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1. Uvod

Schopnost sexudlni reprodukce umoziuje rostlindm 1 ZivoCichim produkovat
geneticky odliSné potomstvo. Tato genetickd variabilita je urcitou biologickou vyhodou
a takto vzniklym jedincim napomahd k evolu¢nimu vyvoji. V dnes$ni rozmanité piirod¢ vSak
existuji organismy, pro které je tento typ reprodukce nevyhodny ¢i nemoZzny, at’ uz z diitvodu
chybégjiciho partnera, nepiiznivych Zivotnich podminek nebo z divodii evolu¢ni adaptace.

V rostlinné 1isi (Plantae) 1ze nalézt druhy rostlin, u kterych je prevladajicim zpiisobem
reprodukce tzv. nepohlavni rozmnozovani. Tento typ reprodukce miva urcité odliSné formy,
jako je napiiklad vegetativni rozmnoZovani a tzv. agamospermie neboli apomixie. Vegetativni
rozmnozovani je umoZnéno tim, Ze rostlinné buiky jsou totipotentni — z kazdé rostlinné
buiiky muze potenciondlné vzniknout novy jedinec. Tito potomci vytvéii klon a maji shodny
genotyp s matetskou rostlinou. Pii agamospermii nedochédzi ke splyvani gamet — novi jedinci
vznikaji z riiznych bunék matefské rostliny, napt. z antipod vajicka, synergid vajicka, nucellu,
neoplozené oosféry (Vinter, 2012). Agamospermii poprvé popsal roku 1841 J. Smith
u australské rostliny Alchornea ilicifolia péstované v botanické zahradé¢ Kew Gardens. Pro
Smithe nebylo t€Zké dojit k zdveru, Ze se semena vyvinula bez oplozeni, nebot” kolekce
v Kew sestdvala vyhradné ze samicich rostlin. Od té doby byly detailn€ prostudovany dalsi
piipady [studium apomixie u rodu ostruzinik (Rubus), jetab (Sorbus), jesttdbnik (Hieracium),
pampeliska (Taraxacum) ], takZe se podafilo dospét k dileZitym zobecnénim: za prvé,
apomixie je u vysSsich rostlin velmi Castd, jak u kaprad’orostt, tak i u krytosemennych rostlin,
nezndme vSak Zaddné apomiktické nahosemenné rostliny. Za druhé zndme celedi, u nichzZ je
apomixie velmi roz§ifena v celé fad¢ rodi. Zndmymi piiklady z flory mirného pasu severni
polokoule jsou ruzovité (Rosaceae) a hvézdicovité (Asteraceae) (Briggs a Walters, 2001).

Ostruziniky (Rubus sp.) jsou pro studium zajimavé svym charakteristickym typem
rozmnoZovani, ale tento rod je také velmi obliben u lidské populace, nebot’ patii k ovocnym
rostlindm, poskytujici plody vhodné k jidlu. Tyto vytrvalé byliny nebo kete patii k druhové
nejbohatsim rodiim kvéteny Ceské republice a zdroveit k nejkritiétdj§im taxonomickym
skupindm ve stfedni Evropé. Zdkladnimi pfi¢inami jsou vysoky pocet druhli, nejasné
ohrani¢eni druhti ve flérovych oddilech i celkové nizkd znalost druhového slozeni
ostruzinikovych flor jak v Ceské republiky, tak i v sousednich zemich. Hlavni pfi¢iny, které
ostruziniky fadi mezi nejkritictéjSi skupiny jsou: netplna (fakultativni) apomixie, vysoky
stupeni hybridizace a zvlasté rozpad hybridniho potomstva do celé ftady raznych

hybridogennich produktti (Slavik, 1995). V dne$ni dob& je na tizemi Ceské republiky
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rozliSovdno vice nez 80 druhll ostruzinikli a jak bylo zminéno, kvuli komplikovanému
rozmnozovéani je jejich taxonomie a urCovani velice obtiZzné (Koblizek a kol., 2009). Na
katedie botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se jiz fadu let
zabyvaji taxonomii riznych druhii ostruzinikti (napiiklad druhii ze skupiny Rubus ser.
Radula) a mimo jiné také tetraploidniho druhu Rubus bifrons. Pomoci metody prutokové
cytometrie bylo zjiSt€éno, Ze tento druh se rozmnoZuje pievdzné apomikticky a byly
detekovany tyto typy apomixie a jeji modifikace: aposporie- aposporickd pseudogamie,
aposporickd pseudogamie s polyspermii; a hypoteticky diplosporie (Truhlafova, 2012).

Tato diplomova prace mé rozSitit vyzkum druhu Rubus bifrons vyuzitim
biotechnologickych metod- pra$nikové kultury, kultury nezralych semenikd, kultury celych
apokarpickych gynecei a kultury laterdlnich pupent. Pii kultivaci a regeneraci prasnikovych
kultur Ize indukovat vznik kalust s naslednou organogenezi. Timto zptisobem regenerované
rostliny budou haploidni (v ptipad¢ Rubus bifrons dihaploidni) a tyto rostliny mohou byt déle
vyuzity pro vyzkum nebo k ziskani ¢istych homozygotnich linii. Dihaploidni rostliny (DH),
které mohou byt indukovany spontdnné¢ nebo pomoci kolchicinu, poskytuji nésledné
Slechtitelim cCisté homozygotni linie, které si nejméné na Ctyii generace fixuji vhodné znaky
(El- Hennawy a kol., 2011). Haploidni a dihaploidni regeneranti se téZ mohou vyuzivat
k transformacim a molekuldrnim analyzam. Dals$i moZnosti vyuZiti pfedstavuje Casnd selekce
specifickych znak, stabilizace mezidruhovych hybridl, genetické analyzy, mutace a selekce
in vitro - napt. na obsah mastnych kyselin, rezistenci vici chorobam, mrazuvzdornost apod.
(Vyvadilovi a kol., 2008).

Biotechnologické metody jsou zaloZeny na izolaci rostlinnych bunék, pletiv, orgdnt
a na jejich kultivaci ve sterilnich podminkéch. Jako material pro kultivaci in vitro je mozné
teoreticky pouzit jakékoliv pletivo obsahujici bunky s funk¢énim jadrem. Mohou to byt
vegetacni vrcholy, postranni pupeny, Casti stonkd, listli, reprodukéni Casti jako vajicka,
embrya, semena, spory, jednotlivé buiiky nebo protoplasty (Kova¢, 1995). Pravé z tohoto
divodu je vyuZiti metod explantatovych kultur rostlin laboratorni technikou ve Slechténi

rostlin.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je vyuziti biotechnologickych metod (prasnikové kultury,
kultury semenikli, gynecei a laterarnich pupenti) u tetraploidniho apomiktického druhu
ostruziniku dvojbarevného (Rubus bifrons). Usp&nou kultivaci a regeneraci rostlinnych
explantatl z rostlin Rubus bifrons je zisk kalusii s naslednou organogenezi. Tato prace se také
zaméiuje na vybér vhodnych metod sterilizace rostlinného materidlu a sloZeni kultiva¢nich
médii, které by vedly k regeneraci explantitu. Cile diplomové prace lze shrnout do

nasledujicich bodt:

1. Studium dostupné odborné literatury:

a) problematika evolu¢nich mechanismti apomiktickych rostlin

b) biotechnologické metody u zastupcti ¢eledi Rosaceae se zamétenim na rod Rubus

2. Experimentélni ¢ast:

a) zalozeni praSnikovych kultur, kultur semeniki/gynecei a laterdrnich pupenti z rostlinného

materidlu tetraploidniho apomiktu Rubus bifrons
3. Zpracovani ziskanych vysledku:

a) zpracovani dat a shrnuti vysledkl vlastnich experiment

b) pribézna fotodokumentace experimenti

12



3. Literarni prehled

3.1. Celed’ rizovité (Rosaceae)

RiZovité (Rosaceae) jsou dvoudéloZzné krytosemenné rostliny, zahrnujici vytrvalé
byliny az kefe, zfidka letnicky. Zastupci jsou rozSiteni na obou polokoulich, v tropickych
pasech se vyskytuji jen na hordch (Slavik, 1995). Tato celed’ je charakteristickd urcitymi
znaky, kterymi se odliSuje od ostatnich skupin:

Kvéty jsou oboupohlavné, vzacn€ jednopohlavné. Kvétenstvi této celedi jsou
hroznovitd, vrcholi¢natd nebo se objevuji také kvéty jednotlivé. Charakteristickym znakem je
pocet kvétnich oball [4-6(-8) Cetné] a Casty sriist baze tyCinek v plochou az lahvicovitou,
kuzelovitou nebo ¢ihovitou ¢esSuli (= hypanthium). Pestiky jsou vSak volné, pocet tyCinek se
pohybuje v rozmezi 1-30(-50), plodolisty vétSinou ve velkém poctu, ale také jen (3-)2(-1).
NejcastéjSimi plody této Celedi jsou nazky (ofiSky), nékdy uzaviené v zdfevnatélé ¢eSuli nebo
zduznatélé (Sipek), také se mizeme setkat se souplodim nazek, napft. - jahodnik Fragaria sp.

- obr. 1 nebo souplodim peckovicek napft. ostruzinik Rubus sp. (Slavik, 1995).

Obrazek 1: Souplodi naZek na zduznatélém kvétnim lGzku u jahodniku (prevzato z Hadac,

1967)

Obrazek 2: Kvétni diagram jahodniku (Fragaria sp.) (pfevzato z Hadag, 1967)
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Celed’ rtzovité (Rosaceae) je pomémé velkd skupina angiospermnich rostlin,
zahrnujici asi 3000 druht ve 100 rodech, véetné skupiny duZnatych plodl, z nichz nékteré
jsou pomérné Siroce kultivované a maji znany hospodaisky vyznam [napft. jablon (Malus
sp.), aronie (Aronia sp.), hrusen (Pyrus sp.), kdoule (Cydonia sp.) nebo miSpule (Eriobotrya
sp.)] (Donoghue a kol., 2012). Tato celed’ je lidskou populaci hojné vyuZivdna, dfeviny jsou
vyuzivany na dfevo a také jako okrasné rostliny, plody jsou vyuZiviany ke konzumaci, napf.
malvice jabloni (Malus domestica), hrusni (Pyrus communis), peckovice tfesni a visSni
(Prunus avium, Prunus cerasus), broskvoni (Prunus persica) nebo merunék (Prunus
armeniaca) (Navratilova a kol., 2012) (Valicek, 2002).

Podle nové klasifikace, zalozené na studii molekuldarnich dat, je cCeled rtzovité
(Rosacea) Clenéna na tifi podceledé: Dryadoideae (rod Dryas nebo rod Cercocarpus),
Rosoideae (rod Rosa, Rubus nebo rod Potentilla) a Spiraeoideae (rody Holodiscus, Sorbaria)

(Donoghue a kol., 2012).
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3.2. Charakteristika rodu Rubus

Ostruziniky patfi kvili sloZitému rozmnozovani k obtizné¢ taxonomicky urcitelnému

rodu. Zdkladni taxonomické zatazeni rodu Rubus (Cronquist, 1988).

RiSe: rostliny (Planteae)
PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: dvoudé€lozné rostliny (Magnoliopsida)
Podtiida: Rosidae
Rad: rizotvaré (Rosales)
Celed’: rizovité (Rosaceae)

Rod: ostruzinik (Rubus)

Rod ostruzinik (Rubus) je velmi rozsahly rod s 1000 - 1200 druhy, pticemz 300 - 400
z nich jsou sexudlni a ostatni se rozmnoZuji apomikticky. Je rozsifeny po celém svété kromé
Antarktidy, v tropickém pdsmu se vyskytuje pouze na horich (Slavik, 1995). V Ceské
republice roste podle soucastnych znalosti nejméné 110 domécich a ptfes 10 druha
zavleCenych nebo péstovanych. Rod Rubus se rozpada do dalSich 12 - 13 dobie vyhranénych
poddruhii, rozdily mezi témito poddruhy jsou predevS§im ve vegetativnich organech
(Travniek a kol., 2000). V Ceské republice rozliSujeme zéstupce &tyf poddruhii (obr. 3):
Chamaerubus (Rubus chemaerubus L. — ostruzinik moruska), Cylactis (Rubus saxatilis L. -
ostruzinik skalni), Idaeobatus (Rubus ileus L. - ostruzinik malinik) a Rubus (ostatni domaci
druhy). Podrod Rubus se dale dé€li na sekce Rubus, Corylifolii a Caesii, pticemZz druhy ze
sekci Rubus a Coryfolii jsou Casto uvadény pod souhrnnym jménem Rubus fruticosus agg.
(KobliZek a kol., 2009).

Ostruziniky jsou kratkoveké kete, zpravidla s dvouletym Zivotnim cyklem, pficemz
prvnim rokem vyroste dfevnatéjsi nekvetouci pryt a druhym rokem vyrustaji v pazdi loniskych
listh vétve zakoncené kvétenstvim. Timto se cyklus uzavird a pryt na konci roku odumira.
Mén¢ casto se objevuji jako vytrvalé byliny s podzemnimi vyhony (Koblizek a kol., 2009).
Stonky téchto ket vykazuji riznorodé charakteristické znaky. Stonky mohou byt vzpiimené
nebo poléhavé, obvykle ostnité, hranaté nebo oblé, se stranami plochymi, vyklenutymi nebo
zlabkovanymi, lysé nebo v rizné mite chlupaté, nezlaznaté nebo s pfisedlymi ¢i stopkatymi
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zlazkami. Plodem jsou pievazné peckovicky, volné spojené v polokulovité, kulovité,
vejcovité az valcovité souplodi (plody ostruzina a malina), s peckovickami za zralosti
navzdjem pevné souvisejicimi. Peckovi¢ky jsou jednosemenné, obvykle Stavnaté, Cerné,
cervené nebo Zluté, vnitini oplodi je hladké nebo svraskalé (Slavik, 1995).

Nézev ostruzinik (Rubus sp.) pochézi z latinského slova ruber, coZz znamena Cerveny,
pravé podle barvy plodi (Smid, 2002). Véda studujici ostruZiniky se nazyva batologie, nizev
je odvozen z feckého slova batos, coZ znamend ostruzinovy kef, ostruzinik (Travnicek a kol.,
2000). Vyuziti ostruzinikli je nepieberné. Lidskou populaci jsou pievazné vysazovany jako
okrasné rostliny, které se Casto sazi k pergoldm, plotim nebo na zakryti mist, jakoZto
popinava rostlina. Pfevdzn¢ jsou vSak ostruziniky vyuZivany pro chutné a jedlé plody a proto
se péstuji v fad¢ kultivarG (Horacek, 2007). Tyto Stavnaté plody se dale zpracovdvaji na
Stéavy, sirupy, ovocnd vina, likéry, marmelady, dZzemy i kompoty. Mladé listy obsahuji mnoho
tiislovin (aZ 10 % gallotaninll), organické kyseliny, vitamin C atd., a proto jsou pouZivany
jako cajovina. Listy pro tento ucel vSak vyZaduji fermentacni zpracovani (Slavik, 1995).

Ostruziniky jsou v kultufe nejkrat$i dobu ze vSech druhli drobného ovoce. Byly

roku 1850 Thompson popsal 10 typli, vhodnych pro péstovani (nckteré znich byly

amerického pivodu). Dnes péstované odriidy jsou kiiZenci riiznych druhi, poddruhti a variet

a mnohdy je velmi obtiZné presné stanovit jejich botanicky piivod (Blattny, 1971).
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3.2.1. Ostruzinik dvojbarevny (Rubus bifrons)

Vramci této diplomové price jsme se zaméfili pouze na ostruZinik dvojbarevny
(Rubus bifrons VEST). Tento druh reprezentuje pomérn€ snadno rozeznatelné a zietelné
tetraploidni druhy série Discolores. Rubus bifrons je lokalné rozptylen v teplejSich oblastech
(vz4cné nebo zcela chybi v severnich a zejména v severozdpadnich ¢astech Ceské republiky
(Travnicek a Zazvorka, 2005). Celkové rozsiteni ostruZiniku dvojbarevného je izemi stfedni
Evropy, na sever zasahuje do stfedniho Némecka a stfedniho Polska, na zapad se rozprostira
do Belgie a Nizozemi, na vychod¢ ho miZeme najit na Slovensku az Mad’arsku a na jihu
zasahuje do Francie, gvycarska, Rakouska a Chorvatska (Slavik, 1995).

Lze jej nalézt na lesnich okrajich a svétlindch, pasekdch, na zartstajicich mezich
a uvozi cest, v lomech. Roste na pidach hlinitych i kamenitych, cerstvé vlhkych aZ docasné
vysychavych, také na pidich mirn€ kyselych az slabé alkalickych. Obecné ho mizZeme vidét
ve vySkéch od 200 do 600 (-700) m. n. m. (Slavik, 1995).

Ostruzinik dvojbarevny je vétSinou neopadavy ket se silnymi pryty, které jsou
cervenohnédé barvy, tupé hranaté a neojinéné. Znakem jsou také silné ostny, dlouhé
a Sidlovité. SloZené, pétietné listy vykazuji ndsledujici pozndvaci prvky: listy tuhé, rub
bélostny, Zilky dlouze chlupaté, termindlni kvitek okrouhle obvejcity aZ okrouhly. Kvetouci
ketfe maji kvéty v prodlouZenych, hustych a listnatych latdch (hroznech), korunni listky maji
bled¢ rizovou az cervenou barvu, tyCinky jsou delSi nez ¢nélky (obr.4) (Horacek, 2007).
Hlavni diagnostickymi znaky tohoto druhy jsou vSak nésledujici: pryty jsou voskové ojinéné
(tlakem lze vosk z prytu vytlacit), nasedlé a s drobnymi hvézdovitymi chlupy. Okraj cepele
listk?l je ze zubl velmi $picatych a do riiznych stran sméfujicich. Cnélky jsou Zlutavé (Slavik,

1995).

Obrazek 4: Rubus bifrons a) kvét b) detail kvétu
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3.3. Taxonomicka Kklasifikace ostruzinikua

V ramci evropské kvéteny je Rubus subgen. Rubus jednou z nejvice taxonomicky
komplikovanych skupin. Ve stiedni Evropé zastupci této skupiny tvoii komplex, zahrnujici
nékolik sexudlnich druhl a také polyploidni apomiktické druhy. Nové morfotypy se vyvijeji
pomoci nahodilé hybridizace s ndslednym rozStépenim a mohou se stabilizovat pomoci
obnoveni apomixie (Travnicek a kol., 2005). Pokud se za vhodnych podminek tyto
stabilizované typy vice rozsiii, mohou byt chapany jako nové samostatné druhy. Problémem
zékladu kiiZenci, a tedy vymezeni zdkladnich druhti bylo velmi subjektivni, navic rozpoznat
skutecné rodiCovské typy daného druhu ¢i hybrida je obvykle téméf nemozné (Travnicek,
a kol., 2000).

Z priblizné 750 druhg, které jsou v Evrop€ rozeznany, jsou pouze 3 diploidni sexudlni
druhy a dalsi druhy ostruZinikli se fadi k polyploidnim druhiim. Vyjimkou z tetraploidnich
taxonil ostruzinikli je Rubus ser. Glandulosi, ktery je znam pro svou pievlddajici sexudlni
reprodukci. Tento taxon se velmi Casto kiiZi s tetraploidnimi c¢leny Rubus ser. Discolores
a tim dochézi ke vzniku mnoha hybridogennich populaci (Sarhanovd a kol., 2012). Tito
kiizenci poté vystépuji v dalsim potomstvu morfologicky odchylné typy. V dasledku toho
vykazuje rod Rubus obrovskou rtiznorodost forem a zdroven i velkou variabilitu uvnitf
jednotlivych taxont (Holub, 1995).

Ostruziniky také velmi citlivé reaguji na podminky prostiedi, hlavné na svételny rezim
stanoviSté, a jejich morfologie a znakové vybaveni jsou témito okolnostmi tak podstatné
ovlivnény, Ze je obtiZné jedince tohoto typu spravné uréit (Holub, 1995). Sarhanové a kol.
(2012) také zjistili, ze Rubus bifrons, ktery se rozmnozuje pievazné¢ apomikticky, ma
schopnost podstoupit reprodukéni rezim, jakoZto reakci na podminky prostiedi.

Jednim z mnoha divodt, ktery vedl (a vede) k problémim v taxonomii ostruzinikd,
byla snaha zatadit kazdou rostlinu, kaZdou polozku k n¢jakému taxonu. Snaha urcit kazdou
polozku v této skupiné neodpovidé jejim vyvojovym pomérim (Holub, 1995). Také proto se
v soucasné klasifikaci ostruziniki dodrzuje pravidlo, Ze za druh je povaZzovan pouze ten
stabilizovany apomikticky genotyp, ktery m4 aredl vyskytu alesponi v jednom sméru $ir$i nez

(20) 50 km (Travnicek a kol., 2000).
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3.4. Apomixie

Reprodukce je kliCovym prvkem zivota na Zemi. Jednim z piinost sexudlniho
rozmnoZzovani je tvorba genetické variability. Rekombinace mezi genotypy dovoluje rychlé
adaptace na ekologické a klimatické zmeény, unik pied parazitismem nebo Skodlivymi
mutacemi. Dvojité oplozeni, jakoZto evolu¢ni novinka u kvetoucich rostlin, poskytuje vyzivu
pro vyvijejici se embryo a tak zvySuje Gsp&$né Sifeni semen. Jak uvadi Sarhanové a kol.
(2012), ve 223 rodech, z celkového mnoZstvi ptiblizn¢ 14 000 rodi, je sexudlni reprodukce
nahrazena apomixii, klondlnim rozmnoZovanim pomoci semen. Pfi tomto typu rozmnoZovani
nedochdzi k oplozeni a zcela nebo castecné vymizel pohlavni proces. V dne$ni dobé
rozliSujeme dva typy tohoto reprodukéniho systému a tim je vegetativni apomixie
a agamospermie.

Vegetativni apomixie se vyskytuje u rostlin, které postrddaji schopnost sexudlni
reprodukce, a tudiZ se rozmnoZuji pouze vegetativné (Briggs a Walters, 2001). Vegetativni
rozmnoZzovani je umoznéno tim, Ze rostlinné bunky jsou totipotentni, coZ znamen4, Ze z kazdé
rostlinné buniky mtiZe potenciondlné vzniknout novy jedinec. Tento typ reprodukce se déje
riznymi fragmenty rostlinnych orgdnl, napf. oddenky, Slahouny, stonkovymi, listovymi,
kofenovymi, oddenkovymi fizky, cibulemi. Potomek vznikly vegetativnim rozmnoZovéanim se
nazyva klon a ma shodny genotyp s mateiskou rostlinou (Vinter, 2012). Ptikladem rostliny
rozmnoZujici se vegetativné muze byt napiiklad vodni mor kanadsky (Elodea canadensis),
ktery se Siif rozrustdnim a fragmentaci Casti prytl. Vegetativni apomixie umoZznuje rostliné
reprodukovat velké mnozstvi dobfe adaptovanych rostlin stejného genotypu, pficemz
nedochdzi k Zadnym nebo minimdlnim ztratdm. Je moZné, Ze vegetativni rozmnozovani je
limitovdno starnutim a chorobami. Pozorovéni péstovanych rostlin rodu Citrus naznacuje, Ze
opakované vegetativni mnozZeni skute¢né navozuje starnuti. Vegetativni rozmnoZovani také
prindsi riziko, Ze se v rostliné muzZe rozvinout virové nebo jiné choroby (Briggs a Walters,
2001).

Na druhé stran¢€ apomixii neboli agamospermii, 1ze charakterizovat jako rozmnozovani
pomoci semen bez oplozeni vajecné bunky. Apomixie byla pozorovédna pfevazné u celedé
Rosaceae, Poaceae a Asteraceae, kdy prvni dvé Celed€ jsou charakterizovany pseudogamii
(dochazi k oplozeni bunky centrdlniho vaku) a pro Celed’ Asteraceae je typické autonomni
vyvijeji endospermu (Sarhanové a kol., 2012). Uplnou agamospermii neni obtizné odhalit.
Napiiklad u vétSiny jedinct pampelisky 1€ékaiské (Taraxacum officinale) ziskdme

Zivotaschopné nazky i po emaskulaci kvéti nasledované zabalenim uboru (Briggs a Walters,
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2001).

Zvlastnim piipadem apomixie je tzv. pseudogamie (pro ostruziniky typicky zpiisob
rozmnozovani), pii které se sice zarodek vyviji bez oplozeni, avSak endosperm vznika
pohlavni cestou a pro jeho vyvoj je proto nutné opyleni (Travnicek a kol., 2000). Odhaleni
pseudogamie je velice obtizné, obyCejn¢ nds na ni upozorni dédi¢nost po matefské linii.
V posledni dobé¢ lze apomixii efektivné studovat diky molekuldrnim markerim. JestliZe
zkiizime dvé rostliny s riznymi genetickymi markery, miZzeme poté testovat hypotézu, zda
jejich potomstvo zdédilo matetsky genotyp (Briggs a Walters, 2001).

Jsou rozliSovany dva zdkladni typy apomixie: sporofytickd apomixie a gametofyticka
apomixie. Pii sporofytické apomixii vznikaji embrya pfimo ze somatické bunky nucelu
(Sarhanov4 a kol., 2012).

Gametofytickd apomixie je charakteristickd tim, Ze se sam¢i gametofyt vyviji bez
meiotické redukce a embryo vznikd z neoplozeného vajiCka nebo také z jiné bunky- napf.
synergidy. Tento typ apomixie se vyskytuje u mnoha rodd kvetoucich rostlin a to
prostfednictvim dvou zptsobu, klasifikované jako aposporie a diplosporie (Talent, 2009).
Tyto dva typy gametocytické apomixie rozliSujeme podle toho, z které bunky vznika
neredukovany zdrodeény vak (Sarhanovd a kol., 2012). Aposporie se vyznatuje tim, Ze
megagametofyt vznikd z neredukované bunky nucela (Talent, 2009). Naopak pii diplosporii
vznikd neredukovany zdrode¢ny vak z megaspory mateiské bunky. Pro gametofytickou
apomixii jsou nutné a potiebné tfi nezavislé kroky: 1. tvorba neredukovaného zarodecného
vaku, 2. partenogeneticky vyvoj neredukované vajecné bunky a 3. autonomni vyvoj
endospermu (Sarhanov4 a kol., 2012).

Apomixie tedy muZze byt jak fakultativni (Cdstecnd), nebo obligitni (iplnd). Jsou
zndmy rody, u nichZ apomixie zcela nahradila sexudlni produkci, napiiklad u rodu kontryhel
(Alchemilla sp.) maji rostliny hojného severoevropského druhu defektni pyl, ktery casto
degeneruje ve stadiu tetrady, a pfedCasné dozravaji plody. To naznaCuje, Ze opyleni neni
podminkou tvorby semen, ale jedné se o obligatni apomixii (Briggs a Walters, 2001). Naopak
fakultativni apomixie kombinuje dva zpiisoby semenného rozmnoZzovani- pohlavni,
kombinujici u potomstva znaky obou rodict a nepohlavni, zachovavajici v potomstvu genotyp
mateiské rostliny (Travnicek a kol., 2000).

Apomixie, stejn€ jako ostatni zplsoby rozmnoZzovani, ma své vyhody i nevyhody.
Produkce semen apomiktickou cestou poskytuje rostlin€ rozSifovdni semen na velké
vzdalenosti a moznost preZiti nepfiznivych podminek. Apomixie je také prostiedek

k udrzovani vysoké heterozygotnosti. Nevyhodami jsou mutace, vzniklé v rtiznych liniich,

21



které se v organismu hromadi a také neschopnost reagovat na ménici se zmény prostredi

(Briggs a Walters, 2001).

3.5. Biotechnologické metody u rostlin

Technika explantatovych kultur rostlin je zaloZena na predpokladu, Ze z rostlin mohou
byt oddéleny jejich jednotlivé Casti- napt. pletiva, buiiky nebo organy, s kterymi se ndsledné
pracuje v in vitro podminkach, aby bylo moZzné ziskat zpét kompletni rostlinu (Trigiano
a Gray, 2005). Techniky explantitovych kultur se v dne$ni dobé uplatiuji jako dulezité
experimentdlni metody v rdmci vyzkumu rostlinné fyziologie i genetiky a staly se zdroven
zdkladem rostlinnych biotechnologif (Lustinec a Zarsky, 2005).

Jak uz bylo zminéno vyse, tyto metody jsou zaloZeny na izolaci Césti rostlin. Jako
materidl pro kultivaci in vitro je mozné teoreticky pouZzit jakékoliv pletivo obsahujici buiiky
s funkénim jadrem- vegetacni vrcholy, postranni pupeny, Cdsti stonkd, listli, reprodukéni
Casti- vajicka, embrya, semena, spory nebo jen jednotlivé bunky nebo protoplasty (Kovac,
1995). Takto odebrané a povrchové sterilizované ¢asti rostlin se poté musi oSetfit vhodnymi
roztoky, aby se zamezilo nechténé bakteridlni infekci. V aseptickém prostfedi se jednotlivé
¢asti rostlin prevadi na vhodnd kultivaéni média, obohacend o rostlinné hormony a vitaminy.
Po urcité dobé kultivace v kultivani mistnosti jsou vznikl€ rostliny ¢asteCné pfipraveny na
pfevod z podminek in vitro do podminek in vivo, do vybraného substratu (Novdk, 1990).
Vhodnym substratem miiZou byt napiiklad raSelinové jiffy (sadbové raselinové valecky) nebo
také expandovany perlit, coZ je lehkd, zrnitd, pdérovitd hmota bilé nebo Sedobilé barvy
vyrdbéna tepelnym zpracovdnim ze surového perlitu. Perlit provzdusSiiuje péstebni substrty,
stabilizuje vlhkost v piid¢, zlepSuje vyuZivani hnojiv a pfispiva k dobré kondici péstovanych
rostlin. PouZziva se k vysévani osiv ndchylnych na plisn¢, k hydroponickému péstovani, ale i k
ochrang¢ rostlin pred mrazem (www. perlit. cz).

Vyuziti explantatovych kultur rostlin je v dneSni dob& v podstaté neomezené. Co se
tyCe drevin, explantaty predstavuji vhodny materidl k jejich rozmnoZovéni (mikropropagaci)
nebo ozdravovéni, k uchovéani genofondu domadcich dfevin, vyzkumu genetické proménlivosti
(polyploidie, haploidie) nebo k selekci vyznamnych znaki, jako jsou napiiklad odolnost vici
chorobdm, mrazu nebo pesticidim (Kamenickd a Rypdk, 1989). Mezi dalsi klady vyuziti
rostlinnych explantati lze jmenovat kultivaci izolovanych meristému, jakoZto metodu

ozdravovani rostlin od virovych infekci, pfekondvani fyziologickych barier pti hybridizaci
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taxonomicky vzdalenych druht pomoci kultivace izolovanych embryi, fizena fize protoplasti
s cilem vytvoteni novych hybridii nebo produkce haploidii pfi kultivaci prasnikti, mikrospor

nebo vajicek (Hradilik, 2005).

3.5.1. Techniky explantatovych kultur u celedi Rosaceae

Celed Rosaceae zahrnuje vytrvalé byliny a kefe (3000 druhti ve 100 rodech). Mezi
Casto vyuzivané rody pro techniky explantitovych kultur patii napiiklad rod Malus sp..
Dobréanszki a kol. (2010) pfi mikropropagaci jablon¢ vyuZili jednotlivych ¢asti rostliny
(laterarni pupeny, apikalni pupeny) a zaroven dosli k zavéru, Ze ispéSnd mikropropagace je
stav, sloZzeni médii nebo mnoZstvi svétla. In vitro mikropropagace hraje také velice dllezitou
roli pfi mnozeni rizi (Rosa sp.). Vyuziti noddlnich segmenti nebo vrcholovych pupent Ize
docilit rychlého namnozeni odrid s poZadovanymi vlastnostmi bez chorob (Pati a kol., 2006).
Kultivovat 1ze také celé listy rostlin. Gupta a Mahalaxmi (2009) dosédhli vysoké frekvence
regenerace (bez tvorby kalust) z celych listl ostruZiniku (hybridni kultivar Black Satin). Diky
experimentim zjistili, Ze veék donorové rostliny velice vyznamné ovliviiuje potencidl
regenerace explantati. Naopak somatické embryogeneze lze docilit napiiklad kultivaci
nezralych kotyledont (tzn. déloh, déloZnich listli). Z otevienych, opylenych, nezralych plodii
ti{ druhii visni byly izolovdny jednotlivé kotyledony, které byly nésledné pieneseny na
médium, kde dosSlo k regeneraci ve form¢ somatické embryogeneze (Tang a kol., 2000).
Postup regenerace rostlin z nezralych semen Rosa rugosa Thunb. popsali rovnéZ Kunitake
a kol. (1993). Z nezralych semen, 2-3 tydny po odkvétu, ziskali kultivaci na MS médiu
(Murashige a Skoog, 1962) embryogenni kalusy, které déle usp&Sné regenerovaly v dospélé

rostlinky.

3.5.2. Prasnikové kultury rostlin

Kultivaci pras$nikli ziskdme haploidni rostliny v mnohondsobné vyssi frekvenci, nez
pomoci jinych experimentdlnich metod (Vyskot a Novdak, 1973). Pfevrat v moznosti ziskavat

haploidy ve velkém mnozstvi nastal jiZ v roce 1967. UZ tehdy Nitschova skupina ve Francii
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dokdzala u série druhtt rodu Nicotiana, Ze kulturou prasnikQi in vitro na relativné
jednoduchych kultivaénich padach Ize skute¢né ziskdvat haploidni rosltiny (Landa
a Kocourek, 1973). V dneSni dobé& existuji dvé zdkladni metody odvozovdani haploidnich
rostlin z prasnikovych kultur- prvni je potradi prasnik — haploidni rostlina, druhy pfipad je
potadi prasnik — haploidni kalus — haploidni rostlina (Landa a Kocourek, 1973).

Pro tuto biotechnologickou metodu nastal obrovsky skok pred 40 lety, kdy Guha
a Maheshwari (1964) zjistili, Ze haploidni rostliny lze ziskat z relativné velkého mnoZstvi
nezralych prasnikti durmanu neSkodného (Datura innoxia Mill.). Pozd¢ji J. P. Nitsch a jeho
spolupracovnici rozpracovali metodu kultivace prasnika in vitro a odhalili zdkladni principy
pylové embryogeneze (Novdk, 1990). Od té doby se metoda kultivace prasnikt zacala
pouzivat pfevazné na tabdku (Nicotiana tabacum L.), ktery se Casem stal modelem specidlné
pro prasnikové kultury (Trigiano a Gray, 2005). Kultivace prasnikii in vitro byla popsana
v ramci Celedi Salicaceae (Richterova, 2011). Androgeneze se vyuziva u celé fady druhi,
zejména z Celedi Solanaceae. Uplatnéni haploidi je zejména ve Slechténi obilovin nebo
brambor (Novik, 1990).

Nejcastéjsi metodou androgeneze in vitro je kultivace neposkozenych prasniki, jako
pomérné jednoduchy a rychly zplsob k namnoZeni rostlin. Pravé proto jsou prasnikové
kultury vyuZzivany k produkci homozygotnich linii rostlin (Hall, 1999). Nejcastéji se ke
kultivaci pouZzivaji celé praSniky steriln€ vypreparované z poupat ve vhodném vyvojovém
stadiu. Nasledna frekvence androgeneze je vyssi v prasSnicich odebiranych na pocatku kveteni
a klesa se staiim donorové rostliny. Kultivace celych prasnikti ma vSak i své nevyhody, napf.
moznost vzniku rostlin nejen z vlastnich mikrospor, ale i ze somatickych pletiv prasniki, coz
ma za nasledek produkci rostlin rizného stupné ploidie (Novak, 1990).

Alternativou ke kultivaci celych prasnikti mohou byt mikrosporové kultury, které jsou
mechanicky isolovany a kultivovdny nezdvisle na prasnicich (Hall, 1999). Mikrospory
kultivované in vitro se mohou vyvijet v zdsad¢ dvéma zplsoby: 1. piima androgeneze-
haploidni rostliny vznikaji procesem pylové embryogeneze, 2. nepiimd androgeneze- pylové

buiiky se opakovatelné déli a vytvareji nediferencovany kalus (Novék, 1990).
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3.5.2.1. Prasnikové kultury ¢eledi rizovitych (Rosaceae)

Vyzkum prasnikovych kultur u ovoce a bobulovin byl popsdn v tfad¢ praci. Jimi
vyvinuté metody, vedouci k produkci haploidnich regenerovanych novych kultivart, vSak
nejsou ucinné na jiné genotypy rostlin, a proto jsou pokusy v tomto sméru stale potiebné.
Savel’ev a kol. (2010) ve své praci s prasnikovymi kulturami piedevs§im z rostlin jablond,
hrusni, jahodnikl a ostruzinikii zjistili, Ze zavislost kalogenni aktivity (kalogeneze) prasniki
ma blizky vztah k matefské rostliné. Peixe a kol. (2004) se zabyvali indukci haploidnich
rostlin z prasnikli merunky obecné (Prunus armeniaca). Jejich vysledkem bylo ziskani kalust.
Pokud vSak dojde ke vzniku kalusu, miZe nastat problém, zda regenerace probé&hla ze
samotnych pylovych zrn, nebo ze somatickych pletiv prasnikii. Harn a Kim (1972) ziskali
haploidni rostliny merunék z prasnikovych kultur, avSak ploidie rostlin nebyla piedloZena
(Peixe a kol., 2004). Dihaploidni rostliny rodu Malus sp. a tudiZz homozygoticky materiél
naopak ziskali pomoci androgeneze Hofer a kol. (1999).

Metoda kultivace prasnikii nebo semenikit u rodu ostruzinik (Rubus sp.) neni jesté
podrobné studovdna a bézné pouZzivana. Pti vyzkumech ostruzinikl je vyuZivana kultivace
meristémil nebo dormantnich pupentl, ze kterych lze ziskat adventivni vyhonky a poté celou
rostlinu (GajdoSovd a kol., 2006). Usp&né lze regenerovat rostliny ostruzinikil také

z axilarnich pupent (Wei a kol., 1992).
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4. Material a metody

4.1. Rostlinny material

K experimentim byl pouZit rostlinny materidl z ostruZiniku dvojbarevného (Rubus
bifrons). Tento druh roste b&zné v pifrodé Ceské republiky, pro odbér explantiti byly viak
vyuZzity pouze rostliny péstované na pozemcich katedry botaniky Piirodovédecké fakulty

Univerzity Palakého v Olomouci (obr. 5 A, B)

Obrazek 5 A, B: Pozemek katedry botaniky PfF UP Olomouc v Holici s rostlinami Rubus
bifrons (Lenka Richterova, 2012)

4. 1. 1. Odbér poupat a lateralnich pupenii

Sbér poupat probihal pribézné béhem mésice Cervna a cervence roku 2012 podle
harmonogramu (pfiloha 7). Rostliny ostruZiniku dvojbarevného byly vysazeny na pozemku
o rozloze 8m x 16m. Kazdd matefskd rostlina byla ocislovdna, popsdna a pfipevnéna
bambusovymi tyCemi, aby 1€pe odoldvala vykyvim pocasi (ptiloha 1, obr. C). Pfi sbéru a také
pribézné béhem celé vegetacni doby ostruzinikl byly potizovany fotografické zdznamy, pro
lepsi ptehlednost a dokumentaci matetskych rostlin (piiloha 1, obr. A, B, D, E, F).

Odbér laterdlnich pupenti probihal ke konci mésice cervna 2012 (piiloha 7)

z matetskych rostlin Rubus bifrons (ptiloha 2, obr. F). Odebrané ¢asti stonkli byly nasledné
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v laboratofi zkrdceny na men$i kusy s laterdlnimi pupeny, které byly vyuZity ke sterilizaci

a nasledné ke kultivaci (obr. 6).

Obrazek 6: Lateralni pupeny Rubus bifrons (foto: BoZena Navratilovd)

4. 2. Experimenty

Pro kultivaci prasnikli, semeniki a celych apokarpickych gynecei byla odebirdna
neoteviend poupata, z diivodu nezralosti prasniki a v nich obsaZenych pylovych zrn.
Mateiské rostliny obsahovaly poupata riznych velikosti, ze kterych byly vypreparoviny
vzorky pras$niki ke zjisténi vyvojového stadia pylovych zrn (obr. 7). Nejmensi poupata méfila
do 3 mm a nejvétsi dosahovala 8 mm (pfiloha 2, obr. B, C). Po otevieni pod mikroskopem
obsahovala jednotlivd poupata tyCinky, které jesté¢ neptfesahovaly ¢nélku (ptiloha 2, obr. D).

Pro naSe experimenty bylo dileZzité, aby pomér korunnich listki k délce prasnik byl P/A< 1.

Obrazek 7: Poupata z donorovych rostlin Rubus bifrons
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4.2.1. Vyvojové stadium pylovych zrn

Pro kultivaci in vitro bylo dulezité izolovat z poupat prasniky ve vyvojovém stidiu
1- jadernych mikrospor. Poté je mozné stanovit délku (velikost) poupat, kterd je v korelaci
s odpovidajicim vyvojovym stiddiem mikrospor a takova poupata byla pouzita pro izolaci
prasnikii. Pro stanoveni vyvojového stddia pylovych zrn neni nutné izolovat prasniky

v aseptickém prostiedi. Postup:
- odebereme poupata o velikosti 2,5 — 8 mm
- z jednotlivych poupat izolujeme prasniky pod binokuldrni lupou

- rozdrcené prasniky a uvolnénd pylova zrna pteneseme preparacni jehlou na podlozni skla

(obr. 8) a priddme kapku média NLN
- nasledné na kazdé podlozni sklo pfikdpneme acetokarmin, nechdme 2 minuty puasobit

SloZeni acetokarminu: 1,5 g karminu (SERVA) pfidime do 100 ml 45% kyseliny octové a

zvolna vafime v Erlenmayerové bance jednu hodinu. Po vychladnuti ptefiltrujeme. K jedné
poloviné piipraveného acetokarminu pfiddme nckolik kapek nasyceného roztoku chloridu
zelezitého ve 45 % kyseliné octové az je barvivo modravé-Cervené a pak piiddme zbytek

neupraveného acetokarminu.
- vzorky ptikryjeme krycim sklem

- pod optickym mikroskopem (Olympus BX60) pozorujeme pii zvétSeni 400x — 600x

vyvojovd stddia pylovych zrn- prevazné jednojaderné mikrospory, kulovitého tvaru (obr. 9)
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Obrazek 8: Rozdrcené prasniky a uvolnéna pylova zrna Rubus bifrons na podloZnich

sklech

Obr. 9

Obrazek 9: Pylové zrno z poupat Rubus bifrons o velikosti 6 mm barvené acetokarminem

(zvétSeni 400x)

Obrazek 10: Pylova zrna ve stadiu 1- jaderné mikrospory ve fluorescenénim mikroskopu

Olympus BX60 (zvétSeni 10x10)
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4.2.2. Stanoveni zivotaschopnosti pylovych zrn

Pted izolaci prasnikl byla stanovovana Zivotnost pylovych zrn. K tomuto dcelu byla
vyuzita fluorescencni metoda s pouzitim fluorescenc¢niho mikroskopu Olympus BX60 (hranol

WB, excitace 495 nm). Postup:

- na podlozni sklicko s rozdrcenymi prasniky a uvolnénymi pylovymi zrny pfiddme 50-100 ul

pracovniho roztoku FDA (fluorescein diacetat)

- nechdme 1 minutu a pfikryjeme krycim sklem

SloZeni zdsobniho roztoku: 5 mg fluorescein diacetitu rozpustime v 1 ml acetonu,

uchovavame pfii - 20 °C v dobie uzaviené lahvicce

SloZeni pracovniho roztoku: 20 pl zdsobniho roztoku piidime do 1 ml NLN média

- FDA pronikd do zZivych bunék, které pak pod mikroskopem vykazuji zelenou fluorescenci

(obr. 10)
- Zivotnost pylovych zrn byla testovdna u poupat o velikosti 4 mm, 5 mm a 6 mm

- Zivotnost byla stanovena jako procentudlni podil sumy zZivych (sviticich) pylovych zrn

k sumé vSech pylovych zrn dle vzorce:

zivych pylovych zrn
) vvy py Vy £ 100
Y. vSech pylovych zrn

Zivotnost (%) =

4.3. Sterilizace rostlinného materialu

Byla sterilizovana poupata Rubus bifrons a lateradlni pupeny Rubus bifrons.
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4.3.1. Sterilizace poupat Rubus bifrons

Pro naSe experimenty byla sterilizovdna poupata s prasniky podle stanoveného
vyvojového stddia (jednojaderné mikrospory). Odebrand poupata z matefské rostliny byla
oSetfena sterilizaci pomoci dvou riiznych dezinfekénich €inidel v nésledujicich postupnych
krocich:

Prvni postup povrchové sterilizace poupat (obr. 11):
- poupata byla umisténa do kadinky
- do kéddinky s poupaty byl ptidan 70% etanol po dobu 1,5 minuty

- v jiz aseptickém prostfedi byla poupata opladchnuta 3x sterilni destilovanou vodou

Druhy postup povrchové sterilizace poupat (obr. 12):
- poupata byla umisténa do kadinky
- do kadinky s poupaty byl pfiddn 2,5% chloramin B po dobu 1 minuty

- v jiz aseptickém prostiedi byla poupata opldchnuta 3x sterilni destilovanou vodou

Obrazek 11: Osetfeni poupat v 70% etanolu

Obrazek 12: Osetfeni poupat v 2,5% chloraminu B

4.3.2. Sterilizace lateralnich pupent Rubus bifrons

Pfi sterilizaci laterdlnich pupent byl pouZit odliSny zplsob sterilizace a to z diivodu
vetsi pravdépodobnosti kontaminace materidlu. Explantdty byly sterilizovany pomoci dvou

desinfek¢nich Cinidel. Postup:
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- ptipravené segmenty Rubus bifrons vloZzime do kddinky

- do kadinky ptidame 70% etanol, ktery nechdme na rostlinny material ptisobit 1 minutu
- po uplynuti doby etanol odstranime

- poté segmenty desinfikujeme v kddince pomoci 2,5% chloraminu B po dobu 10 minut
- v jiz aseptickém prostredi segmenty propldchneme 3x sterilni destilovanou vodou

- segmenty umistime na ¥2 MS médium v Petriho miskach (obr. 13)

Obrazek 13: Segmenty Rubus bifrons na 2 MS médiu (foto: BoZena Navratilova)

4.4. Izolace prasniki, semenikii a gynecei

Izolace prasnikii, semenikl a gynecei z povrchové desinfikovanych poupat o velikosti

5 — 6 mm byla provedena v jiZ aseptickém prostiedi flow- boxu.

Postup:

- na podlozni sklicko pod binokularni lupu (Olympus SZ51) umistime poupé

- poupé pfidrZujeme pinzetou a pomoci preparacni jehly vylamujeme jednotlivé prasniky

- ze stejného poupéte odebirame také jednotlivé semeniky, popf. celd gynecea

- jednotlivé prasniky, semeniky a gynecea poté pteneseme jehlou do Petriho misek na
pripravena kultivacni média (vzdy 20 prasSnikt, 20 semenikii a 4 gynecea na jednu Petriho

misku o priméru 60 mm)
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4.5. Kultivace rostlinného materialu

Pro kultivaci prasnikii, semenikil, gynecei a laterdlnich pupent byla vybrana média na
zéklad¢ jejich slozeni, vhodné pro tyto metody explantatovych kultur. Nékterd média byla
doplnéna o dalsi slouceniny, u nichz byl pfedpokladan pozitivni ucinek na explantat (slozeni
pouzitych kultivacnich médii viz tabulka 1). VSechna média byla pfipravena standardnimi
postupy a nasledné sterilizovana v autoklavu pii teplot¢ 121 °C a pretlaku 100 kPa. Délka

sterilizacniho procesu u médii byla 30 min. Ph médii bylo upraveno na 5,8.

4.5.1. Kultivace prasniki, semeniki a gynecei u Rubus bifrons

Pro kultivace bylo vybrano 8 variant kultivacnich médii- A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1,
D2 (tabulka 1), lisici se sloZenim a koncentracemi makro a mikro prvkd, ristovych reguldtort
a dalSich sloucenin, jako jsou naptiklad aminokyseliny prolin a glycin, které se pfirozen¢
vyskytuji v prasnicich jako osmoprotektanty. Média A2, B2, C2 a D2 jsou stejného slozeni
jako média Al, B1, C1 a D1, ale s modifikacemi ve formé& pfidanych aminokyselin (prolin,
glycin) a odlisSné koncentrace sacharosy. Pro kalusy, ziskané z experimentd bylo pfipraveno
médium F a pro pfipadnou indukci organogeneze byly vybrany 2 varianty kultiva¢nich médii

(viz tabulka 2), lisici se koncentraci sacharosy a pridanim glycinu.
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Tabulka 1: SloZeni médii pro kultivaci prasnikli, semenikt a gynecei u Rubus bifrons

Oznaéeni
média

Nazev média

SloZeni média

Reference

Al

Nitsch aNitsch médium

0,1 mg/12,4-D
0,1 mg/l1 zeatin
0,5 mg/l IAA
40 g/1 sacharosa
8 g/l agar

Peixe a kol. (2004)

A2

Nitsch a Nitsch médium

0,1 mg/12,4-D
0,1 mg/l zeatin
0,5 mg/l IAA

80 g/l sacharosa*
8 g/l agar

Peixe a kol. (2004)

B1

B5 médium

2 mg/l NAA

1 mg/l BA
100g/1 sacharosa
8 g/l agar

Keller a kol. (1975)

B2

B5 médium

2 mg/l NAA

1 mg/l BA

100 g/1 sacharosa
8 g/l agar

100 mg/1 prolin**
40 mg/l glycin**

Keller a kol. (1975)

C1

BS5 médium

2mg/12,4-D

1 mg/1 kinetin
90 g/l sacharosa
8 g/l agar

El-Hennawy a kol.
(2011)

C2

B5 médium

2mg/12,4-D

1 mg/l kinetin

90 g/l sacharosa
8 g/l agar

100 mg/1 prolin**
40 mg/l glycin**

El-Hennawy a kol.
(2011)
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Oznaceni
média

Nazev média

Slozeni média

Reference

D1

MS médium

1 mg/l BA

0,5 mg/12,4-D
0,1 mg/1 kinetin
30 g/l sacharosa
8 g/l agar

Song a kol. (2007)

D2

MS médium

1 mg/l BA
0,5mg/12,4-D
0,1 mg/1 kinetin
100 g/l sacharosa*
8 g/l agar

Song a kol. (2007)

MS médium

BS5 vitaminy
0,5 mg/l BAP
0,1mg/l1 IBA

10 g/l sacharosa
8 g/l agar

Peletier a kol.
(1983)

Pozn.: * rozdilnd koncentrace sacharosy oproti ptivodnimu médiu

** priddani aminokyselin do ptivodniho média
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Tabulka 2:SloZzeni médii pro indukci organogeneze z kalusu

MS médium
Médium 1. 1 mg/l BAP

0,5 mg/l NAA
30 g/l sacharosa
8 g/l agar

MS médium
Médium 2. 1 mg/l BAP

0,5 mg/l NAA
50 g/1 sacharosa
40 mg/1 glycin
8 g/l agar

4.5.2. Kultivace lateralnich pupenu Rubus bifrons

Desinfekéné oSettené segmenty Rubus bifrons byly v aseptickém prostiedi zkrdceny
na délku vhodnou ke kultivaci- 2,5 cm. Celkové bylo kultivovdno 11 kust segmentd
s laterdlnimi pupeny a to na médiu MS doplnéném 0,01 mg/l IBA a 0,01 mg/l BAP. Kultivace
laterdlnich pupenti probihala v kultivaéni mistnosti s dennim reZimem 16/8 h den/noc

a teplotou 22 + 2°C.
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5. Vysledky

Byly odebirdny a kultivovany praSniky, semeniky, gynecea a laterdlni pupeny
z mateiskych rostlin Rubus bifrons, rostouci na pozemcich katedry botaniky Ptirodovédecké
fakulty univerzity Palackého v Olomouci. Pii experimentech bylo hodnoceno: 1. postup
sterilizace, 2. slozeni kultivatnich médii, 3. kontaminace kultivovanych explantéti, 4.

vhodnost explantatu pro biotechnologické metody.

5.1. Stanoveni vyvojového stadia pylovych zrn

Pro kultivaci prasnikti bylo nutné izolovat prasSniky z poupat ve vyvojovém stadiu
1- jadernych mikrospor. NejvhodnéjSimi poupaty pro nase experimenty se po barveni
acetokarminem jevily poupata o velikosti 5-6 mm, ze kterych jsme nésledné odebirali

prasniky ke kultivaci.

5.2. Stanoveni Zivotnosti pylovych zrn

Pro dosaZeni nejlepSich vysledkt kultivace byla stanovena Zivotnost pylovych zrn.
Zivotnost pylovych zrn byla testovana u poupat o velikosti 4 mm, 5 mm a 6 mm.
Bylo pozorovéano zvySovani Zivotaschopnosti pylovych zrn v zavislosti na velikosti poupat. U
poupat o velikosti 4 mm byla Zivotaschopnost pouze 22 %, u poupat o velikosti 5 mm 40,4 %
a nejlepSich vysledkti dosahovala Zivotnost u poupat o velikosti 6 mm a to 57,3 %. Ziskané

vysledky jsou znazornény v grafu (obr. 14).
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Obrizek 14: Zivotnost pylovych zrn u Rubus bifrons

W Poupata Rubus bifrons o velikosti 6 mm
B Poupata Rubus bifrons o velikosti 5 mm

1 Poupata Rubus bifrons o velikosti 4 mm

5.3. Sterilizace poupat Rubus bifrons

Pfed izolaci a kultivaci praSnikii, semenikid a gynecei byla poupata povrchové
sterilizovéna, tj. oSetfena vhodnymi dezinfekénimi prostiedky. JelikoZ jsou prasniky uzavieny
v poupéti, zmiriuje se timto jejich kontakt s okolim, diky ¢emuZ nebylo nutné vyuZzivat
zvlaStnich postupli a prostiedkli. Po zkuSenostech s experimenty v bakaladfské prici byly
vybrdny dva sterilizani postupy. Prvni postup bylo oSetieni 70% etanolem, druhy postup
zahrnoval oSetieni 2,5% chloraminem B. Béhem kontroly a vyhodnocovani vysledki
(hodnoceni probihalo 3x v obdobi cervenec — zari 2012) byla kontaminovand média
odstranéna a explantity byly piepasdZovidny na nové, stejné médium. Oba pouZité postupy
a roztoky byly vhodné pro sterilizaci poupat u Rubus bifrons. Béhem celé doby kultivace

nedochdzelo ke kontaminaci explantatli, pochazejici z rostlinného materiélu.
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5.4. Kultivace prasnikia Rubus bifrons

Béhem mésice Cervna a cervence 2012 bylo izolovéano z poupat Rubus bifrons celkem
3 360 prasnikt (piiloha 3, obr. E). Ke kultivaci bylo pouZito 8 variant kultivacnich médii.
Pocet kultivovanych prasnikii a vysledky regenerace na jednotlivych médiich jsou shrnuty
tabulce 3.

Hodnoceni bylo provddéno 3x podle harmonogramu v piiloze 7, kdy byla hodnocena
nekrotizace, tvorba kalusi a vzhled regenerovanych kalusti. Prvni hodnoceni probihalo jiZ po
3 tydnech. U kultivovanych prasnikii nebyla pozorovdna Zadnd zména v regeneraci (tabulka
3). Na pohled vykazovaly tmavé hnédou az Cernou barvu (ihned po izolaci jsou prasniky
svétle zelené), a proto nebylo zcela jisté, zda prasniky jiz nekrotizovaly (pfiloha 3, obr. F).

Dva mésice od zahdjeni kultivace prasnikli byla pozorovana kalogeneze- vznik kalusii.
Celkové bylo ziskdno 12 kalust na rGznych variantich médii (tabulka 3). Kalusy byly
nazloutlé barvy, ovalného tvaru, pevné a tvrdé. Kromé regenerace ve form¢ kalusti nebyly
pozorovany zadné zmény. Ostatni kultivované praSniky zlstaly beze zmény, byly tmavé
hnédé az Cerné barvy a nekrotizovaly. Zajimavym zjiSténim bylo odli§né plisobeni médii,
predevsim zdkladnich médii, bez modifikaci. Regenerace kalusti probihala po dvou mésicich
pouze na médiu Al (0,16 %), B1 (1,1 %), C1 (0,4 %) a D1 (1,3 %). Na médiich, kterd byla
modifikovana, nebyly ziskdny Zadné kalusy. Lze vysvétlit, Ze vliv piidanych aminokyselin
mohl regeneraci prasniki zpomalit. VIiv slozeni médii na tvorbu kalust je také zndzornén
na obrazku 15.

Zaveretné hodnoceni kultivace prasniki bylo provedeno podle harmonogramu
(ptiloha 7). Z celkového poctu 3360 izolovanych prasSniki bylo po tfech mésicich kultivace
ziskano 19 kalust raznych velikosti, regenerovanych na 7 variantach kultivaénich médii. Na
médiu A2 nebyla pozorovdna Zddnd zména v regeneraci prasnikil. Ziskané kalusy dosahovaly
primérné velikosti 8 mm, pficemZ nejmensi kalusy métily 3 mm a nejvetsi 16 mm (piiloha 4,
obr. A, B). Vsechny kalusy byly nazloutlé barvy, kompaktni a pevné. Nejvice kalust bylo
ziskano na médiich B1 (1,3 %) a D1 (1,57 %). Tato kultivacni média byla naprosto odlisna,
jak ve slozZeni rustovych reguldtori, tak i mnoZstvi pouZité sacharosy (viz tabulka 1). Naproti
tomu na médiu A2 nedoslo k Zddné regeneraci, z celkového poctu 460 prasniki nebyly
ziskany zadné kalusy. Primérné nejlepSich vysledki dosahovala vSechna zdkladni média (A1,
B1, Cl1, D1), ktera nebyla modifikovana ptiddnim aminokyselin nebo zvySenim koncentrace

sacharosy.
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Z nasich vysledkt kultivace prasnikit Rubus bifrons lze interpretovat, Ze koncentrace
sacharosy nemd piimy vliv na regeneraci prasnikd, protoZe kalusy byly ziskdny jak na
médiich s nizkou koncentraci sacharosy (médium D1- 30 g/l sacharosy), tak na médiich
s vysokou koncentraci sacharosy (médium B1- 100 g/l sacharosy). Vliv glycinu a prolinu
nem¢l vyrazny vliv na regeneraci prasnikti. Média B2 a C2 dosahovala slabsich vysledkt (1
kalus na kazdé variant¢ média), ob¢ média obsahovala stejné mnoZstvi glycinu a prolinu.
Z vysledkl kultivace prasnika lze usoudit, Ze pfiddnim aminokyselin (prolin, glycin) do
kultivacniho média nebylo dosaZeno lepSich vysledkt. Nejvétsi ziskané kalusy byly rozdéleny
a premistény na médium F (sloZeni tabulka 1) a kultivovdny dal$i dva mésice. Vysledky

kultivace prasnikii u Rubus bifrons jsou piehledné zobrazeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Prib¢h hodnoceni kultivace prasnikit u Rubus bifrons

Médium | Pocet 1. hodnoceni 2. hodnoceni 3. hodnoceni

kultivovanych

prasniki Reg.** | Kon.*** | Reg.** | Kon.*** | Reg.** | Kon.***

% % % % % %

Al 600 0 0 0,16 0 0,3 0
A2 460 0 0 0 0 0 0
B1 360 0 0 1,1 0 1,3 0
B2 340 0 0 0 3,2 0,29 0
C1 500 0 3,6% 0,4 0,2 0,4 0,2
C2 300 0 0 0 0 0,3 0
D1 380 0 2,6%* 1,3 3,6 1,57 0
D2 420 0 0 0 0 0,47 0

Pozn.: * kontaminace zplisobena $patnou manipulaci se vzorky, nebyly zasazeny prasnika
** regenerace (kalus)
*** kontaminace vzorku
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Obrazek 15: Vliv 8 variant médii na vznik kalusti z prasniktt Rubus bifrons (po dvou

mesicich kultivace)

5.5. Kultivace semeniku a gynecei u Rubus bifrons

Z poupat, ze kterych byly odebrany prasniky, byly pro kultivaci izolovany také nezralé
semeniky a celd apokarpickd gynecea. Bylo izolovéno a kultivovdno celkem 393 semenikl na
médiich Al, B1, B2, Cl a C2 (sloZzeni médii tabulka 1). Kultivovdny byly také celd
apokarpickd gynecea- 12 gynecei, po Ctyfech kusech na médiich B2, C1 a C2. Semeniky
a apokarpickd gynecea byly kultivovany a hodnoceny 2x podle ¢asového harmonogramu
(ptiloha 7).

Prvni hodnoceni bylo provedeno po dvou mésicich kultivace podle harmonogramu
(ptiloha 7). Cést semenikti bylo nekrotickych, u nékterych semenikii doslo pouze
k nekrotizaci ¢n€lky (ptiloha 4, obr. E), u vétSiny semenikii vSak doSlo k regeneraci
kalusového pletiva na jejich bazi (tabulka 4), pravdépodobné proliferované stény semenikd.
Kultivace celych apokarpickych gynecei byla po dvou mésicich také uspéSnd. Ve vétSiné
pfipadi se na bdzi gynecea regenerovalo a vytvofilo kalusové pletivo (piiloha 4, obr. F,
piiloha 5, obr. A). VSechny ziskané kalusy (ze semenikii a gynecei) byly béhem kultivace
piepasazovany na stejné médium, aby mély dostatek Zivin pro sviij rast. Vysledky hodnoceni
jsou shrnuty v tabulce 4.

Zaveretné hodnoceni probéhlo ¢tyii mésice od izolace semenikld a apokarpiskych

gynecei Rubus bifrons podle harmonogramu (piiloha 7). Kultivaci a regeneraci kalusu
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u semenikll a apokarpickych gynecei lze hodnotit jako dspéSnou, z celkového poctu 393
kultivovanych semenik bylo ziskdno 64 kalust (16,28 %). VétSina ziskanych kalust
z nezralych semenikll vznikla pravdépodobné proliferaci stén semeniki a také na fezné bazi
semenikil (ptiloha 5, obr. C). Tyto regenerované kalusy dosahovaly velikosti od 10 mm,
pricemz nejvetsi kalusy meétily az 15 mm (pfiloha 5, obr. D). Kalusy ziskané ze semenika
byly méekéi (kalusy ziskané z prasnikll byly pevngjsi), nazloutlé barvy, pravideln€ ohranicené.
Nejvétsi kalusy ze semenikll byly piepasdZovany na kultivaéni médium F (sloZzeni média
tabulka 1), (pfiloha 5, obr. B). Hodnoceni kultivace semenikii a apokarpickych gynecei je
zobrazeno v tabulce 4.

Z celkového poctu 12 kultivovanych apokarpickych gynecei bylo ziskdno 6 kalust-
ziskané kalusy z celych apokarpickych gynecei dosahovaly primérné 5 mm a byly naZloutlé
barvy. Tyto kalusy byly rozdéleny a piemistény na kultivaéni médium F (pfiloha 5, obr. E).
Po c¢tyfech tydnech kultivace na médiu F byly vybrané kalusy ze semenikli a gynecei

pfemistény na kultivaéni média 1. a 2. (sloZeni médii tabulka 2), kterd méla u téchto kalust

indukovat organogenezi.

Tabulka 4: Hodnoceni kultivace nezralych semenikt a celych apokarpickych gynecei

u Rubus bifrons

Médium | Rostlinny explantat Pocet 1. hodnoceni 2. hodnoceni

kultivovanych

explantati Kon.** | Reg.*** | Kon.** [ Reg.***

% % % %

Al Semeniky 20 0 0 0 0
C1 Semeniky 63 0 25 0 25
C1 Apokarpické gyneceum 4 0 50 100%* 50
C2 Semeniky 90 0 7,7 0 8.8
C2 Apokarpické gyneceum 4 0 50 100%* 50
B1 Semeniky 200 0 9,5 0 15
B2 Semeniky 20 0 50 0 50
B2 Apokarpické gyneceum 4 0 50 100* 50

Pozn.: * kontaminace, zptisobend Spatnou manipulaci se vzorky
** kontaminace vzorku
*** regenerace ve formé kalusu
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5. 6. Kultivace lateralnich pupeni u Rubus bifrons

Celkové bylo kultivovano 11 kusii segmentt s laterdlnimi pupeny z matetskych rostlin
Rubus bifrons. Na médiu MS doplnéném o 0,01 mg/l IBA a 0,01 mg/l BAP vSechny vzorky
po meésici od zahdjeni kultivace regenerovaly. U péti kusi segmentll byla pozorovina
regenerace a laterdlni pupeny proriistaly v pryty (pfiloha 6, obr. A, B). U zbylych Sesti
explantati doSlo k regeneraci ve form¢ kalust. Ziskané kalusy byly tvrdé, zelené barvy,
prumérné velikosti 2 cm (ptiloha 6, obr. D-F). Regenerované pryty byly pasazovany vzdy po

6 tydnech na stejné svézi médium.

5.7. Indukce organogeneze in vitro

Kalusy ziskané kultivaci praSnikd, semenikli a gynecei byly pfepasdZovany na
kultiva¢ni médium F, na kterém ddle nerostly. Pro indukci organogeneze z téchto kalust byly
vybrdny dvé€ varianty média, liSici se koncentraci sacharosy a glycinu (sloZeni médii tabulka
2). Polovina ziskanych kalust byla pfepasdZzovana na médium 1. a druhd polovina na médium
2. Na téchto médiich byly kalusy ponechdny dal$i 3 mésice (piiloha 5, obr. F). Kalusy mély
stejnou velikost, barvu a tvar. Indukovat organogenezi ze ziskanych kalust, pochdzejici
z kultur prasnik®, semenikli a gynecei Rubus bifrons, se ndm v naSich experimentech

nepodafilo.
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6. Diskuze

Technika explantidtovych kultur patii k biotechnologickym metoddm a je v dneSni
dobé& ¢im dal vice vyuZivand k vegetativnimu mnoZeni rostlin, ozdravovani rostlin, produkci
haploidnich rostlin, hybridizaci vzddlenych taxonomickych druhti nebo k regulaci procesu
oplozeni in vitro. Vyuziti rostlinnych explantati, napiiklad v procesu Slechténi rostlin, ma
vzdy sva tuskali. Postupy a metody, které mohou mit pozitivni vysledky u jednoho typy
explantitu, pochdazejici z urcitého genotypu, nemusi mit stejné vysledky u jiného genotypu
nebo explantétu.

Predlozend prace studuje moZnost vyuZziti nékterych metod explantatovych kultur
(prasnikové kultury, kultury izolovanych semenikli, kultury izolovanych apokarpickych
gynecei, kultury laterdlnich pupenil) u apomiktického druhu Rubus bifrons. Byla sledovdna
uspéSnost povrchové desinfekce rostlinného materidlu, vhodné vyvojové stddium pylovych

zrn u poupat, vliv kultivaéniho média a tvorba kalusu.

6.1. Sterilizace rostlinného materialu

vvvvvv

rostlinnych explantatii. Pfi naSich experimentech s poupaty Rubus bifrons jsme vyuzili dvé
béZzné vyuzivand desinfekéni Cinidla- etanol a chloramin B. VyuzZiti etanolu je casté ke
zvySeni smacivosti rostlinného materidlu a samoziejmé také etanol slouzi k povrchové
desinfekci materidlu. Je vSak nutné zvolit vhodnou koncentraci, aby nedoslo k poskozeni
rostlinnych pletiv. V naSem piipadé€ jsme pouZzili 70% ethanol, ktery jsme nechali na poupata
pusobit po dobu 1,5 min. Kritkd doba byla zvolena, protoZe jsme vyuZivali explantity
(prasniky, semeniky a gynecea), které nejsou v piimém kontaktu s vnéjSim prostiedim,
a proto nebylo nutné ponechdvat poupata v etanolu del$i dobu. Takto oSetiené explantaty
beéhem kultivace nekontaminovaly.

VyuzZiti etanolu pfi povrchové sterilizaci rostlinného materidlu je Casté. Pozitivnich
vysledkti dosdhli také Zhao a kol. (2006), kdy pii oSetieni poupat tfapatky nachové
(Echinacea purpurea L.) pouzili 75% etanol, ktery nechali ptisobit pouhych 30 sekund a aby
snizili riziko kontaminace, oSetfili explantaty 1% chlornanem sodnym po dobu 15 min.

Chlornan sodny je také zndmy jako chlorové bélidlo a b&zné se vyuzivd k desinfekci
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explantati. Podle naSeho nazoru je doba plisobeni chlornanu sodného (15 min) piili§ dlouh4,
muZe hrozit posSkozeni rostlinnych pletiv a ndsledné odumieni materidlu (nekrotizace).

Dalsim zpiisobem oSetfeni rostlinného materidlu miize byt vyuziti roztoku chlornanu
vapenatého, ktery se vyuzivd k dpravé vody a také jako bélici praSek. Roztok chlornanu
vapenatého byl uspéSné pouZzit ptfi desinfekci poupat meruiiky obecné (Prunus armeniaca)
(Peixe a kol., 2004), ze kterych byly izolovany prasniky k indukci androgeneze. Pfi téchto
experimentech byly do roztoku ptidany také dvé kapky Tweenu-20, detergentu, ktery se
béZné pouzivd a ma zvysit ucinnost desinfekce. Zajimavé az neobvyklé je naopak pouziti
chloridu rtutnatého. Pti sterilizaci poupat jablon¢ doméci (Malus domestica) vyuzili Hofer
a kol. (1999) 0,1% roztok chloridu rtutnatého, coz je toxické a agresivni desinfek¢ni Cinidlo,
které se v biotechnologiich pouzivd ¢im dal méné. Jeho vyuZiti je pfedevSim pii oSetfovani
nodélnich segmenti dievin, kdy u vzorkli dochdzi k opétovné kontaminaci a bézna
desinfek¢ni ¢inidla neptisobi (Knitl, 2011).

Pokud se chceme vyhnout agresivnim ¢inidlim, krom¢ vySe uvedenych roztoku lze
také prfi oSetfeni rostlinného materidlu vyuzit chloramin B. Toto €inidlo bylo pouZito pii
oSetfovani jehnéd vrby bylinné (Salix herbaceae), avsak spole¢né s prvotnim oSetienim 70%
etanolem (Richterovd, 2011). Roztok 2,5% chloraminu se nechal na jehnédy pusobit po dobu
10 min a béhem nasledné kultivace nedochazelo ke kontaminaci, ale rostlinny material
nekrotizoval. Proto jsme pro naSe experimenty zvolili oSetfeni poupat pouze 2,5%
chloraminem B (bez pfedeslého ptlisobeni etanolem) a to po dobu 1 min. Tento zplsob
sterilizace poupat byl dostacujici pro naslednou kultivaci prasnikii, semenikti a apokarpickych

gynecei Rubus bifrons.

6.2. Slozeni kultiva¢nich médii

Vybér vhodného kultivacniho média je dalSim pfedpokladem pro tspéSnou kultivaci
rostlinnych explantitii. Pfi vybéru média je nutno ptihlédnout k tomu, jaky typ rostlinného
explantitu budeme kultivovat.

Peixe a kol., (2004) pii kultivaci prasnikti meruniky obecné pouzili pro iniciaci
androgeneze kultivatni médium NN. K zdkladnimu médiu piidali rtzné koncentrace
sacharosy a rastovych reguldtort, aby zjistili nejvhodnéjsi slozeni média pro regeneraci

prasnikii. Nejlepsi vysledky ziskali na médiu s ristovymi reguldtory 0,1 mg/l 2, 4- D; 0,1
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mg/l zeatin a 0,5 mg/l IAA a koncentraci sacharosy 40 g/l. Usp&snost androgeneze pragnikt
na takto sloZzeném médiu Peixe a kol. (2004) uvadi az 30 %. Z téchto divodi bylo toto
médium zafazeno také do naSich experimenttli, av§ak nase vysledky z experimentl kultivace
prasnikt u Rubus bifrons dosahovaly pouze 0,3% uspésnost a 0 % u kultivace semenika. |
piesto, jakych vysledkti dosdhli Peixe a kol. (2004) na médiu s koncentraci sacharosy 40 g/1,
rozhodli jsme se pfidat také variantu média s 80 g/l sacharosy (médium A2). Peixe a
kol.(2004) uvadi niZ8i dspéSnost s touto koncentraci sacharosy kolem 2 % a naSe vysledky
byly 0 %. Na zdklad¢é naSich vysledkii miiZzeme souhlasit se zavéry Peixe a kol. (2004), ze
nejlepsich vysledkt bylo dosazeno na médiu s 40 g/l sacharosy a se zvySujici se koncentraci

sacharosy UspéSnost regenerace (androgeneze, tvorba kalusu) kles4.

V naSich experimentech bylo vybrdno celkem 8 variant kultivatnich médii.
Z nov¢jsich védeckych ¢lankt podle uspesSnosti kultivace prasnikt bylo vybrano, kromé jiz
zminéného média NN, také médium N6 (Chu, 1978), vyuzité pti kultivaci prasnikii pSenice
seté (Triticum aktivum L.). Toto médium obsahuje vyssSi koncentraci sacharosy a to 90 g/l
(oproti médiu Al). Krom¢ zminéné sacharosy obsahuje médium také rustové reguldtory
2 mg/l 2,4- D a 1 mg/l kinetinu. Vzhledem ke sloZeni jsme se rozhodli pro médium BS5
(Gamborg, 1968). SloZeni tohoto média je podobné ke sloZeni N6 média. El- Hennawy a kol.
(2011) ve své praci uvadi uspé$nost indukce kalust 18 % ze 100 kultivovanych prasniki
u psenice, zatimco naSe vysledky na médiu C1 dosahovaly 0,4 % pii kultivaci 500 prasnikt, O
% pii kultivaci 63 semenikii a 100 % pii kultivaci 4 gynecei. Kultivaéni médium C1 jsme se
rozhodli pozménit, proto jsme do média ptidali 100 mg/l prolinu a 40 mg/l glycinu. Tyto
aminokyseliny se bé&zn¢ vyskytuji v praSnicich a funguji zde jako osmoprotektanty, t.
nizkomolekuldrni latky, které se akumuluji pfi stresovych podminkéch a svou vazbou na proteiny
a membrany ptispivaji k zachovani struktury makromolekul (Libusovd, 2010). Také jsou béZnou
soucasti nékterych zdkladnich médii (napfiklad MS médium, které obsahuje 2 mg/l glycinu).
Z celkového poctu 300 kultivovanych prasSnikti na médiu C2 bylo procento uspéS$nosti tvorby
kalusu 0,3 %, z 90 semenikti 0 % a ze 4 gynecei 100 %.

Reakce prasnikii zavisi nejen na vybéru zdkladniho média, ale také na koncentraci
rustovych regulatori. Médium D1, které jsme si vybrali na zdkladé studia literatury, je
sloZzeno z MS média a je doplnéno o rustové regulatory 1 mg/l BA; 0,5 mg/l 2, 4- D a 0,Img/1
kinetinu. VSe je doplnéno sacharosou o koncentraci 30 g/l. Song a kol. (2007) toto médium
vyuzili pfi kultivaci prasnikt okurky seté (Cucumis sativus L.). Na médiu D1 jsme dosahli

nejlepsich vysledkl z celého naSeho vyzkumu a to 1,57 % ziskanych kalust z poctu 380
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kultivovanych prasnikii. Médium jsme taktéZz modifikovali zvySenim koncentrace sacharosy
na 100 g/l (médium D2). Z naSich vysledka vyplyva, Ze zvySend koncentrace sacharosy vede
ke sniZeni uspéSnosti regenerace, na takto modifikovaném médiu doslo k regeneraci pouze u
0, 47 % prasnikii. Zajimavosti je vSak skuteCnost, Ze nase vysledky, pokud porovnidme
uspeéSnost vSech variant médii pouzitych v experimentech, tuto domnénku nepotvrzuji.
Nejlepsich vysledki jsme totiZ dosdhli jak na médiu s nizkou koncentraci sacharosy (médium
D1) tak i na médiu s velmi vysokou koncentraci sacharosy (médium B1).

Explantaty z daného genotypu rostlin muzeme uspésné kultivovat na urcitém
kultivacnim médiu, ale to neznamend, Ze stejné¢ uspeSnych vysledkii dosdhneme na tomto
médiu u explantatd jiného genotypu. Toto je zdkladni problém biotechnologickych metod,
ktery lze vyfeSit pouze optimalizacemi, popi. vybérem jiného vhodného média pro dany

genotyp.

6.3. Indukce organogeneze in vitro

Kalusy ziskané v naSich experimentech z prasnikil, semenikd a gynecei jsme po urcité
dobé presadili na média, kterd by méla svym sloZenim indukovat vznik organogeneze. Byly
vybrany dvé varianty média- médium 1. a médium 2. Jednd se o zdkladni médium MS,
doplnéné o ristové reguldtory BAP a NAA a o dvé koncentrace sacharosy (30 g/l a 50 g/l).
BAP mél stimulovat tvorbu prytd, zatimco NAA mél indukovat tvorbu postrannich kotent.
Na téchto médiich jsme vSak neziskali z kalusti organogenezi. Také Zhao a kol. (2006) se
snazili o indukci organogeneze kalusti z praSnikt tfapatky nachové. Stejné¢ jako v naSich
experimentech pouzili MS médium doplnéné o BAP a NAA. Na rozdil od naSich vysledki
vSak dokdzali indukovat z kultivovanych kalusti pryty. Tyto rozdilné zavéry jsou vysledkem
odlisného genotypu rostlin, ze kterych byly explantity pouzity. Podobnych vysledk dosahli
také El- Hennawy a kol. (2011), kdyz ziskané kalusy z prasnikl pSenice seté presadili na MS

médium doplnéné o NAA a kinetin a také na takto ptfipraveném médiu indukovali pryty.
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6. 4. Vyuziti biotechnologickych metod u rodu Rubus sp.

V ramci této diplomové prace jsme zaméfili na jeden druh ostruZiniku a to na druh
Rubus bifrons. Z tohoto druhu jsme pro ucely kultivace pouZili nezralé prasniky, semeniky
a také celd apokarpickd gynecea. Kdyby na$ vyzkum byl uspésny, dokazali bychom z kalust
prasnika ziskat rostliny, které by mély haploidni sadu chromozomt a tim by poslouzily pro
dalsi studie. Toto je prvotni diivod, pro¢ se z rostlin kultivuji nezralé prasniky, mikrospory
nebo nezrald vajicka (Richterovd, 2011).

U rodu Rubus sp. se ke kultivaci nevyuzivaji pouze prasniky nebo mikrospory, béZna
je také mikropropagace rostlin, kde je cilem rychlé namnoZeni a naklonovani rostlinného
materidlu. Obecné lze konstatovat, Ze ¢im vétsi rostlinny explantat ke kultivaci pouZijeme, tim
lepsich vysledkii dosdhneme. Z toho vyplyva, Ze pravé mikrosporové kultury, prasnikové
kultury nebo kultury nezralych vajicek jsou pro kultivaci nepfedvidatelnym materidlem.

Kultivaci axilarnich pupent z rtiznych kultivari rodu Rubus sp. ziskali Bobrowski
a kol. (1996) dospé€lé rostliny. Ve svych zavérech také potvrzuji fakt, Ze na miru zmnoZeni
rostlin ma vliv typ genotypu a také rizné koncentrace rtistovych hormont (Bobrowski a kol.,
1996). Axilarni pupeny ze 3 druhl ostruZinikQ (Rubus hirsutus, Rubus lambertianus, Rubus
columellaris) pouzili pro namnoZeni pomoci biotechnologickych metod také Wei a kol.
(1992). Kultivaci na médiu MS doplnéném o ristové reguldtory ziskali rostlinky, které poté
ptesadili do pudy ve sklenicich.

Kultivovat 1ze také izolované meristémy ¢i dormantni pupeny rodu Rubus sp., takto
Ize na vhodném kultivacnim médiu docilit proliferaci kofenit a postrannich vyhonki
(GajdoSova a kol., 2006). Velice oblibenou biotechnologickou metodou je kultivace
a nasledné namnoZeni rostlin z listovych explantitti. V roce 1990 Swartz a kol. (1990) pouzili
listy rodu Rubus sp., které nasledné kultivovali a doséhli tak proliferace kotfinki a postrannich
vyhonktl. Podobné vysledky ziskali také Turk a kol. (1994). Na raznych kultivacnich médiich
dosahli u listd regeneraci ve form¢ vyhonki. V zdvéru své prace upozoriuji na skutecnost, Ze
nejlepSich vysledkl a tudiZ nejvyssi pocet vyhonki ziskali z mladych listi. Vysoké frekvence
regenerace pryti (91,7 %) z kultivovanych listl rodu Rubus sp. se podafilo ziskat také v préci
Gupta a Mahalaxmi (2009).

Androgeneze neni vSak do dneSni doby u rodu Rubus sp. dostateCné prostudovéna.

Gynogeneze neni u ovocnych stromi studovana viibec (http://ig.bas.bg).
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7. Zavér

Tato diplomovd priace se zabyvd primarn¢ kultivaci prasnikli ostruZiniku
dvojbarevného (Rubus bifrons), tetraploidniho druhu, ktery se v piirodé rozmnoZuje prevazné
apomikticky. Indukce kalusti s ndslednou organogenezi by vedla k ziskani dosp€lych rostlin,
které by mely haploidni sadu chromozomt (v pitipadé Rubus bifrons by se jednalo
o dihaploidy) a tim by pfispély k dalSimu studiu genomu tohoto druhu. V ramci této prace
jsme kultivovali krom¢ 3360 prasniki také 393 nezralych semenikid, 12 celych

apokarpickych gynecei a 11 laterdlnich pupent.

» Pro prasnikovou kulturu jsou nevhodnéjsi poupata o velikosti 6 mm, obsahuji prasniky

s mikrosporami v jednojaderném stddiu. Zivotnost mikrospor dosahovala 57,3 %.

» Celkové bylo kultivovdno 11 segmentl s laterdlnimi pupeny z matefskych rostlin
Rubus bifrons. P&t kusii segmentii regenerovalo ve formé proristani pryt, Sest

explantat regenerovalo ve formeé kalusi.

» Pii sterilizaci poupat je vhodné pouzit neagresivni desinfek¢ni prostiedky, jako
vyhovujici je pouZiti 70% ethanolu po dobu 1,5 minuty nebo 2,5% chloraminu B po

dobu 1 minuty. Neni potieba poupata vystavovat delSimu piisobeni ¢inidel.

» Laterdlni pupeny je vhodné sterilizovat pomoci dvou druhli desinfek¢nich ¢inidel a to

70% etanolem po dobu 1 minuty a poté 2,5% chloraminem B po dobu 10 minut.

» Prasniky byly kultivovany na 8 variantdch kultiva¢nich médii. Nejlepsi vysledky byly

dosazeny na médiu B1 a D1, nejlepsi vysledky kultivace semenikti byly na médiu B2.

» Celkové bylo ziskdno kultivaci pra$nikti 19 kalust. Indukovat organogenezi se ndm u
téchto kalust nepodafilo potvrdit. Je potieba optimalizovat kultivacni média, kterd by

vyvolala organogenezi.
» Na kultivaci praSnikl, semenikli a gynecei nemd vliv koncentrace sacharosy.

» Pridanim aminokyselin (prolin, glycin) k médiu (C2, B2) nebylo dosaZeno lepsich

vysledkl regenerace pras$niki.
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9. P¥ilohy

Ptiloha 1- Rubus bifrons na pozemcich katedry botaniky

A, B- Rubus bifrons- 20. 6. 2012, C- uchyceni rostlin Rubus bifrons,
D, E- Rubus bifrons- 20. 8. 2012, ¥- Rubus bifrons- 20. 9. 2012
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Priloha 2- Fotodokumentace rostinného materialu

A- poupé Rubus bifrons na mateiské rostliné, B- poupé Rubus bifrons o velikosti 4 mm, C-
poupé Rubus bifrons o velikosti 6 mm, D- oteviené poupé o velikosti 3-4 mm, E- oteviené

poupé o velikosti 5-6 mm, F- laterdlni pupeny Rubus bifrons
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Priloha 3- Izolované kultury Rubus bifrons

A, B- izolovany prasnik o velikosti 1 mm, C,D- izolované semeniky o velikosti 2 mm, E-

Petriho misky s kultivovanymi praSniky, F- nekrotizované kultivované praSniky
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Ptiloha 4- Fotodokumentace kalusl z prasnikii, semenikl a gynecei

A, B- kalusy ziskané kultivaci prasniki, C, D- kalusy z praSniki na médiu F,

E- kultivované semeniky (nekrotizace ¢nélek), F- gyneceum- proriistajici kalusové pletivo
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Ptiloha 5- Fotodokumentace kalusli ze semenikll a gynecei

A- gynecea- prorustajici kalusové pletivo, B- kalusy ze semenikti na médiu F,

C- semenik- prorustajici kalusové pletivo, D- kalus ziskany kultivaci semenikti, E- kalusy

z gynecei na médiu F, F- kalus ze semeniku na médiu MS, ur¢ené k indukci organogeneze
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Ptiloha 6- Regenerace laterdlnich pupenii Rubus bifrons

A, B- regenerace ve formé prorlstani prytti, C- regenerované laterdlni pupeny po pasizi

v Erlenmeyerov¢ banice, D- regenerace ve form¢ kalust, E,F- kalusy o velikosti 2 cm
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Ptiloha 7- Casovy harmonogram experimentil

Mésic
VI
20. 6. 2012 sbér poupat, izolace prasnikili, semenikili a gynecei
27. 6. 2012 sbér poupat a laterdlnich pupent, izolace prasniki a laterdlnich pupent
VIl I 11.7. 2012 prvni hodnoceni kultivace prasniki
VIIIL. P . . « e
l 20. 8. 2012 druhé hodnoceni kultivace prasniki
20. 8. 2012 prvni hodnoceni kultivace semenikl a apokarpickych gynecei
IX.
l 27.9. 2012 treti hodnoceni kultivace prasnikt
l 2. 10. 2012 druhé hodnoceni kultivace semenikii a apokarpickych gynecei
X.
1. 11. 2012 ptepasdZovani vybranych kalust a ndslednd kultivace na médium MS
XI.
XII.
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