiti ve volné
ptirodé, kde jsou vhodné podminky pro kliceni, zajist'uji pfedevsim ptaci. Tém projdou
moruse travicim traktem, v ném semena Castecné stratifikuji a trusem se dostanou i1

mnoho kilometri od matetské rostliny (Koyuncu, 2004).

1.3 Kultivace rostlin in vitro a kultiva¢ni podminky

Pii vegetativnim rozmnozovani rostlin in vitro se zakladaji explantatové kultury rostlin
aprobiha asepticka kultivace izolovanych ¢asti rostlin  za umélych podminek.
Pro zalozeni explantatové kultury je tieba izolovat burky, pletiva nebo organy
a kultivovat je ve sterilnich podminkach tizeného prostredi, které mimo jiné zahrnuji
definovana kultivacni média, teplotu, vlhkost, kvalitu a kvantitu svétla. VSechny tyto
faktory vyznamné ovliviiuji prubéh kultivace, ale parametrd vstupujicich do tohoto
procesu je vice (Kovac, 1995). Protoze ¢ast ptirodnich podminek explantatu nahrazuje
kultivaéni médium, kde postupem ¢asu dochazi k postupnému poklesu obsahu Zivin,
které posléze mize omezovat rist explantatt, je nutné explantaty pravidelné pasazovat
na Cerstvé médium (Kovaé, 1995). Kromé kultiva¢niho média jsou dal§imi vlivnymi
Ciniteli péstovani intenzita a kvalita osvétleni, fotoperioda, teplota mistnosti nebo plynna

faze uzavieného kultivaéniho prostiedi (Prochazka a Sebéanek, 1997).

Invitro kultura je polouzavieny systém, ktery Vv aseptickam rezimu poskytuje Kyslik,
vodu, organické zdroje uhliku, Ziviny a regulatory rostlinného rastu piiregulované

teploté kultiva¢nich mistnosti.
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Vyhodou kultivace je, Ze jakakoli ¢ast donorové rostliny miize byt dopéstovana v novou
rostlinu a nejcastéji se ke kultivaci pouzivaji vegetativni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti
stonkd, listi nebo kofene, embrya, semena, spory i jednotlivé burnky. (Bischop a Sus,
1998). Dalsim pozitivem pii péstovani explantat in vitro jsou maly rozmér explantatu,
vysoky mnozitelsky koeficient, zkraceni mnozitelského cyklu ataké moznost
kontinualni préce i v obdobi vegeta¢niho klidu (Prknova, 2008). Parametry ovliviiujici
rast avyvoj explantatu délime naendogenni aexogenni. Endogenni faktory, které
muzeme dourCité miry ovlivnit, zahrnuji kvalitu donorové rostliny, tedy jeji
fyziologicky piipadné geneticky stav audrzeni sterility kultivace. K exogennim
faktorim, které jsme schopni zcela kontrolovat, patii slozeni zivného média a fyzikalni
faktory kultivace zahrnujici teplotu a osvétleni (RoOth, 2011). Vlastnosti svétla, které
nejvice ovliviluji rist avyvoj explantati jsou fotoperioda aintenzita osvétleni.
Fotoperioda, tedy ¢asovy pribéh stfidani svétla atmy, mavliv na morfogenezi
explantatti. VéEtSina rostlin potiebuje pro stimulaci rustové faze vyvoje 12 az 16 hodin
svétla denné, tato perioda se vSak lisi v zavislosti na rostlinném druhu (Bischop a Sus,
1998). Svételna intenzita neboli mnozstvi fotond obsazenych ve svételném zafeni, které
dopadne na explantat za urcity ¢as, se rovnd mnozstvi dodané svételné energie, ktera
ovlivituje vydatnost fotosyntézy, na které zavisi rast a vyvoj rostlin. Svételna intenzita
také ovliviuje vyvoj astavbu listu amnozstvi chlorofylu obsazeného V listech.
V kultivaénich mistnostech je svételnd intenzita poskytnutd zafivkami pomérné nizka
a explantaty proto listy obsahuji mensi koncentraci chlorofylu.. Kvili tomuto omezeni
nejsou explantaty schopny plné autotrofie anedostatek glukézy, kterd vznika
pti fotosyntéze, musi byt dorovnavan ptisunem energie V podobé cukrii obsazenych
v kultiva¢nich médiich (Kovac, 1995).

1.3.1 Kultivaéni média

Zékladem pro rust a vyvoj explantatovych kultur je uméle vytvoiené kultivaéni médium.
To je pro explantaty zdrojem minerélnich latek, tedy mikro a makroprvku, organickych
latek, predevsim cukri jako zdroje energie auhliku, dale vitamina a pridanych
fytohormonti (rustovych regulatort)). Mineralni latky, nezbytné pro rut rostlin, jsou
v médiu obsazeny ve formé soli. Ty obsahuji prvky makrobiogenni (N, P, K, Ca, Mg, S)
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amikrobiogenni  (Mn, Zn, B, Cu, Fe) (Sladky a Sebanek, 1988). Sacharidy jsou
pouzivany V kultiva¢nich médiich jako zdroj energie a vitaminy reprezentuje v agarové
pudé thiamin, pyridoxin aKkyselina nikotinova. VSechny mikroprvky, makroprvky,
vitaminy a rustove regulatory se vétSinou nepiidavaji do pfipravovaného média piimou
navazkou, ale pomoci zasobnich roztok (Kovac, 1995). Ruzna média maji rozdilna
slozeni prezentovand predev§im mnozstvim makro a mikroprvkid. Kromé casto
pouzivaného média MS (Murashige a Skoog, 1962) lze pouzit jiné, piikladné¢ SH
médium (Schenk a Hildebrandt, 1972), QL médium (Quoirin a Lepoivre, 1977), WPM
(LLoyd a McCown, 1980) nebo BTM (Chalupa, 1989) (Hradilik, 2005). Optimalni pH
agarové pudy je mirné kyselé v rozmezi 55 az5,8a muze byt regulovano ptidanim
zadsady ¢i kyseliny pii pripravé roztoku, dle pribézného méfeni pomoci pH metru
(Sladky a Sebanek, 1988). Zivna média lze piipravit jako pevna i tekutd. Tekuta Zivna
médida se obvykle pouzivaji pro kultivaci mikroorganismt na Petriho miskéach,
pro explantéty rostlin a jejich rast se média ztuzuji obvykle ptidanim agaru v mnozstvi
6 az 8 mg.L™, ale muze se lisit dle potieby konkrétni kultury, typu nebe vyrobce agaru.
Agar se musi dokonale rozpustit a proto se médium piivede k bodu varu v mikrovinné
troubg. Zivna média se bud’ nalévaji do vétsich nadob, které se uzaviou a autoklavuji,
nebo se médium naléva piimo do ban¢k a sklenic, nejlépe do zavafovacich nadobek
s pfiléhavym Sroubovacim uzavérem. Agarova Zivna plida se piimo V téchto nadobach
sterilizuje v autoklavu a provadi se po dobu 15-20 minut pti 121°C (Chalupa, 1989)
a po nasledném ochlazeni dojde k finalnimu ztuzeni média. Pro pasazovani se nasledné
nadobky oteviraji az v laminarnim flow boxu z dtivodi udrZzeni maximalné sterilniho
prostiedi péstovanych rostlin (Sladky a Sebanek, 1988). Mezi ristové regulatory
pouzivané pii Kultivaci in vitro patii auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova.
Jednotlivé druhy dievin a jejich explantaty maji pti kultivaci in vitro specifické naroky
na pfitomnost a koncentraci ristovych regulatord. Auxiny jsou nejdéle znamymi
rostlinnymi hormony (Prochazka a Sebanek, 1997) a prvnim znamym auxinem byla
kyselina indol-3-octovd (IAA), jako rustovy stimulator jiidentifikoval holandsky
chemik Kogel vroce 1934, pozdégji byly vrostlinych pletivech zjistény dalsi latky
auxinového typu, predevsim kyselina indol-3-maselna (IBA) a kyselina 4-chlorindol-3-
octova (4-CI-IAA). V laboratorni praxi se dnes cast&ji vyuzivaji auxiny syntetické,
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protoze jsou chemicky stalejsi ajsou tozejména kyselina a-naftyloctovd (NAA)
akyselina 2, 4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D ) (Lustinec a Zarsky, 2005). Pfitomnost
auxini je nutnd Vv kultivaénim médiu pro indukci kalusu. Rizné kombinace auxini
a cytokinini  Se vyuzivaji pro vyvolani organogeneze v organovych i kalusovych
kulturdch. Dale se pouzivaji pii indukci somatické embryogeneze a zakofenovani
in vitro. Pfti zakofefiovani regeneratii Se pouZzivaji nizké koncentrace IBA nebo NAA
(Prochazka a Sebanek, 1997), jejich &innost se pfi nizké koncentraci pod 10 mg.L™
zvySuje, v koncentraci nad 10 mg.L™ jiz pisobi jako inhibitory, protoze dochazi
K vy$§imu uvolhovanim etylenu (Hradilik, 2005). Cytokininy jsou rustové regulatory
amezi jejich Ginky patii stimulace bunétného dé€leni, potlaceni apikalni dominance
a stimulace rustu adventivnich pupent. Velmi ¢asto se v kultivaci in vitro pouzivaji 6 —
benzylaminopuryn (BAP), Kinetin a zeatin, ale jejich G¢innost snizuje pfili§ vysoka
teplota a jejich termalni optimum je kolem 21°C (Sedlédk a Paprstein, 2015). Slozeni
kultivaéniho média MS je v sekci “Piilohy” tohoto dokumentu.

1.3.2 Postup kultivace

1.3.2.1 Zakladani aseptické kultury

Této fazi predchazi selekce a ptiprava matetské rostliny pro odbér materialu, ktery bude
po dalsich piipravach zékladem péstované kultury. Uspéch odvozeni sterilni kultury
a rust zivotaschopnych explantati je ovliviiovan nejen roénim obdobim odbéru, ale také
zménami teplot, délkou dne, hladinou osvétleni a dostupnosti vody. Vsechny tyto
faktory stoji zazménami obsahu sacharidi, proteint arustovych latek Vv rostling
atim vyznamné ovliviiuji komfortni zénu rustu odebraného materialu (ROth, 2011),
proto je doporuceno material ziskat v obdobi vegeta¢niho klidu donorové rostliny.
Gogoi etal. (2016) odebrané vrcholové pupeny nejprve pod tekouci vodou ocistili
jemnym kartaCkem, nasledovala dvouminutova lazen v 2% roztoku Tween-
20 a pétiminutové odstfedovani pii frekvenci 100 Hz. Po trojitéem proplachnuti
destilovanou vodou byly pouzity 3 metody sterilizace povrchu, prvni byla kombinace
ponofenim materialu do 2% NaOCI po dobu 5 minut, poté do 0,1% HgCl, po do dobu

3 minut a nasledovalo ponoieni do 70% etanolu po dobu 1 minuty. Nasledné probéhla
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dalsi minutova lazen v destilované vodé aodstranéni krycich Supin pupeni
ve sterilizovaném prostiedi flowboxu. Attia etal. (2014) postupovali pii sterilizaci
povrchu odebranych pupenti podobnym zpusobem jako Gogoi etal. (2016) ovSem
jen kombinaci ponofeni materidlu do etanolu a po proplachnuti destilovanou vodou
do roztoku 0,5% NaClO. Také Pattnaik et al. (1996) pouzili podobnou metodu piipravy
materidlu jako Gogoi et al. (2016), ke sterilizaci povrchu vsak pouzili pouze ponofeni
pupeni do 0,1% roztoku HgCl,po dobu 10 minut a Sestinasobné oplachovani

destilovanou vodou.

Tabulka 1: Piehled pfipravki pouzivanych p¥i sterilizaci rostlinného materialu dle koncentrace

a doby pisobeni
ucinna latka chemicky vzorec koncentrace (%) doba piisobeni (min)
chlorid rtutnaty HgCl, 0,1-1 2-25
chlornan sodny NaClO 0,5-5 3-30
chlorid vapenaty CacCl, 4-5 5-30
dusi¢nan stéibrny AgNO; 1 5-30
peroxid vodiku H,0, 3-12 5-15
etanol C,HsOH 70 5
bromova voda Br, 1-2 2-10

Zdroj: (Hradilik 2005)

1.3.2.2 Proliferace explantatové kultury

V tomto stadiu je hlavnim tkolem namnozeni explantatu. Za opakovaného pasazovani
na Cerstvé médium Se zvySuje pocet explantatt v kultufe rostlinného materidlu. Proces
je ukonéen tehdy, kdy bylo dosazeno Zzadaného poctu prytd, bunék, embryi nebo
kotinkd. Diferenciace bunék mize probihat formou stimulace tvorby prytkd, tvorby
adventivnich prytd nebo somatickou embryogenezi (Kovac, 1995). Po zisku
dostate¢ného mnozstvi prytd zaéinaji programové zkousky predem definovanych

fytohormont a jejich koncentraci na rist a multiplikaci prytu.

Gogoi etal. (2016) i Attia etal. (2014) v této fazi pouzili MS médium doplnéné
02mg.L™" glycinu, 100 mg.L™ myo-inositolu, 0,5 mg.L™ niconitic acidu, 0,5 mg.L™
pyridoxinu, 0,1 mg.L™ thiaminu, 30 g.L™ sacharézy a 8 g.L* agaru a kultivace probihala
v kultivaéni mistnosti pii teploté 25-26°C bez pridaného fytohormonu BAP, Pattnaik et
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al. (1996) postupovali stejnym zptsobem, ale mnozstvi dodané sacharézy do agarové
piidy bylo 20 mg.L™. Proliferace explantatd podle Pattnaik et al. (1996) probihala na MS
médiu s pfidanymi fytohormony V rizné koncentraci avzajemné kombinaci, BAP
0,25az 5mg.L™", Kn 025az5mg.L" a GA;0,2 az 0,3mg.L™" pri teplotd kultiva¢ni
mistnosti 25°C. Anis et al. (2003) pouzili pro kombinaci multiplikaci prytd Morus alba
MS médium s piidanim BAP a NAA s koncentraci 0,5 az 3 mg.L™, Mehbooba et al.
(2011) pak BAP v kombinaci s Kn pro rast, pro multiplikaci pryta pak na MS médiu

pouze BAP v koncentraci 0 az 5,5 mg.L™.

1.3.2.3 Zakorenovani in vitro

V pribéhu tohoto stadia pryty zakofenuji. Na zacatku faze zakofenovani je potieba
explantaty prepasazovat na kultivaéni médium, které neobsahuje cytokininy, protoze ty
mohou rast kofend inhibovat v zavislosti na vétsi mife tvorby kalusu, ze kterého
se kotinky odlamuji. Dalsi faktory ovlivitujici uspéSné zakofenéni explantatu jsou svétlo,
teplota, makroelementy, mikroelementy a organické komponenty obsazené v médiu.
Tvorbu kofenit muiizeme stimulovat pfepasazovanim na médium obsahujici auxiny.
U nékterych druhti je nutné auxiny aplikovat po cely pribéh zakofenovani, na nékteré
druhy vSak po indukci tvorby kotfenti miize dalsi pfitomnost auxinu pfi zakofenovani
pusobit negativné a inhibovat rust kofent., zakofenovani je také zavislé nadruhu
pouzitého média (Kovac, 1995). Pokud je explantat kultivovan na pevném médiu,
obsazeny agar muze zpusobit Spatnou aeraci média a tim nezadouci redukci kofenovych
vlaska (Hradilik, 2005). Medkova (2013) pouzila pii zakotenovani MN piidané rizné
druhy fytohormoni o jediné koncentraci v hodnoté 1 mg.L™ THHP, CEP, MT, BAP
na WPN médiu, kde testovala jen rozdily mezi cytokininy. Zakofenovani morus
australis v praci Pattnaik et al. (1996) probihalo na MS médiu s pfidanim TAA, IBA,
IPA, NAA v koncentracich od 0,25 az 2,0 .L™ adodanou sacharézou 20 g.L™. Anis
et al. (2003) pro zakofenovani morus alba pouzili MS médium s pfidanim auxinia IBA
aNAA vkoncentrahci 0,5a22,0 mg.L?. Mehbooba etal. (2011), pouzili
pro zakofefiovani MN opé&t médium MS s pfidanim IAA 05 a 1 mg.L™", IBA 2 a3
mg.L™" nebo 0,5az 1,7 mg.L™.
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1.3.2.4 Prenos do ex vitro a aklimatizace

Toto stadium jako jediné probihd v nesterilnich podminkéach. Explantaty se odebiraji
z kultiva¢nich médii a nechavaji se zakofeniovat vV umélych substratech. Tyto substraty
by mély byt slabé kyselé az neutralni, mit vysokou vodni kapacitu a mély by zajistovat
dostate¢nou aeraci kotent. Pfed piesazenim do substrdtu je dulezité koteny diukladné
oplachnout od zbytkl zivného média, aby se minimalizovalo nebezpec¢i kontaminace.
Odtud nastava faze aklimatizce rostliny na zménéné podminky prostiedi, zivotniho
prostoru, snizenou vzduSnou vlhkost a pfechod naautotrofni zpiisob vyzivy.
Pro rostlinny organismus to znamend, ze uz dale nebude cerpat uhlik ze sacharézy
obsazené V zivném kultivaénim médiu, ale musi jej ziskat procesem fotosyntézy ze
vzdusného oxidu uhli¢itého. Tento narocny piechod z heterotrofie na autotrofii trva delsi
dobu kvili fotosyntetické nefunkénosti puvodnich listd. (Kovaé, 1995). Rostlina je
vyuzivéa spiSe jako zasobni organy poskytujici organické latky pro rist novych listd,
které uz budou schopny samostatné fotosyntetizovat a regulovat osmozu bunék (Roéth,
2011).

Mehbooba et al. (2011) pted pienosem rostlinky MN oplachovali pod tekouci vodou
za uCelem promyti kofinkd od zbytkd agarové pudy, nasledovalo 10 minutové maceni
v 0,05% fungicidu Baveston. Rostlinky pfenaseli do plastovych kvétinacka
naplnénych vermikulitem nebo smési raseliny a pisku v poméru 1:1. Pak byly denné
zalévany vodou a MS médiem v poméru 1:1. Pattnaik et al. (1996) rostliny morus
australis pouze oplachli pod tekouci vodou, ptenesli do autoklavovaného substratu
Vv kvétinaceich o priméru 5 cm v uzavieném boxu s 80% vlhkosti a udrzované teploté
25+1°C a priibézné zalévali destilovanou vodou a MS médiem v poméru 8:1. Anis et al.

(2003) postupovali stejnym zptisobem a dokladaji mortalitu 10% v prubéhu 2 tydnu.
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2 Metodika a material

2.1 Material a sterilizace kultury

Material pro tuto praci byl odebran vroce 2014 z MN rostouci v brnénské botanické
zahradé¢ a hlavnim cilem bylo ziskat sterilni kulturu, proto bylo provedeno povrchové
oSetfeni ziskaného materialu k redukci po¢tu mikroorganismua a pevnych ¢astic na jejim
povrchu omytim v roztoku destilované vody asmacedla Tween 20, 2-3 kapkami
v 200 ml H,0, poté nasledovalo promyti vodou pro smyti smacedla a drobnych ¢astic.
Pak byl material ponotfen po dobu 10 minut do 0,05 % steriliza¢niho roztoku chloridu
rtutnatého (HgCly) a nékolikrat proplachnut destilovanou vodou ve sterilnim prostiedi
flowboxu. Nasledovaly cyklické piipravy zakladniho MS média doplnéného vitaminy
2mg.L™? glycinu, 100 mg.L™ myo-inositolu, 0,5mg.L™ niconitic acidu, 0,5 mg.L™
pyridoxinu, 0,1 mg.L™ thiaminu, 30 g.L™ sacharézy a BAP v koncentraci 1 mg.L™, které
slouzilo pro masivni namnozeni explantati potiebnych pro planované testy. Pro fixaci
pH média na hodnoté 5,7 az 5,8 bylo pouzito KOH nebo krystalky kyseliny citronové.
Pro utuzeni média bylo do hotové smési piidano 6 g.L™ agaru (Krulich s.r.0). Déle byla
sm&s piivedena kvaru Vv mikrovinné troub¢, abyseagar dokonale rozpustil,
a nasledovalo postupné rozlévani média pocca 30 ml do sklenic od détské vyzivy
0 objemu 200 ml. Sklenice byly uzavieny hlinikovou f6lii a sterilizovany v autoklavu
Sanyo pii 121°C a tlaku 110 kPa po dobu 15 minut. Repasazovani explantati na Serstvé
medium probihalo po uplynuti pfiblizné doby jednoho mésice z divodu vycerpani
zasobnich latek rostlinkami v agarové pude. Timto postupem byl ziskan dostatecny
pocet rostlin pro nasledny soubor testd. Testy multiplikace prytt probihaly opét na MS
médiu s pridanim pfedem definovanych koncentraci BAP vrozsahu 0 az 6 mg.L™
Pro multiplikaci prytt v délce trvani 4 a 8 tydnt bylo ptipraveno 20 explantata v kazdé
koncentraci BAP pro primarni test a stejné velky byl i kontrolni vzorek. Po 4 tydnech
byly zaznamenany hodnoty délky, poc¢tu novych prytt, barvy listl, mnozstvi kalusu,
vitrifikace, mortalita a rostlinky byly ptesazeny na ¢erstvé médium o stejné koncentraci

MS s BAP apo dalsich 4 tydnech byly opét zapsany sledované hodnoty do tabulek.
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Celkové délka testu multiplikace tedy ¢inila 8 tydnt pro 40 rostlin v kazdé koncentraci
BAP. Tento test probihal v definovanych kultiva¢nich podminkach ( kapitola 2.4)

2.2 Korenéni

Testy kotfenéni probihaly s pfidanim pfedem definovanych koncentraci IBA a NAA
v rozsahu 0-1,6 mg.L'lna polovi¢ni koncentraci MS média véetné pridanych vitamint
a sachardzy, ale jiz bez ucasti fytohormonu BAP. Polovi¢ni koncentrace MS média byla
pouzita pro stresovani explantati ak nucené tvorb¢é kofinki. IBA aNAA sev
definovanych koncentracich testovala v délce trvani 8 tydna pro minimalné 20 rostlinek
primarniho a 20 rostlinek kontrolniho vzorku. Tento test probihal po dobu 8 tydnt
bez ptesazovani na erstvé médium Vv definovanych kultivacnich podminkach ( kapitola

2.4).

2.3 Prevod ex vitro

Explantadty s vyvinutymi koteny byly poté pievedeny do podminek ex vitro,
do plastovych kvétinacka s nesterilnim substratem. Cast materialu se vysazovala
do cistého perlitu, dalsi do komer¢niho substratu (Gramoflor GmbH&Co.Kg, Némécko)
ve kterém byly pfidiny spory mykorhiznich hub (+MQO) a¢ast do vlastniho
namixovaného substratu, ktery seskladal zraSeliny, pisku aperlitu v poméru
2:1:1. Perlit je lehkda, zrnitd, porovita hmota bilé nebo Sedobilé barvy, vyrabéna
tepelnym zpracovanim amorfniho kiemicitanu hlinitého A;Si,Os(OH),; sope¢ného
pavodu, ktery patii ke kyselym vulkanickym sklim obdobné jako obsidian, smolek
a pemza, od kterych se lisi obsahem chemicky vé&zané vody. Tepelnym zpracovanim
(expandaci) pfti teplotdch 900-1300°C vznikne produkt ve formé drobnych dutych
kulicek rtznych velikosti. Prvotni aklimatizace navnéjsi podminky probihala

v plastovych minisklenikach v definovanych kultiva¢nich podminkéach ( kapitola 2.4).
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2.4 Kultivacni podminky

Vsechny testy rustu in vitro kultur a kofenéni ex vitro probihaly v kultiva¢ni mistnosti
s fizenou teplotou 22° C + 2° a fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Svételnym
zdrojem byly zativky typu studené denni svétlo firmy Philips, typ Master TL-D Super s
kodem barvy 865-6500 Kelvint, piikonem 36W, svételnym tokem 3250 lument

a hustot& proudu fotont 35-40 pmol'm?s ™.

2.5 Statistické hodnoceni

Statisticka data nasbirand v pribéhu testd byla pro ucely jednoduchych tabulek a grafa
do textu zpracovdna Vv Excelu, pro ptehledné zobrazeni pramérd vySek rostlin,
délek/poctu kotfenii a po¢tu novych pryta vzhledem k sledovanym ¢asovym tusekim.
Pokrocilé analyzy dat, tedy porovnavani statistickych vysledki mezi koncentracemi
BAP, IBA, NAA, jejich casové osy, barevnosti listil listd byly zpracovany pomoci
tabulek analyzy rozptylu a modulu homogennich skupin v programu R. Program R
je matematicky software specializovany na statistiku, jeho piednosti je piedevsim
testovani hypotéz, vypocet analyzy rozptylu, Weibullovo a Studentovo rozdélelni,
vykreslovéni 2 a 3-D grafi. Vystupy z tohoto programu byl v nasem piipadé krabicovy
graf, Ciselna analyza rozptylu atabulka homogennich skupin. Analyza rozptylu
porovnavala testovaci a kontrolni vzorky na hladiné vyznamnosti 0,05 dle Studentova
rozdéleni. Tabulka homogennich skupin sleduje nevyznamné nebo naopak vyznamne
odchylky namétenych hodnot jednotlivych koncentraci a sklada je jako ¢leny do skupin
velmi podobnych vlastnosti. Dalsi tabulky a grafy byly na zakladé sbéru dat zpracovany
v Microsoft Excel, ktery je soucasti Microsoft Office Standard 2010. V protokolech
rastu a multiplikace pryti byly zaznamenavany hodnoty nasledujicich parametrt: pocet
tydnt, Cislo kontrolni skupiny, koncentrace BAP, vyska explantatu, pocet novych
prytkd, vitrifikace, velikost vzniklého kalusu, barva listu/listii explantatu, délka a pocet
kotinkd. V protokolech kofenéni byly zaznamenany hodnoty nasledujicich parametrti:

pocet tydnt, Cislo kontrolni skupiny, koncentrace IBA/NAA, déelka a pocet kotfink.
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3 Vysledky

3.1 Riist a multiplikace pryti

Analyzou

rozptylu mezi testovacim akontrolnim vzorkem explantati pfirastu

a multiplikaci pryt nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti

0,05 (Studentav test) a lIze tvrdit, ze oba vzorky vykazuji stejné ¢i zanedbatelné rozdilné

hodnoty zjisténych parametru.

Tabulka 2: Vysledné méfeni primérné vysky, vitrifikace a kalusu

BAP | @ vysky, @ pocet @ vysky, @ pocet % %
mg.L" | 4 tydny novych 8 tydnu novych vitrifika | kalus,

! prytu, prytu, ce, 8 tydnti

4 tydny 8 tydny 8 tydnu

0,0 1,42d+0,24 | 1,60f+0,18 | 1,57f £0,3 2,24+ 0,21 4.4 6,6
0,5 1,61c+0,49 | 2,69d+0,26 |2,67e £0,62 | 6,11b+0,28 2,7 0
1,0 1,82b+0,65 | 3,28a+0,26 |3,34a £0,93 | 5,08e + 0,37 15,5 13,7
2,0 1,90a+ 0,47 | 3,23b+0,29 |3,32b +0,67 | 5,10d + 0,24 8,3 13,1
4,0 1,28f+0,81 | 2.65e+0,18 |3,00c +£1,04 | 6,28a+ 0,27 25 15
6,0 1,34e+0,89 | 2,95c+0,19 |[2,69d +143 | 5,95c+0,21 38,1 50
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3.5

4 tydny

8 tydn(

——Trend 4 tydny

=Trend 8 tydnl

Graf 1: Priomérné vysky rostlinek na riiznych koncentracich BAP ve sledovanych obdobich

Zdroj: vlastni zdroj

Graf 2: Primérné vysky rostlinek na riznych koncentracich BAP po 8 tydnech

Zdroj: statisticky program R
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Tabulka 3: Homogenni skupiny méfeni pramérné vysky Vv intervalech tydni: 0-4, 4-8, 0-8

4 1.29 | 0 -0.23 I 0 1.6 |

& 1.34 | 0.5 1.04 | 4 2_62 |
0 1.42 | 3 1.28 I I Jo.5 =2.e9 |
0.5 1.61 | 1.41 ([ | 5 2.85 |
1 1.82 | 1 1.52 | | 2 a.23 |
2 1.5 NI E 1.6% N | I 3.29 |

Zdroj: statisticky program R

V tabulce homogennich skupin byl rast rostlin Vv intervalu mezi nultym a ¢tvrtym
tydnem pozitivnd hodnocen ve skupingé BAP 0,5/1/2 mg.L™?, v intervalu mezi &tvrtym
a osmym tydnem byl pozitivn& hodnocen ve skuping BAP 1/2/4/6 mg.L™ a mezi nultym
a osmym tydnem, tedy v délce trvani celého testu, byl pozitivné hodnocen ve skupiné
BAP 0,5/1/2/4/6 mg.L™. Lze tvrdit, Ze mezi ¢leny posledni zmin&né skupiny nelze uréit
vyznamné statistické rozdily, vSechny vsSak vykazuji kvalitativné lepsi podminky pro

rist rostlin nez BAP 0 mg.L™.

Zavérem statistickych vysledkd lze pro opakovani rustu rostlin v in vitro podminkach
doporugit pouziti MS média s pfidanim BAP v koncentraci 2 mg.L™ vzhledem k nizké
vitrifikaci a tvorby kalusu nez u BAP 1 mg.L™.

yar.

«0 Fakulta lesnicka
29 &‘E" a dievaiska



4 tydny
8 tydn(
=Trend 4 tydny
=—Trend 8 tydn(

Graf 3: Priumérny pocet novych prytki na riznych koncentracich BAP ve sledovanych obdobich

Zdroj: vlastni zdroj
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Graf 4: Primérny pocet prytki na riaznych koncentracich BAP po 8 tydnech

Zdroj: statisticky program R

Tabulka 4: Homogenni skupiny primérny pocet pryta Vv intervalech tydni: 0-4, 4-8, 0-8
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Zdroj: statisticky program R

V tabulce homogennich skupin byla multiplikace prytd Vv intervalu mezi nultym
a &tvrtym tydnem pozitivng hodnocena skupina BAP 0,5/1/2/6 mg.L™, v intervalu mezi
&tvrtym a osmym tydnem byla pozitivng hodnocena skupina BAP 0,5/4/6 mg.L™, ktera
vykazovala lepsi parametry nez skupina BAP 1 a 2 mg.™, v hodnoceni multiplikace mezi
nultym a osmym tydnem byla pozitivné hodnocena skupina opét celd skupina BAP
0,5/1/2/4/6 mg.L™. Lze tedy tvrdit, Ze mezi Eleny posledni zminéné skupiny nelze uréit
vyznamné statistické rozdily, vSechny vSak vykazuji kvalitativné lepsi podminky

pro multiplikaci, nez BAP 0 mg.L™.

Zéavérem statistickych vysledkd lze pro multipliaci pryti MN v invitro podminkéch

doporugit pouziti MS média s pridanim BAP v koncentraci 4 mg.L™.

T v
. -

Obréazek 1: Multiplikace pryti po 8 tydnech
Zdroj: vlastni zdroj
& Fakulta lesnicka
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3.2 Analyza barvy listi

1

32

4

5

7

Graf 5: Analyza zastoupenosti definované barvy listi po 8 tydnech,

1=svétlezelena,2=zelena,3=tmavézelena,4=hnédozelena,5=svétlehnéda,6=hnéda,7=tmavéhnéda

Zdroj: statistiky program R
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Graf 6: Analyza zastoupenosti barev list po 8 tydnech
Zdroj: vlastni zdroj
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Graf 7: Analyza zastoupeni svétlezelené barvy listii po 8 tydnech p¥i riznych koncentracich BAP

Zdroj: vlastni zdroj

Okularni pozorovani zbarveni listt vypovida 0 mnozstvi chlorofylu v nich obsazeném,
tedy o fotosyntetické aktivité rostliny a zaroven o jejim zdravotnim stavu a vitalité

Zajimavé na analyze svétlezelené barvy listi je, ze koresponduje s grafem pramérné

Ceska zemidélskd univerzita

avPraze
L Fakulta lesnicka
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vysky rostlin po 8 tydnech s ptidanym BAP (Graf 1) a lze tedy tvrdit, Ze pozitivni
vySkovy prubéh ristu je pfimo umérny pfirozené svétlezelené barvé mladych listd

rostlin.

3.3 Zakorenovani

V nésledujicich tabulkach a grafech jsou zaznamenany primérné hodnoty poc¢tu a délky
kofinkd po 8 tydnech ristu na poloviéni koncentraci MS s fytohormony IBA/NAA
v koncentracich 0,0/0,2/0,4/0,8/1,6 mg.L™.

Analyzou rozptylu bylo potvrzeno, Ze mezi testovacimi a kontrolnimi vzorky IBA/NAA
nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti 0,05 a Ize tvrdit, Ze oba

vzorky vykazuji stejné ¢i velmi podobné hodnoty zjisténych parametri.

Tabulka 5: Primérny pocet a délka kofinki po 8 tydnech s IBA

Koncentrace Primérny pocet | Primérna délka | Pocet rostlin | % UspéSnost
IBA mg.L™ kotinkl kotinka ze 40ti kotfenéni
0 1.0e 1.0e 4.0 10
0.2 3.7d 6.7d 24 60
0.4 4.2c 8.5a 18 45
0.8 7.3a 7.5b 7 17.5
1.6 4.7b 6.8c 10 25

Zdroj: vlastni zdroj

Tabulka 6: Pramérny podet a délka koiinki po 8 tydnech s NAA

Koncentrace Priméry pocet | Primérna délka | Pocet rostlin | % uspésnost
NAA mg.L™? kotinkll kotinkll ze 40ti kotenéni
0 1.0e 1.0e 4 10
0.2 3.6¢ 6.1c 7 17.5
0.4 3.7b 8.1a 13 325
0.8 5.6a 7.9b 9 22.5
1.6 4.0d 3.2d 3 7.5

34

Zdroj: vlastni zdroj
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Graf 8: Primérna délka korinkd v cm (0sa y) po 8 tydnech s IBA/NAA (osa x)

Zdroj: vlastni zdroj
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Graf 9: Primérny pocet korinki (0sa y) po 8 tydnech s IBA/NAA (o0sa X)

Zdroj: vlastni zdroj
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Tabulka 7: Homogenni skupiny délky kofenit a jejich poet na %2 MS médiu s IBA

0 0.9 | 0 1 |
0.2 26.88 | 0.2 3.67 |
1.6 328.9 [ ]| 0.4 4.2Z2 |
0.4 38.94 | 1.6 4.7 Il
0.8 57.43 ||| e-8 7-23 |

Zdroj: statisticky program R

Tabulka 8: Homogenni skupiny délky koient a jejich poéet na %2 MS médiu s NAA

0 0.9 | 0 1 |
1.6 13.33 ] 0.2 3.57 |
0.2 24.57 | 1.6 4 |
0.8 42.44 | 0.8 5.56 I
0.4 43.03 | 0.4 5.67 |

Zdroj: statisticky program R

V tabulce homogennich skupin pro délku kofinkt byla pozitivné hodnocena skupina
IBA 0,4/0,8/1,6 mg.L™" a skupina NAA 0,2/0,4/0,8/1,6 mg.L™

V tabulce homogennich skupin pro poéty kofinkti byla pozitivné hodnocena skupina
IBA 0,8/1,6 mg.L™" a skupina NAA 0,2/0,4/0,8/1,6 mg.L™

Zaveérem statistickych vysledkt Ize pro opakované kofenéni MN doporucit pouziti
poloviéni koncentrace MS média s pfidanim IBA 0,4 mg.L™" vzhledem k délce/potu

kotinktli a uspésnosti kotfenéni.
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Obrazek 2: Koienéni s IBA/NAA po 8 tydnech

Zdroj: vlastni zdroj

3.4 Prevod do ex vitro, aklimatizace

Explantaty s vyvinutymi koteny byly vyjmuty ze sterilnich podminek sklenic, oSetfeny
v roztoku destilované vody a hypermanganu a po zkraceni kofinkd nacca 2 cm byly
zasazeny V plastovych kvétinacich s nesterilnim substratem. Prvni substrat se skladal
z raseliny, pisku aperlitu v poméru 2:1:1 (mix), druhy byl komer¢ni zahradnicky
substrat Gramfor specialni smés atieti Cisty perlit, aklimatizace nasledné probihala

v plastovych minisklenicich, které udrzuji stalou vlhkost.

Tabulka 9: Zakladni tabulka pievodu do ex vitro

Substrat % Uspésnost Pocet Primérné vyska Primérné vyska
preziti 8 tydni | rostlin po 8 tydnech po 4 tydnech
Komer¢ni
. 100 18 |10a 6.1a
substrat
Perlit 100 15|4.5b 3.4c
Mix 56 13|4.1c 3.7b

Zdroj: vlastni zdroj
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Tabulka 10: Tabulka vybérového méfeni a vaZeni nadzemni a pozemni ¢ati rostlin po 8 tydnech

rostoucich na riiznych substratech

Perlit4 |Perlit8 |Substrat 4 |Substrat | Mix 4
tydny  [tydna  |tydny 8 tydni | tydny
Délka korenové Casti 10.5 18.5 7.5 15 13
Délka nadzemni ¢asti 3.5 8.5 7.5 14 55
Vaha Cerstva rostl.celkem (g) 1.36 1.82 2.35 4.05 2.08
Vaha Cerstvé kofenové Casti
(9) 0.48 1.09 1.12 2.03 1.09
Vaha Cerstvé nadzemni Casti
(9) 0.86 0.8 1.19 1.98 0.92
Vaha suSiny celkem (g) 1.02 1.77 1.91 3.46 1.7
Vaha sus$iny kotfenové ¢asti (g) 0.39 0.89 1.1 1.87 0.86
Viha suSiny nadzemni ¢asti (g) 0.63 0.88 0.81 1.59 0.84

Jako vhodny materidl pro pfenos rostlin MN do ex vitro podminek lze doporucit
komeréni substrat i perlit, kde bylo dosazeno 100% pieziti rostlin po pfesazeni ve
sledované dobé 4 tydnu. V substratu tvofeného mixem raSeliny, pisku a perlitu byla

uspéSnost preZiti rostlin pouze 56% a rostlinky viditelné neprospivali oproti €istému

perlitu a komerénimu substratu.

Zdroj: vlastni zdroj

Z tabulek Ize dale konstatovat, ze v komerénim substratu se celkem linearné rozviji

kofenovy i nadzemni systém, ale u rostlin v perlitu byl po 4. tydnu pomér mezi

nadzemni ¢asti a kofinky 3:2. Po 8. tydnu se pomér skokoveé zménil na ocekavany pomér

1:1, dle hodnot zjisténych u ostatnich dvou substrati, mezi 4 a 8 tydnem tedy probéhlo

vyrazné rozsiteni kofenového systému rostliny na perlitu.
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Obréazek 3: Pievod kultury na perlit a komeréni substrat. Srovnanim prvni fotografie ihned

7 vz

po zasazeni a druhé po 8 tydnech Ize vidét rychlejsi rist nadzemni &asti rostlinek na komerénim

substratu

Zdroj: Vlastni zdroj
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Obrézek 4: Prevod kultury na perlit a komer¢ni substrat. Vlevo koienovy systém MN na perlitu a

vpravo na komer¢énim substratu po 8 tydnech.

Zdroj: Vlastni zdroj
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4 Diskuze

Zavérem statistickych vysledkd lze pro opakovani rastu rostlin - MN v in vitro
podminkéach doporugit pouziti MS médium s pfidanim BAP v koncentraci 2 mg.L™ a

pro multipliaci pryti MS média s pfidanim BAP v koncentraci 4 mg.L™.

Attia et al.(2014) zaznamenali v prab¢hu 4 tydnt nejvyssi Uspésnost multiplikace pryti
Morus alba na MS médiu s piidanim BAP 2 mg.L™. V tomto &asovém horizontu se tedy
vysledky shoduji a Ize potvrdit uspé$nou multiplikaci prytd na MS médiu s pfidanim
BAP 1a2mg.L™ Po 8 tydnu sice vyskovy graf upfednostiiuje opét BAP 2 a4 mg.L™,
Mehbooba etal. (2011) byl prorist MN nejvhodngjsi koncentrace BAP 5 mg.L™
a pro multiplikacci prytd BAP 1,5 mg.L™. Srovnénim statistiky s vysledky prace Gogoie
etal. (2016) u morus indica lze zjistit, ze hodnoty primérné délky jsou u BAP 1la
2mg.L? srovnatelé a vyznamngjsi rozdil délek, 4 cm versus 2,7 cm nastalo u
koncentrace BAP 0,5 mg.L™. Mehbooba et al. (2011) na rozdil od vysledki této prace
preferuje pro MN koncentrace BAP 0,5/1/2,5mg.L™" jak z hlediska procentudlni
uspésnosti multiplikace, tak z primérnych pocéti adélek pryti. Medkova (2013)
doporucuje k multiplikaci prytt MN WPM médium s cytokininem MT v koncentraci
1mg.L™

V této praci byly srovnavany ucinky cytokinini IBA a NAA na zakofenovani MN
vinvitro podminkdch. Mefitelné hodnoty byly pribézné zapisovany, zdat byly
vytvofeny tabulky agrafy znazoriiujici vyvoj kofenového systému. Zavérem
statistickych vysledku Ize pro kofenéni MN doporudit pouziti poloviéni koncentraci MS
média s pfidanim IBA 0,4 mg.L™. Pfidan4 koncentrace NAA 0,4 mg.L™ sice dosahuje
podobné délky kotinku, ale jen polovinu poctu, ktery vznikne s auxinem IBA. Medkova
(2013) pouzila pro zakotenovani MN pfidané rtizné druhy fytohormont THHP, CEP,
MT, BAP o jednotné koncentraci 1 mg.L™ na médiu WPN. Nejlépe kofenici explantaty
byly zaznamenany s pouzitim CEP 1 mg.L™ a jako nejmén& vhodny byl vyhodnocen

BAP, coz je logické, protoze ten se pouziva pro stimulaci rlstu a vétveni pryti a muize

s,
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potlacovat vliv auxint. Attia et al. (2014) popisoval kofenéni explantati na MS médiu
s piidanim IBA a ze statistiky vyplyva, e koncentrace 2 mg.L™" IBA u morus alba byla
hodnocena jako nejlepsi z hlediska pramérného poc¢tu 14 kofinka na rostlinu tak 70%
uspésnosti kotfenéni. Statistiské vysledky kofenéni MN v dokumentu od Mehbooba et al.
(2011) pro koncentrace IBA 2 a3 mg.L™ jsou velmi podobné vysledkiim s koncentraci
IBA 1,6 mg.L™' vtéto préaci, alesmensi procentualni hodnotou poctu kotinki
na rostlinu, ktera u MN vysla az jako tfeti nejlepSi moznost. Jako nejlepsi volbu pro
kofenéni morus indica piedkladaji Gogoi etal. (2016) poloviéni koncentraci MS
s pfidanim AC 5 g.L spole¢né s NAA 0,5 mg.L™ s vysledkem priméru délky kofinkd

3,07 cm a prumérem kofenti na rostlinu 21,11 cm.

Pii analyze barvy listd lze najit korelaci mezi vySkou a okularné pozorovanymi
zdravymi svétlezelenymi listy rostlinek. Takové srovnani jsem V dalSich dokumentech
mikropropagace nenalezl, Marcotrigiano et al. (1990) se zabyvali zjistovanim a slovnim
popisem rozdili mezi listy matei'ské rostliny a rostlin vypéstovanych in vitro nékolika
kultivari Koptivy africké (Coelus hybridus) bez vztazeni téchto vysledkd k riznym

koncentracim ptidanych fytohormont do MS média.
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5 Zavér a shrnuti

V této préaci byly srovnany u¢inky auxinu BAP na rast a multiplikaci prytu a cytokinind
IBA a NAA na kotenéni MN. Pozorovatelné vysledky byly pribézné zapisovany, z dat
byly vytvoreny tabulky a grafy zndzoriiujici vyvoj délek, poctu novych prytki, barvy
listi, velikosti kalusu na bazich explantatt. Tato prace méla za cil zjistit vliv 6-
benzylaminopurinu a kyselin indol-3-maselné a 1-naftyloctové na tvorbu adventivnich
pryta a kofentt u Morus nigra L. v in vitro podminkéach a tento cil byl splnén, ackoli
srovnani s vystupnimi hodnotami z jinych praci je jasné, ze nejen kazdy druh, ale i
kazdy kultivar moruSovniku vyZaduje jinak pfipravené umélé podminky pro obnovu in
vitro. Zisk dat a jejich zpracovani zodpovédélo prvotni otazku, jaké koncentrace
cytokininti a auxini pfidanych do MS respektive polovi¢ni koncentrace MS média, jsou
nejvhodnéjsi pro elongaci, multiplikaci pryta a ristu kvalitniho kotfenového systému
rostlin MN a ktera budou vhodné pro dalsi pouziti a piipadnou kultivaci podobné kultury
v komerc¢nim prostiedi. Pro dalsi vyvoj v této problematice, za ticelem zisku
relevantnich dat a zkuSenosti, 1ze navrhnout testovani ristovych fazi pryti na dal$ich
komerénich cytokininech, jejich variant koncentraci, riznych médiich s dalsimi
specifickymi zménami obsahu dodanych vitamind a zdroju energie a jejich ptipadnych
kombinacich. Stejnym zptsobem je mozné postupovat u auxint pro kofenéni rostlin a jiz
tento kratky vhled nabizi Sirokou skalu moznych postupt, dale je mozné aplikovat jiné
formy fotoperiody v kultiva¢ni mistnosti nebo zménu teploty a kombinace jiz uvedenych
auxint a cytokininti. Dale je mozné otestovat riizné zpusoby oSetieni rostlin v ex vitro
podminkach pomoci chemickych a biologickych ptipravka.

Rozmanitost kombinacnich faktorti vyse uvedeného, které mohou naptisté vstoupit do
budoucich fazi testovani, je velika. Usp&sné postupy bude mozné opakovat, vylepsovat
a ziskavat z malych zdroju velky uzitek. To se bude samoziejmé tykat i dalSich dievin,

nejen ovocnéeho stromu, kterym je moruSovnik ¢erny.

Cile této prace byly splnény, bylo zjisténo, které ptidavané fytohormony a v jakych
koncentracich jsou vhodné pro mnozeni a kofenéni MN metodou in vitro, byly zjistény
trendy vyvoje na jednotlivych koncentracich hormont, tedy jejich pozitivni a negativni
vliv na rist.
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7 Pilohy

Priloha A: SloZeni kultivaéniho MS média

Makroelementy: | mg.L-1 | Mikroelementy: | mg.L-1 | Organicka slozka mg.L-1
KNO; 1900 |[MnSO4.4H,O | 22,3 |Inositol 100
NH,NOs 1650 |H3BO; 6,2 E?’;gt'mgva 0,5
CaCl,. 2 H,0O 440 |ZnSO4. 7 HyO 8,6 |Thiamin 0,1
MgSO.. 7 H,0 | 370 ?aHZ%OO4' 0,25 | pyridoxin 0,5
KH,PO, 170 |CuSO4.5H;0 | 0,025 |Glycin 2
Zelezo: CoCl,.6 H,O | 0,025 |sacharosa 15000-30000
Na,EDTA 37,3 |KI 0,83 |Agar 6000-8000
FeSO,. 7 H,O 27,8

Zdroj: Murashige, Skoog 1962




$Kky rostlinek na riznych koncentracich BAP po 8 tydnech
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Priloha C: Primérny pocet prytki na riaznych koncentracich BAP po 8 tydnech
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Piiloha D: Primérna pocet kofinki na riznych koncentracich IBA po 8 tydnech



al 8

1.6

0.8

04

0.2

Zdroj: Program R

v



Pfiloha E: Primérny pocet kofinkii na riiznych koncentracich NAA po 8 tydnech
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Priloha D: Tabulka celkova pouzitych koncentraci a vysledki ristu a kofenéni

cm cm cm cm B 0o

MS BAP IBA NAA vyika 4t vyika 8t pryty 4t pryty 8t vitrif 8t | kalus 8t
1 0 0 0 1,42d +0,24 1,57f +0,3 1,60f 2,24f 4.4 6,6
1 0.5 0 0 1,61c +0,49 2,67e +0,62 2,69d 6,11b 2,7 0
1 1 0 0 1,82b +0,65 3,34a £0,93 3,28a 5,08e 15,5 13,7
1 2 0 0 1,90a +0,47 3,32b +0,67 3,23b 5,10d 8,3 13,1
1 4 0 0 1,28f +0,81 3,00c +1,04 2.65e 6,28a 25 15
1 6 0 0 1,34e +0,89 2,69d +1,43 2,95¢ 5,95c 38,1 50

MS BAP IBA NAA kofeny potet kofeny délka pocet O

0.5 0 0 0 1.0e 1.0e 4 10

0.5 0 0.2 0 3.7d 6.7d 24 60

0.5 0 0.4 0 4.2c 8.5a 18 45

0.5 0 0.8 0 7.3a 7.5b 7 17.5

0.5 0 1.6 0 4.7b 6.8¢c 10 25

0.5 0 0 0.2 3.6c 6.1c 7 17.5

0.5 0 0 0.4 3.7b 8.1a 13 325

0.5 0 0 0.8 5.6a 7.9b 9 22.5

0.5 0 0 1.6 4.0d 3.2d 3 7.5

Vil

Zdroj: vlastni zdroj




