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Mikropropagace listoklasce (Phyllostachys) v podminkach

in-vitro
Souhrn

Tato prace se vénuje mikropropagaci vybranych druhd rodu Phyllostachys v kulturach
in-vitro. Cilem je testovani ucinnosti sterilizace, ovlivnéni multiplikace rdznymi rdstovymi
latkami, sloZeni zakoferiovacich médii a jejich vliv na vysledny rist preparatd.

Hypotézou je zvySeni poctu vyhonl diky doddnim cytokinin0 do plného MS
(Murashige a Skoog) média (BAP - benzylaminopurin, TDZ - thidiazuron), pfipadné
v kombinaci s auxiny do média ve fazi multiplikace a tim i zvySeni mnoZitelského koeficientu
u sledovanych rostlin.

Pro in-vitro propagaci byl zvolen odbér nodélnich segmentl z rostlin izolovanych ve
skleniku. Po nasledné sterilizaci byly explantdty umistény do plného MS multiplikaéniho
média s obsahem rdznych koncentraci cytokinind, pfipadné auxint. Z hlediska priimérného
poctu vyhon( statisticky nejlepSich vysledkd dosahovaly koncentrace cytokinin(i BAP (5mg.I"
1Y aTDZ (2 mg.I™).

Cilem bylo téZz testovani ucinnosti sterilizace. Testovan byl Chlornan sodny ve 3
raznych koncentracich plsobici rznou dobu. Statisticky nejlepsich vysledkd v poméru
kontaminace a nasledné regenerace dosahoval chlornan sodny v koncentraci 0,47 % pUsobici
po dobu 10 minut a po dobu 20 minut.

RGzné varianty sloZeni zakorenovacich médii se ukazaly byt nedostatecné, protoze se
ani v jedné varianté nepodafilo iniciovat tvorbu kotfenu. Byla zvolena média, kterd podle
védeckych ¢lank( méla Uspésnost zakorenéni u podceledi Bambusoideae az 90% Uspésnost.
K zakotefiovani in-vitro byly pouZity reguldtory NAA (5 mg.I™), IBA (10 - 20 mg.I™), Coumarin
(40 - 80 mg.l-1), IAA (5 mg.l-1) a NAA (5 mg.I?). Cast prytd bylo prevedeno ex vivo do

péstebniho substratu. Zadna z pouZitych variant véak nevedla k docileni zakofenéni.

Klicova slova: in vitro propagace, kultivacni médium, listoklasec, Phyllostachys, rstové latky,

sterilizace.



Micropropagation of Phyllostachys in condition in-vitro

Summary

This paper focuses on the micropropagation of selected species of the genus
Phyllostachys in in-vitro cultures. The goal was to test the efficiency of sterilization,
influencing the multiplication through various growth substances and the composition of
rooting media, and their final effect on the specimens' growth.

The hypothesis being tested is that an increase in the number of shoots can be
attained through the introduction of cytokinins into the complete MS (BAP -
benzylaminopurine, TDZ — thidiazurone) medium, optionally combining this with the
addition of auxins in the multiplication phase, which would lead to the increase of the
mutiplication coefficient of selected plants.

The in-vitro propagation was tested on nodal segments of plants isolated in
greenhouses. After their sterilization, the explantates were placed into full MS multiplication
medium with various concentration of cytokinins and optionally, auxins. As far as the
average number of shoots is concerned, the BAP (5 mg.l-1) a TDZ (2 mg.l-1) cytokinins
proved to be the most successful.

The secondary goal was the testing of the efficiency of sterilization. The target,
sodium hypochlorite, was tested in three different concentrations, each acting for various
times. Statistically, the most favorable result in the ratio of contamination and subsequent
regeneration was reached with sodium hypochlorite in 0.47% concentration, acting either
for for 10 or 20 minutes.

Different composition variants of of the rooting media were shown to be insufficient,
as none of them managed to initiate the rooting process. The media chosen were quoted to
have the rooting success rates of up to 90% with the subfamily Bambusoideae, according to
science journals. For in-vitro rooting, the regulators used were: NAA (5 mg.|-1), IBA (10 - 20
mg.l-1), Coumarin (40 - 80 mg.l-1), IAA (5 mg.l-1), and NAA (5 mg.l-1). A portion of the shoots
was transferred into the growth substrate ex-vivo. None of the variants led to a successful
rooting, however.

Keywords: in-vitro propagation, cultivation medium, phyllostachys, growth stimuli,

sterilization



2 Uvod

Mikropropagace rostlin se v trznim zahradnictvi pouziva ¢im dal vice. Pfi dostate¢ném
objemu produkce jsou rostliny i stejné drahé nebo levnéjsi nez u vegetativné ¢i generativné
mnozZenych rostlin tradi¢nimi zpQsoby. Pfi mnoZeni in-vitro jsou rostliny zdravé a viruprosté.
Mnohdy se touto metodou péstuji rostliny, které se tradi¢nimi metodami daji mnozit jen
pomalu a nebo vlbec.

K testovani byl vybran rod Phyllostachys. Vzhledem k trznimu potencidlu a obtiZnosti
mnoZeni a tim padem jeho vysoké pofizovaci cené. Bambusy se generativné daji mnozit jen
okrajové (vzhledem k jejich mnohdy aZ stoletym kvetoucim cyklim), vegetativné mnozené
rostliny potrebuji velky prostor, nevypadaji esteticky dobfe a dlouho se dopéstovavaji.
Zatimco bambusy mnozZené in vitro by mély pékny husty habitus semenacku.

U vybranych druhl rodu Phyllostachys (Phyllostachys aureosulcata, Phyllostachys vivax
a Phyllostachys nuda) se testuje Ucinnost sterilizace pfi pouZiti rdznych koncentraci
chlornanu sodného. Déale se testuje vhodnost rdznych médii k multiplikaci a ucinnost

zakorenovacich médii.



3 Cil prace

Hlavnim cilem prace je optimalizace mikropropagace vybranych druhd rodu
Phyllostachys v kulturach in-vitro. Cilem je téZ testovani ucinnosti sterilizace. Pro sterilizaci
byl zvolen Chlornan sodny v rGznych koncentracich, plsobici 10 - 30 minut. Optimalnim
vysledkem je ta varianta, kterd umoznuje vysoké procento regenerace s malym procentem
kontaminace.

Optimalizace multiplikace explantati se testuje na plném MS médiu, s pfidanim
cytokinin a ptipadné auxinl. Testuje se ovlivnéni multiplikace témito rlstovymi latkami.
Hypotézou je zvySeni poctu vyhonu diky dodanim cytokininl (BAP - benzylaminopurin, TDZ -
thidiazuron) do média ve fazi multiplikace atim izvySeni mnoZitelského koeficientu
u sledovanych rostlin.

Po fazi multiplikace je cilem prace testovat pfidani rGstovych latek pro iniciaci
zakorenéni explantatl. Hypotézou je iniciace zakorernovani pfidanim NAA (Naphthalene

acetic acid), IBA (Indole-3-butyric acid), Coumarinu a IAA (indole -3- acetic acid).


http://en.wikipedia.org/wiki/1-Naphthaleneacetic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/1-Naphthaleneacetic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Indole-3-butyric_acid

4 Prehled literatury (literarni reserse)

4.1 Phyllostachys

4.1.1 Botanické zarazeni, ¢eled Poaceae - Lipnicovité

Rostliny této Celedi jsou byliny, ¢asto s adventivnimi kofeny, nékdy s mykorhizou.
Stonky (stébla) jsou jednoduché nebo vétvené, vzpfimené nebo poléhavé, valcovité,
obycejné duté v internodiich, nody plné. Nékdy drevnatéjici (bambusy). Listy stfidavé ve
2 faddach, na protistojnych stranach stonku, plvodné na nodech, ¢asto vSak nahloucené
u baze. Rozlisené jsou na Eepel (lamina) a pochvu (vagina), na jejich rozhrani byva jazycek
(ligula) a ouska (ariculae). Pochva tésné objima stonek, jeji okraje se prekryvaji, ale zpravidla
nesrlstaji (oteviena pochva). Jazycek je obvykle blanity, nékdy preménény na stétiny nebo
chlupy. Cepel je jednoduchd, obycejné Uzka, ¢arkovita s rovnobéZnou Zilnatinou.

Anatomicka stavba listli neni jednotna a zavisi na tom, jak se v rostlinach uskutecnuje
fotosyntéza, Ci jde o rostliny typu Cs (plezimorficky znakovy stav) a nebo o rostliny typu Cq4
(apomorficky znakovy stav). Csz rostliny maji béZznou stavbu listd a fotosyntézu, kterd je
ucinna hlavné v mirném a chladném pdsmu. C4 rostliny maji cévni svazky v listech obalené
parenchymatickou vrstvou, kolem které je vénec mezofylovych bunék, ktery je vyhodny pro
preziti rostlin pfi extrémnich teplotach.

Soukvéti se skladaji z ¢etnych klaskd, které vytvareji klasy, laty nebo hrozny. Kldsky
jsou 1- 2 a7 vicekvété, podeprené dvéma plevami (glumae), které se vyvinuly z podpudrnych
listenU. Plevy nékdy chybi nebo je vyvinuta jen jedna z nich. Nad plevami se nachazeji plucha
(lemna), t.j. podparny listen kvétu a plusky (palea), coz jsou dva metamorfované a srostlé
okvétni listy vnéjsiho kruhu okvéti. Pluchy jsou ¢asto ostnité. Vnitfni kruh okvéti reprezentu;ji
2 nebo tfi lodikuly (redukované okvétni listky). Kvéty jsou obvykle oboupohlavni, malé
(nékdy jednopohlavni - rostliny jsou potom jednodomé nebo dvoudomé), obvykle
vétrosnubné, znacné redukované ve velikosti a poctu kvétnich ¢asti. TyCinky jsou obvykle 3,
nitky ty¢inek jsou ohebné a 2 dilné prasniky jsou vrtivé. Semenik vrchni. Vznika sristem 2-3
plodolistl, ale ma jen jedno pouzdro, v kterém se nachdzi vajicko. Pestik se jevi jako
jednotny celek a semenik nema zpravidla ani anatomické ani morfologické znaky po srlistu

plodolistd. Blizny jsou obycejné 2, vzacné je 1 blizna (rod Nardus) a nebo jsou blizny 3



(Bambusa). Plod jednosemenny nejéastéji obilka (caryopsis) s oplodim pfirostlym k semenu,
vzacné je plodem nazka, nebo bobule. Ne pridfezu zrnem miliZeme pozorovat vicevrstvé
oplodi, tenké osemeni, jednovrstvy perisperm a endosperm s vnéjsi aleurnovou vrstvou bez
Skrobu a potom vnitini vrstvu, kterd obsahuje v bunikach Skrobova zrna a bilkovinovy lepek.
na boku endospermu se nachdzi embryo s metamorfovanym kliénim listem a Stitek
(scutellum), ktery funguje jako haustorium, Cerpajici Ziviny z endospermu. Na opacné strané
je kratky zaklad hlavniho kofene, obaleny koleorizou, nad kofenem je hypokotyl az po
epiblast, kde prechazi do mezokotylu (Martonfi, 2006).

Rozsifeni: Travy jsou nejrozsifené;jsi skupinou rostlin na planeté. Rostou témér vsude,

od vysokych hor az po niziny, na padach suchych, bazinnych i ve vodé, na slunci i ve stinu.
Nékteré druhy se vyskytuji pouze v urcitych oblastech, jiné jsou kosmopolitni.
Travy patfi mezi zemédélsky nejdllezitéjsi rostliny pro vyzivu lidi (pSenice, Zito, jeCmen, oves,
ryze, proso, kukutice, cukrova tftina, bambus) i hospodarskych zvitat (jilek, psarka, bojinek,
psinecek, metlice). Obiloviny i picniny lidé péstuji a Slechti odeddvna. Také po celé 20. stoleti
se jejich Slechténi intenzivné vénuji a vyuZivaji vSech poznatk( genetiky. V poslednich
nékolika letech se soustfeduje zdjem také na vyuziti nékterych druhd trav jako
obnovitelného zdroje energie. Travy se vyvinuly jiz velice davno, prokazatelné existovaly na
konci druhohor, to je pfed 60 - 127 miliony let. Jsou nedilnou soucasti vSech pfirozenych
rostlinnych spolecenstev a existuji i spoleCenstva, kde travy vyrazné prevazuji nad ostatnimi
druhy rostlin. je to tundra, travinna spoleéenstva mirného pasma a tropickd travinna
spolecenstva (Opatrnd, 2003).

Rostliny celedé lipnicovité jsou lehko rozpoznatelné mezi jinymi rostlinami, jejich
monofyletickost je podporovana morfolgickymi a DNA znaky. Sou¢asné molekularni studie je
roz¢lenuji do 12 podceledi. Mezi nimi zminime 5 nejvétsich, mezi které patfi Bambusoideae -
hlavné tropické rostliny, casto s dfevnatéjicimi stébly, jejichz vyska mlzZe byt az 40 m (rod
Bambusa a dalsi). Mezi Etrhartoideae patti vodni a vihkomilné byliny, mezi které patfi ryze .
Oryza sativa. Pooiedae jsou velkou podceledi, kterd zahrnuj vétSinu nasich druh( trav. Jsou
rozsirené v mirném pasmu predevSim na severni polokouli. VSichni zastupci podceledé
Chloridoideae se lisi stavbou klask( (rody Eragrostis, Sporobolus) maji C4 fotosyntézu a
vyskytuji se predevsim v polopoustnich oblastech tropud, hlavné v Africe a v Australii.
Podceled Panicoideae se lisi stavbou klask(l a je primarné tropickou podceledi (napft.

Panicum, Sorghum, Zea) (Martonfi, 2006).
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Bambusoideae

Obvykle vytrvalé, oddenkaté, bylinné nebo dfevnaté, s dutymi nebo plnymi stébly a
Sirokymi listy s pochvou a jazyckem. kvétenstvi muze byt lata, klas nebo hrozen. kvéty jedno
nebo oboupohlavni, s 1 nebo 2 plevami, nékdy osinkatou pluchou a dobfe vyvinutou
pluskou. Lodikuly jsou obvykle 3, méné ¢asto 6 nebo vice, tyCinky 2, 3, nebo 6, vzacné vice.
Kvétenstvi je slozené z klaskd. Jsou vétSinou oboupohlavné, klasek je jednokvéty nebo
dvoukvéty, ma ti Z Sest tyCinek, dva az tfi pestiky, dvé i vice plev a tfi pluchy. Tato podceled
je rozdélena do dvou rodd, a nejvice z pfiblizné 1 200 druhUl roste v mirném a tropickém
pasmu, ve vysoké nadmorské vysce, podél ficnich tokd a na savanach. Jejich vyska dosahuje

az 40 m a denni pfirGstek az 1 m. (Heywood, 2007).

4.1.2 Morfologie

Bambusy jsou stdlezelené rostliny. Pokud dojde k Uplnému zni¢eni nadzemni ¢3sti,
bambusy velmi rychle regeneruji. Na rozdil od dfevin nemaji bambusy kambium které
umoznuje kmenu narlstat do Sifky a vysky. Primér a délka stébel zlstavaji po cely Zivot

stejné.
4.1.2.1 Oddenky

Bambusy se do svého okoli Siti dvéma typy oddenkd.

Pachymorfni oddenky jsou kratké a tlusté, viceméné zakfiveného tvaru a jejich
pramér je obvykle vétsi nez pramér stébel, kterd z nich vyrlstaji. Jejich ¢lanky jsou
asymetrické, SirSi nez delsi, pIné.Koreny vyristaji pfevainé ze spodnich ¢asti kolének. Stébla
vyrastaji vZdy ze Spicky oddenk(. Postranni pupeny vytvareji nové oddenky a tvofti tak hlavni
osy ruUstu. Pachymorfni oddenky jsou typické pro vSechny tropické druhy a horské
mrazuvzdorné druhy rodu Fargesia. Tyto bambusy vytvareji trsy s husté nahlouc¢enymi
stébly, které se jen pomalu Sifi do okoli. Oznacujeme je jako trsovité bambusy.

Leptomorfni oddenky jsou dlouhé, uzké, trubkovité, jejich pramér je obvykle mensi
nez pramér stébel, ze kterych vyrQstaji. Clanky jsou pravidelné, zpravidla deldi neZ $irsi,
typicky duté. Korfeny vyrlstaji po celém obvodu kolének. Na vSechna kolénka obsahuji
pupeny a vétdina z nich je dormantni. Spi¢ky téchto oddenkd se horizontalné prodluiuji a
tvori tak hlavni osy rlstu. Z postranich pupen( vyrlstaji stéble i oddenky. Leptomorfni

oddenky se vyskytuji u vétSiny druhli z mirného a subtropického pdsma. Tyto bambusy

11



vytvareji charakteristické hdaje a houstiny, kde jsou jednotliva stébla od sebe viceméné
vzdalena. Siti se rychle do okoli a oznacujeme je jako vybézkaté bambusy (Rezl, 2006).
Priklady trsovitych rodl bambusi: Chusquea, Fargesia, Kimalayacalamus,
Phyllostachys, Semiarundinaria, Thamnocalamus. Ptiklady odnoZujicich rodl bambus(:
Bashania, x Hibanobambusa, Indocalamus, Pleiblastus, Sasa, Sasaella, Yushania (Ardle,

2008).

4.1.2.2 Stébla

Nadzemni ¢asti bambusu jsou silna drevita stébla. Kromé nosné funkce pro listy souzi
také jako zasobarna energie. S pfichodem jara zacinaji rasit oddenkové pupeny a ze zemé
vyrazeji vyhonky, jejich tloustka urcuje i koneény prdmér budoucich stébel. Stébla rostou
velice rychle. B€hem 5-8 tydnU dosahuji své konecné vysky. Ve stéblech se ¢asem zvysuje
obsah kifemiku, ktery tvrdost vyrazné zvySuje. Maximadlni tvrdost stébel je dosazena po
skonceni tfetiho roku.

Zivotnost stébel je podminéna mnoha faktory, jako jsou klimatické podminky, plida,
druh a stafi rostliny, ale zpravidla se pohybuje mezi 5-8 lety. U mladSich rostlin je Zivotnost
stébel kratsi.

Stébla bambust jsou tvofena segmentovanou strukturou ¢lank( a kolének. Clanky
jsou zpravidla duté, ale vyjimka i tady potvrzuje pravidlo: jihoamerické bambusy rodu
Chusequea maji €lanky plné. V prurezu jsou ¢lanky kruhovité, az ovalné. V jedno pfipadé, u
druhu Chimanobambusa quadrangularis, jsou stébla ¢tythranna. Zastupci rodu Phyllostachys
maji na ¢lancich vice nebo méné vyrazny zlabek, ktery ma c¢asto vyrazné zbarveni. Kolénka
jsou vidy plnd, zatimco z oddenkovych kolének vyristaji kofeny, ze stébelnych kolének
vyrUstaji vétve.

Trvanlivost bambusovych stébel je dana jejich vlaknitou strukturou, ktera je sloZzena z
50 % celuldzy, zbytek tvofi lignin a kfemik. Pravé kfemik je v nejvyssi mife obsaZen na
povrchu stébel. Stébla jsou nejcastéji zelend, ale nékteré druhy bambusi maji mimoradné
atraktivni zbarveni, které kontrastuje se zelenymi listy. Stébla mohou byt Zluta,

bronzovocervena a ¢erna (Rezl, 2006).
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4,1.2.3 Vétve

Schopnost tvofit vétve je jednou z nejdullezitéjSich vlastnosti, kterad odliSuje bambusy
od trav a je znamkou vysoké specializace. Vétve vyrlstaji z pupend na stébelnatych
kolénkach a maji rovnéZz segmentovanou strukturu. U rod( Phyllostachys a Pleioblastus se
vétve vyvijeji soucasné s narlstanim stébel a po jeho ukoncéeni zac¢nou rist listy. U druhu
Fargesia nitida se vétve tvofi az druhym rokem, takZze mlada stébla jsou prvnim rokem bez
vétvi, pouze krytd pochvami. U nékterych rodu se vétve tvori od shora dol(, u jinych naopak.
Pocet vétvi charakterizuje rodovou ptislusnost. Rod Phyllostachys charakterizuji dvé vétve, z
nichZ jedna je dominantni. M{Ze se objevit tfeti, malo vyvinutd. Mladé bambusy vétsSinou
vétvi ze vSech kolének. U velkych stromovitych druhd, zvlasté u dobre vyvinutych stébel, jsou

vétve ve spodni ¢asti zakrnélé, nebo zcela chybi (Rezl, 2006).

4.1.2.4 Pochvy

Oddenky, stébla a vétve jsou béhem svého ristu obaleny pochvami, které je chrani
pred vnéjsSimi vlivy, pfedevsim vlhkosti. Jakmile dojde k ukonceni rlistu, pochva opadaji,
nebo z(stdvaji trvale na rostliné.

Oddenkové pochvy jsou skryté pod zemi, ale jejich funkce je velmi dilezita. Spicka
oddenku je diky nim dokonale hladka a snadno pronikd i do obtizného terénu. Jakmile
oddenky ztvrdnou a narostou jim koreny, pochvy prestanou plnit svoji funkci a rozpadnou se.

Stébelné pochvy jsou dobre patrné béhem prodluzovani stébel. Tvarem se od sebe
dost lisi. V jejich horni ¢asti se mohou vyskytovat Stétiny, ouska a jazycek,. Tyto organy slouzi
k identifikaci druhu. Pochva je zakoncena Cepeli.

Listové pochvy pokryvaji vrcholy vSech stébel a vétvi a jejich ¢epele jsou vlastnimi
listy bambus(. V tomto ptipadé jsou Cepele podstatné vétsi nez samotné pochvy (Rezl,

2006).

4.1.2.5 Listy

Listy bambus( vyrUstaji z listovych pochev. Maji rozmanity tvar i velikost. Typicky tvar
je protahly, na bazi zaobleny, na konci zaspicatély. Nejvétsi listy, az 60 cm dlouhé a 10 cm

Siroké ma Indocalamus tesselatus. Naopak nejmensi listy miZeme najit mezi zastupci rod(

13



Fargesia a Phyllostachys. Listy nékterych forem jsou panasované. Listy jsou stalezelené,

pouze se pribéziné obnovuji. Jejich Zivotnost nepfesahuje dva roky (Rezl, 2006).

4.1.2.6 Kvéty a semena

Bambusy kvetou pomérné vzacné, v dlouhych ¢asovych intervalech od 1 do 100 let.
Kveteni bambus( byva ukonéeno uhynem rostliny, nebo jejim oslabenim, po némz nasleduje
pomald regenerace. Mluvi se o cyklickém kveteni. Jsou znamy druhy, které nikdy nevykvetly,
jiné zase kvetou c¢asto a pravidelné.

Kvéty bambus( jsou vétrosnubné. Kvetené muizZe vyt ¢aste¢né, nebo Uplné. Semena
bambusl se podobaji kvétim obilovin. Pokud chceme mnozit bambusy semeny vysev je
vhodné provadét pri 18 - 22°C nejlépe co nejdfive po sklizni semen.(Rezl, 2006; Novakova,

2004).

4.1.3 Popis rodu Phyllostachys

Tento rod zahrnuje stromové i kefovité druhy bambus(. RozmnoZuji se podzemnimi
oddenky. Stébla hladka s ryhami nad mistem vétveni. Postranni vétve 2, vzacné s mensim 3.
Pochvy opadavé, blanité, jazycek obvykle napadny, obvykle ouskaty s dlouhymi osinkami,
Cepel obvykle ohnuta. Listova Cepel s typickou Zilnatinou, obvykle nesoumérnad, ochlupena.
Rod Phyllostachys pochéazi z Ciny ale nyni jsou velmi rozéifené. Tento rod je pravdépodobné
ekonomicky nejdllezitéjsi a je vyuZivan pro stavbu budov, vyrobu papiru, podlah, nabytku,

konzumaci mladych vyhonka a kosikarstvi (Wu, 2006).

4.1.3.1 Phyllostachys aureosulcata

Tento druh je u nds nejvice péstovany. Stébla jsou vzpfimena, matné zelena se
Zlutymi ZIabky povrch stébel je drsny . jedna z typickych vlastnosti tohoto druhu, stébla jsou
casto ve spodni casti elegantné pokrivend. Tomuto jevu se fika genikulace. Pokryv listd je
velmi husty. Vyhonky jsou krémové bilé s jemnymi fialovymi a zelenymi prouzky, ¢epel je

kratka, fialova. Oddenky jsou velmi rozrlstavé. Péstuji se nasledujici kultivary:
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‘Alata’ - stébla celozelené, o néco
vzristnéjsi (5-8 m), genikulace je vyraznéjsi
nez u ostatnich kultivard.

'‘Aureocaulis' - stébla jsou citronové Zlut3,
kolénka byvaji na slunci nacervenala.
Nékteré listy jsou jemné panasSované
'Harbin' - stébla jsou podélné ryhovanj,
jejich zakladni zbarveni je zelené s jemnymi
Zlutymi prouzky. Listy jsou mensi. Kultivar
je méné vzrlstny (4-6 m).

'Harbin Inversa' - Zluta stébla s jemnymi
zelenymi prouzky. Novy kultivar, ktery
vznikl spontdnni mutaci Phyllostachys

aureosulcata 'Aureocaulis'.

'Spectabilis' Zluta stébla se zelenymi Zlabky, Obrazek 1: Phyllostachys aureosulcata 'Aureocaulis’,
) ) ) ) . _ zdroj: bambusy.info
mlada stébla jsou na slunci nacervenala.
Nékteré listy jsou jemné panasované.
Vyuziti: vSestranné, jako solitera,
zivy plot, hajky, kontejnery (Rezl, 2006,

Crompton 2006).

4.1.3.2 Phyllostachys vivax

Patfi k nejznaméjsim stromovitym
bambuslm, které se jesté daji u nas
péstovat.Stébla jsou vzpfimena, zelenj,
tenkosténna, mohou praskat pod tihou
snéhu. Vétve jsou dlouhé, listy pomérné
velké, elegantné previslé, vyvolavaji

tropicky efekt. Vyhonky jsou husté pokryté

tmavymi skvrnami na hnédozeleném

Obrazek 2: Phyllostachys vivax, zdroj: bambusy.info
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pozadi, cepel je zvinénd. Rozrlsta se pomalu. ProtoZe je pomérné zimovzdorny, vyZaduje
dlouha teplad léta, intenzivni zavlahu a hnojeni, aby se vyuZil jeho potencidl. Tvofi fadu
krasnych barevnych kultivar(:

'aureocaulis' - pravdépodobné jeden z nejobdivovanéjsich bambus(. Stébla jsou zlatoZlutd s
nahodilymi zelenymi prouzky, jakoby vytvorenymi Stétcem. Jinak ma stejné vlastnosti jako
zelena forma. Obc¢as se mohou objevit zelena stébla.

\ . . o . L ¢ Sl
Huanwenzhu' - spontanni stabilni mutace 'aureocaulis'. zelena stébla se Zzlutymi zlabky.

VyuZziti: solitera, na chranénych mistech mize vytvofit mohutna stébla (Rezl, 2006).

4.1.3.3 Phyllostachys nuda

Tento druhy byl dlouho
povazovan za  nejzimovzdornéjsi
druh. Stébla jsou vzpfimena, temné
zelend, ve spodni C¢asti mirné

genikulovana.  Kolénka  mladych

stébel jsou ¢ernd s vyraznymi bilymi
krouzky. Listy jsou jemné zvinéné,
stftedné husté. Vyhonky jsou vinové
hnédé s tmavymi skvrnami, hlavné ve
spodni casti. Druhové jméno se
vztahuje k tomu Ze na pochvach zcela
chybéji ouska a Sstétiny, cepel je
kratkd, nevyraznd. Je to stfedné az

velmi rozristavy druh. Péstuje se jen

jeden kultivar: e
8 F T A G

Obrazek 3: Phyllostachys nuda, zdroj: bambusy.info

'Localis' - ve spodni ¢asti stébel se objevuji v prvnim roce malé ¢ervené skvrny, nékdy cernaji

celé ¢lanky. Stébla jsou mohutnéjsi. Tato forma pochézi z Ciny a ma vynikajici vlastnosti.

Ve

Vyuziti: hajky, houstiny, vyssi Zivy plot, solitera (Rezl, 2006).
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4.2 In-vitro mnozeni

Explantatové kultury rostlin znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢&3sti rostlin za
umélych podminek. V praxi to znamena oddélit ze sterilné napéstované nebo povrchové
sterilizované rostliny urcitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice i
méné definovanych podminek (Kovac, 1995).

4.2.1 Zivna média

Média pouZzivand jak pro kultivaci bunék, tak rostlinnych pletiv ¢i organ(i obsahuji
obvykle nasledujici slozky: makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo
dalsi zdroj organického dusiku, sacharidy, dalsi organické slozky, zpeviujici latku a rlstové
regulatory. Existuje celd rada médii pouzZivanych pro rtzné druhy rostlina pro rizné ucely
kultivace. Mezi nejéastéji pouzivand média patii média, kterd popsali White, Murashige and
Skoog, Gamborg et al, Gautheret, Shenk and Hildebrant, Nitsch and Nitsch a Lloyd and
McCrown. Media MS, SH a B5 jsou charakteristickd vysokym obsahem makroelementd,
zatimco ostatni média obsahuji makroelementl podstatné méné (Kovac, 1995).

Murashige and Skoog medium(Murashing a Skoog, 1962). SloZeni je popsano v

pfiloze ¢ 1. na strané 38.

4.2.2 Totipotence rostlinné buriky

U rostlin existuje schopnost prechodu diferencovanych bunék a pletiv do
meristematického stavu charakterizovaného intenzivnim bunéénym délenim s naslednou
cytodiferenciaci a regeneraci organ(, resp. celych rostlin. Rostlinna burika je totipotentni, tj.
obsahuje kompletni genetickou informaci nutnou k vyvoji celistvého organismu. Za urcitych
podminek, které mohou byt v podminkach in-vitro definovany a kontrolovany, jsou
mofogenetické procesy dovrseny regeneraci celych rostlin.

Diferenciace rostlin in-vitro probihd v rlznych systémech: meristémy a zygoticka
embrya, diferenciovana pletiva, kalus, izolované burky a protoplasty.

Morfogeneze kazdého uvedeného systému ma své specifické vlastnosti, které se
odrazeji jak pri fyziologické regulaci, tak i v genetické determinaci vyvojovych procesl

(Novak, 1990).
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4.2.3 Metoda kultivace jednonodalnich segmenti

Nejcastéji pouzivanou, nejjednodussi a bezpecnou metodou klonovani in-vitro je
metoda kultivace jednonodalnich stonkovych segment(l. Pfi této metodé se jako vychozi
material pouzivd nevétvenych prytQ, tvorenych nékolika nodalnimi Useky odvozenych in-
vitro. Pryt se rozieZe na jednonodové Useky, z nichZ kazdy nese alespon jeden axilarni pupen,
listy se obvykle odfiznou. Axilarni pupeny nodalnich segmentt ddvaji za vhodnych podminek
vznik novym prytlim, které jsou potom zakofenény in-vitro nebo in-vivo.

Tato metoda je obtizné pouzitelnd pro rostliny tvofici pfizemni rQzici, protoZe se velmi
nesnadno odvozuje sterilni kultura. Druhy, které tvofi protahly stonek s listy a pupeny v
jejich Uzlabi se timto zplisobem mnoZi relativné snadno. Nové vytvorené pryty jsou pfi této
metodé opakované roziezdny na nodalni segmenty aZ po dosazeni zddaného postu prytd.
Apikalni ¢ast mGzZe byt zakofenéna. Rychlost propagace je u této metody zavisla na poctu
nodu vytvorenych za urcitou ¢asovou periodu.

Tato metoda predstavuje nejpfirozenéjsi metodu mikropropagace. Metoda je rovnéz velmi
bezpecna z hlediska genetické stability regenerantll, protoZe neni porusena integrita rostliny.
Je moZné fici, Ze tato metoda je velmi Uspé3nd u bylin. U dfevin vznikaji ¢asto komplikace

spojené s dormanci pupen( a prodluzovanim prytd (Kovac, 1995).

4.2.4 Material pro odvozeni explantatové kultury

Pfi odbéru vychoziho materidlu pro odvozeni explantatové kultury je nutné znat
presné plvod matecné rostliny - o jakou varietu ¢i kultivar se jedna. Vychozi rostlina by méla
byt zdrava a péstovand v optimalnich podminkach - nejlépe sklenik nebo fytotron.

Uspéch odvozeni sterilni kultury a rdst explantatd je ovliviovan obdobim roku, kdy je
explantat odebiran. Zmény teploty, délky dne, hladiny osvétleni, dostupnosti vody v prabéhu
roku ovliviiuji obsah sacharidll, protein( a rlstovych latek v rostlindch a maji tak vliv i na rist
explantatl, z nich odebranych. Nejlepsich vysledkl je dosahovano, je-li explantat odebran v

aktivni fazi rastu (Hradilik, 2005).

4.2.5 Sterilizace odebraného materialu

Odvozeni sterilni primokultury je spojeno s povrchovou dezinfekci materialu
pouzivaného jako explantat. Tento proces zahrnuje oplachnuti explantdtu vodou a jeho

povrchovou dezinfekci pomoci jednoho nebo vice dezinfekénich Cinidel.
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Oplachovani rostlin nebo jejich ¢asti pod tekouci vodou po dobu 30 minut az dvou
hodin redukuje pocet mikroorganism( pritomnych na povrchu rostlin. Je doporucovdno v
pfipadech, kdy se explantaty izoluji z rostlin plvodné rostoucich v polnich podminkach nebo
rostlin, které maji na svém povrchu velké mnoZzstvi trichoma. Redukci poctu mikroorganismu
na povrchu explantatl také napomaha jejich omyti v saponatu, nasledované proplachovanim
tekouci vodou. Saponat také zvysuje uUcinek dezinfekcnich Cinidel, protoZe zvySuje smacivost
na povrchu explantdtu. ZvySeni smacivosti povrchu explantatl pro dezinfekcni Cinidla se také
dosahuje kratkodobym ponorenim explantatu do 70% etanolu.

Po oplachnuti se explantaty ponofi do dezinfekéniho roztoku. Dezinfekéni roztok ma
usmrtit mikroorganismy pritomné na povrchu explantadtu a nema poskodit vlastni explantat.
Nejpouzivanéjsimi dezinfekénimi Cinidly jsou chlorové vapno (zfiltrovany 4-5% roztok), 10-
15% roztok Chlornanu sodného a roztok Chloraminu B (1-5%). Z dalSich pouZivanych
dezinfekénich cinidel je moiné jmenovat ethanol, chlornan vapenaty, dusi¢nan stfibrny,
chlorid rtutnaty, peroxid vodiku. U¢innost dezinfekce je mozné také zvysit pfidanim nékolika
kapek detergentu (Jar, Tween-20) do dezinfekéniho roztoku. K povrchové dezinfekci se mlize
pouzivat bud pouze jedno dezinfekéni cinidlo, nebo je nékdy moziné zvysit UspésSnost
dezinfekce opakovanou dezinfekci v riznych dezinfekcnich prostredcich.

Po dezinfekci je nutné dezinfekéni roztok z explantdtu dokonale odstranit
opakovanym vypiranim ve sterilni destilované vodé. Poskozené konce explantatu se odstrani
skalpelem. Explantat se poté umisti do kultivaéni nadoby na povrch média, popf. do média,
které by mélo zajistit jeho maximalini r{st.

Standardni techniky pouZivané pro desinfekci nejsou schopny eliminovat vnitfni
kontaminace - pfitomnost bakterii ¢i plisni v burikdch pletiv explantatu. Pro tyto Ucely, a v
pfipadech neudspésnosti klasickych metod sterilizace, se pouzivaji antibiotika. Antibiotika se
bud aplikuji na povrch explantatu nebo se pridavaji do kultivaénich médii (Kovac, 1995).

Ke sterilizaci se mGze vyuZivat i 0,1 - 0,3 % roztok Chloridu rtutnatého (lbraheem,

2013), nebo 70% roztok ethanolu na 30 s (Jain, 2003).

4.2.6 Multiplikace

Hlavnim cilem je namnoZeni explantatd. Rostlinny materidl je opakované pasazovan
na Cerstvé médium, pfricemz se v zavislosti na dosazeném koeficientu mnozeni zvySuje pocet

explantatl v kulture. Tento proces mnoZeni trva az do dosazeni Zadaného poctu explantatd.
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Klonové mnozeni mulze probihat nékolika zplisoby, z nichZz jsou uvedeny tfi - stimulace
axiarniho vétveni, tvorba adventivnich pryti a somaticka embryogeneze.

Stimulace axilarniho vétveni predstavuje nejpomalejsi metodu, ale vzhledem k fadé
jinych vyhod ( predevsim genetickd stabilita regenerant(l) je k mikroporopagaci nejcastéji
vyuzivana. U fady druh(, kde nebyla doposud realizovdna somatickd embryogeneze (i
adventivni tvorba prytd (dfeviny), je jedinou moZnosti mikropropagace. Jako explantat( se
pfi této metodé vyuziva vzrostnych vrcholl stonkd nebo axilarni pupeny. Explantat, ktery
obsahuje vzrostny vrchol mize v zavislosti na kultivacnich podminkdach ddvat vznik jednomu
nebo velkému poctu novych prytl. Nové vznikly pryt opét zahrnuje axilarni pupen a Uzlabni
pupeny. Jeho rozifezdnim na jednotlivé ¢asti je moiné rostliny v explantatové kulture ddle
mnozit. Tvorba axilarnich prytd je vétSinou stimulovdna dodanim relativné vy$siho mnozstvi
cytokinin® do kultivaéniho média. Pouzivané koncentrace cytokinin(i se pohybuji v rozmezi 1-
30 mg/l. Podstatou axilarniho vétveni je inhibice apikalni dominance cytokininy (Kovac,

1995).

4.2.7 Zakofenovani in-vitro

Pryty odvozené In-vitro mohou tvofit kofeny bud’ in-vitro nebo in-vivo. Zakoreriovani

predstavuje jednu z nejobtiznéjsich etap mikropopagace celé fady rostlin.
V soucasné dobé se vsak vice vyuZiva zakorenovani in-vivo. Je to zplUsobeno predevsim velmi
vysokou cenou a pracnosti sterilniho zakorenovani. DalSim dlvodem je ¢astd nefunkcénost
korenl vytvorenych in-vitro po preneseni rostlin do pady. Poskozeni kofenU pti prenosu
rostlin z explantatové kultury do pldy je mozné zabrdnit jejich zakoferiovanim v inertnim
poréznim materidlu napf. molitanu i CediCové vaté. Rostliny se ze sterilnich podminek
prenaseji do pldy spolecné s timto materialem.

Pouze malé mnozZstvi druhi tvofi kofeny ve stadiu multiplikace na médiich s relativné
vysokou koncentraci cytokininl, protoZe inhibuje tvorbu kofen(. K zakoreriovani je nutné
pouZzivat jiné kultivacni médium. Tvorbu kofenU ovliviiuji nejenom rastové regulatory, ale i
makroelementy, mikroelementy, organické komponenty, svétlo, teplota atd. U vétSiny druht
indukce tvorby kofen(l vyzaduje navic pfitomnost auxinu. Mezi auxiny , které se pouzivaji k
zakorenovani patfi IAA - indol -3- acetic acid - (0,1-10 mg/I), NAA - Naphthalen acetic acid
(0,05-1 mg/l) a IBA - Indol-3-butyric acid (0,5-3 mg/l). Druh a koncentrace auxinu nutného

pro zakorenovani je velmi zavisla na druhu rostliny (Kovac, 1995).
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4.2.8 Zakorenovaniin-vivo a aklimatizace

Zakorenovanim in-vivo se rozumi zakofenovani pryt odvozenych in-vitro v nesterilnich
podminkach na substratech, jinych nez jsou kultivacni média. Jedna se o rlzné umélé pldy.
Prikladem mohou byt perlit, vermikulit, smési obsahujici pisek, raselinu, ¢edi¢ova vata atd.
Substrat k zakorenovani by mél byt slabé kysely az neurdlni, mél by zajistovat dostatecnou
aeraci a mél by mit vysokou vodni kapacitu. Ke splnéni téchto podminek je nékdy nutné
pouzivat smési jednotlivych substratl

Zakotenovani prytl v nesterilnich podminkach se provadi tak, Ze se pryty jednotlivé
izoluji, ponofi se do roztoku auxinu a poté se zanoti do vlhkého substratu. Pryty zakofenéné
in-vitro se po predchozim dikladném oplachnuti zbytk( Zivného média ulpélého na kofenech
opatrné presadi do vlhkého substratu. Kontaminaci rostlin po jejich pfenosu do nesterilnich
podminek je mozné zabranit aplikaci fungicidl na rostliny popf. do substratu.

V tomto stadiu je kromé dokonalého zakorenéni rostlin nezbytnd jejich aklimatizace
na zménéné podminky zevniho prostredi. Aklimatizace se prfedevsim tyka snizené vzdusné
vlhkosti a prechodu na autotrofni zplsob vyzivy. K aklimatizaci je nutné pristoupit aZ u rostlin
s dostate¢né vyvinutym kofenovym systémem.

K aklimatizaci na snizenou vlhkost vzduchu se rostliny uzaviraji do prihlednych box,
prikryvaji se folii nebo se péstuji ve skleniku, ktery je vybaven zafizenim s programovatelnym
rosenim rostlin. VIhkost vzduchu se postupné snizuje. PoZzadavek na postupnou aklimatizaci
na nizsi vlhkost vzduchu vychazi z toho, Ze rostliny rostouci v kultufe in-vitro nemaji
vytvorenou dostatecné silnou kutikulu a maji velmi ¢asto nefunkéni priduchy. Tento jev se
oznacuje vitrifikace a je zpUsobena vysokou vzdusnou vlhkosti v kultiva¢nich nadobach a
malou intenzitou svétla. Druhym problémem, se kterym musi rostliny po prevedeni do
nesterilnich podminek vyrovnat, je pfechod z heterotrofie na autotrofii.

Vzhledem k praktické nefunkénosti listl vzniklych v explantatové kultufe je mozné
tyto listy povazovat spiSe za jakési zasobni organy, které poskytuji organické latky pro rist
novych list( které jiz budou schopné fotosyntézy a regulace vydeje vody rostlinou (Kovac,

1995).
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4.3 Rustové regulatory

Drive byl rlst vysvétlovan prevdiné s procesy vyzivy. Od té doby se nahromadilo
mnoho Udajl o latkdch, které reguluji rlstové a vyvojové procesy u rostlin. Obecné je
nazyvame rastové regulatory. Tento obecny ndzev vsak neodliSuje latky pfirozené od latek
synteticky pfipravenych. Pfirozené reguldtory rlstu lze rozdélit do dvou skupin: rostlinné

fytohormony a dalsi latky s regulacni aktivitou.
4.3.1 Fytohormony

Na zdakladé urcitych analogii s pUsobenim hormonl ZivoliSnych je pét skupin
endogennich rastovych reguldtorll povazovano za rostlinné hormony. Jsou to auxiny,
cytokininy, gibeleriny, kyselina abscisovd, etylen. Mimo né existuje v rostlindch mnoZstvi
latek s rlstové regulacni aktivitou, které mezi hormony fazeny nejsou, nebot jsou G¢inné ve
vy$sich koncentracich ¢i nezndme dostatecné obecnost jejich pUsobeni. Jsou to zejména
brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova, oligosacharidy a velkd skupina fenolickych
latek (Prochazka a kol., 1998).

Nékteré fytohormony jsou pfirodni (IAA, zeatin), ostatni se vyrabéji synteticky

(Thorpe, 1981).

4.3.1.1 Auxiny

Auxiny jsou v kultivaénim médiu pouzivany predevsim k stimulaci rdstu kalusu a
bunék, k indukci tvorby adventivnich kofend, k indukci somatické embryogeneze a k
stimulaci rastu apikalnich meristéma.

U&innost auxintl je zavisla na typu explantatu , réistovych podminkach a pouZitém
auxinu. Uvadi se, Ze 2,4-D (2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid) je 8-12 x uc¢innéjsi nez 1AA, 2,4,5-
T (2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid )je 5x Ucinnéjsi nez IAA, NAA je 2-4x Gcinnéjsi nez IAA.

Obvyklé mnozZstvi auxind v médiu je 0,1-20 mg/| (Hradilik, 2005).

4.3.1.2 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony vyrazné podporujici bunécné déleni, indukuji

aktivitu meristémQ a tvorbu pupend. Vyrazné snizuji apikdlni dominanci a podporuji rist
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axildrnich pupen0 (stimulace vétveni). Cytokininy inhibuji zakladani adventivnich kofen( a
jejich pfitomnost v médiu ¢asto brani tvorbé kofenu.

Do skupiny cytokininG patfi: benzylaminopurin (BAP), isopentenyladenin (2iP),
Furfurylaminopurin (kinetin), zeatin. Do této skupiny patfi také adenin, ktery sice nevykazuje

fytohormonalni aktivitu ale zvySuje ucinnost cytokininG (Hradilik, 2005).

4.3.1.3 Gibeleriny

Vétsina explantatll gibelerin pro svij rGst nevyZaduje, ale v nékterych pripadech lze
aplikaci giberelinu stimulovat rlst explantatu, pfipadné rusit endogenni dormanci (Hradilik,

2005).

4.3.1.4 Kyselina abscisova

Abscisova kyselina je do Zivnych médii pfidavana jen vyjimecné pro indukci
somatickych embryi, stimulaci tuberizace, kvétni indukce, navozeni dormance nebo zbrzdéni

rastu explantatu (Hradilik, 2005).

4.4 Mnozeni rodu Phyllostachys v podminkach in-vitro

4.4.1 Sterilizace

Sterilizace u rodu Phyllostachys je mozna nékolika zpUsoby. Komatsu (2011) provadi
sterilizaci Chlornan sodny (NaOCl) v koncentraci 1,41 % po dobu deseti minut. ChenZuoHan
(2008) vyuziva 0,25% roztok Chlornanu sodného. Sharma (2011) uvédi sterilizaci 70% roztokem
ethanolu a poté 0,1% HgCl, (Chlorid rtutany) po dobu péti minut. Mishra (2008) uvadi sterilizaci
také 70% roztokem ethanolu a poté 0,05 - 0,2% roztokem HgCl, po dobu deseti minut.
Koncentraci roztoku méni podle ro¢niho obdobi, kdy v 1été pouZiva vyssi koncentraci 0,2 % kvl

destivéjsimu pocasi. Ndiaye (2006) pouziva 0,1% roztok HgCl, po dobu dvaceti minut.

4.4.2 Multiplikace

Sharma (2011) vyuziva pro multiplikaci MS medium a reguldtory BA (koncentrace 0,25 - 1,5
mgl™), IBA , IAA, NAA a kinetin ( koncentrace 0,25 - 2 mgl™). Explantaty udriuje pfi teploté
25°C a dennim rytmu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Mishra (2008) uvadi pouziti IAA, BA a
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BAP. Ndiaye (2006) vyuzivd BAP 0,5, 1, 2 mgl™, kinetin 2 mgl™. Bag (2000) vyuZiva k

multiplikaci BAP a IBA. U kinetinu zjistuje, Ze jeho pfitomnost nema vliv na rist explantatud

4.4.3 Zakorenovani

Sharma (2011) testuje rCizné koncentrace NAA (0,25 - 4 mgl™) pfitom pocet kofen( a
jejich délka se zvySuje s mnoZstvim pouZitého NAA. P¥ mnoistvi 4 mgl™ je procento
zakorenéni u druhu Bambusa balcoa 90%. Mishra (2008) pouziva IBA a Coumarin v rliznych
koncentracich. Ndiaye (2006) vyuzivd MMS medium s rliznymi koncentracemi NAA a IBA (5 -
20 mgl™) a BAP (0,1 mgl™). Zjidtuje Ze explantaty odebrané z dospélych rostlin nekofeni pfi
nizké koncentraci IBA (5 mgl™), ale a# pfi vysokych koncentracich IBA (20 mgl™) s 45%
Uspésnosti u Bambusa vulgaris. Ramanayake (1997) pouziva 3 mgl™ IBA. pfi této metodé

koreni 77 % explantatl Dendrocalamus giganteus.

5 Material a metody

5.1 Priprava materidlu a jeho zpracovani

5.1.1 Rostlinny material - odbér primarnich explantatt

K provedeni pokusu in-vitro mnoZeni byly pofizeny tfi kontejnerované rostliny rodu
Phyllostachys. Prylostachys vivax, Phyllostachys nuda a Phyllostachys auteosulcata
'‘Aureocaulis'. Rostliny byly pfesazeny do kontejner( objemu 5I, zbaveny skidc( a umistény
do skleniku Ceské zemédé&lské univerzity 3 mésice pred prvnim odbé&rem primdrnich
explantatd. Rostliny byly pfihnojeny NPK (N - dusik 15%, P - fosfor 15%, K - draslik 15%).

Primarni explantaty v podobé noddlnich segmentl (vrcholové i stonkové) o velikosti
2 cm byly odebrany v lednu roku 2014 a nasledné pak dle potreby.

K provedeni jedné varianty bylo z kaZdé rostliny odebirdano kolem 60 segmentd.
Segmenty byly na dobu k pfeneseni do laboratore a nasledné sterilizaci uchovavany v Cisté

vodé v uzaviené sklenéné nadobe.
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5.1.2 Zivna média, jejich pFiprava a slozeni

Jako zéakladni médium pro mikropropagaci bylo pouzito MS medium (Murashige a
Shoog, 1962). Jedna se o nejpouzivanéjsi médium. Vlastni sloZzeni média je uvedeno v tabulce
¢.1. na strané 33. Pro multiplika¢ni médium byla pouzitd plnd MS s pridavkem fytohormonl
o koncentracich BAP (0,5 - 5 mg.I"),TDZ (1 -2 mg.I") a IAA (0,5 mg.I"). Do zakoFefiovacich médii
byla pouZita adice o koncentracich NAA (5 mg.I"), IBA (10 - 20 mg.I"), COUMARIN (40 - 80
mg.I"") a IAA (5 mg.I™).

Zakladni MS médium bylo nej¢astéji pfipravovdno v mnozstvi jednoho nebo pal litru.
Podle tabulky byly pfidany makroelementy. MnozZstvi vétsi nez 10 ml pomoci odmérného
valce, mnozstvi mensi nez 10 ml automatickou pipetou s moznosti nastaveni poZzadovaného
objemu. Latky v pevném stavu (sachardza, agar, myoinositol) byly navdzeny pomoci
analytickych vah. PoZadované mnoizstvi bylo doplnéno destilovanou vodou. Poté se pomoci
méri¢e pH stanovilo vhodné pH v rozmezi 5,6 - 5,8. Nevhodné pH se reguluje pomoci KOH
(Hydroxid draselny) nebo pomoci kyseliny citronové.

Médium bylo po optimalizovani pH vloZzeno do mikrovinné trouby a pfivedeno k varu.
Spravné rozvareni média nastava po Uplném zhomogenizovanim obsahu.

Rast rostlin v Zivnych médiich se da regulovat pfiddnim rdznych fytohormon.
vsechny pouZité varianty pro multiplikaci nebo zakorernovani jsou uvedeny v tabulce €. 2 na

strané 39.

5.1.3 Sterilizace média

Sterilizace média probéhla v autoklavu, ve kterém se proces sterilizace provadi
vihkym teplym vzduchem pfi zvySeném tlaku 101,5 kPa. Teplota je 121 °C. Sterilizace

probihd 20 minut.

5.1.4 Priprava materialu, sterilizace explantatu

Ve skleniku byly odebrany nodalni segmenty a odstranény veskeré pochvy nebo
sucha pletiva, které by mohly byt zdrojem kontaminace. Poté byly 10 minut proplachovany
Cistou vodou pro odstranéni necdistot. Do Cisté nddoby se pripravil roztok destilované vody,
chlornanu sodného vodného (koncentrace 0,47 %, 0,94 % a 1,41 %) a nékolika kapek jaru pro
lepsi smacenlivost. Do této nadoby se segmenty umistily na 10 az 30 min. Po uréeném case

se sterilnim prostredi flowboxu byla z nddoby odlita voda a nddoba byla opét naplnéna
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sterilni vodou. Nodalni segmenty zUstaly v nddobé. Vyliti vody a opétovné naplnéni sterilni
destilovanou vodou se dohromady opakovalo tfikrat po 15 min. Poté se nodalni segmenty

premistily do kultivacniho média a ddle kultivovany.

5.2 Kultivace materialu

Kultivace sterilniho materialu probihd ve sterilnim prostfedi flowboxu. Z nodalnich
segmentl se skalpelem odfizne poskozend tkan sterilizaci a segment se vloZzi do
Erlenmayerovy bariky pinzetou. Do jedné barky jsou umistény tfi segmenty. Poté je hrdlo
banky uzavreno alobalem a obaleno polyetylenovou folii. Pfi kultivaci je nutné dat nejvyssi

opatrnosti aby nedoslo ke kontaminaci.

5.2.1 Kultivace v kultiva¢ni mistnosti

Banky s noddlnimi segmenty se umisti do kultivaéni mistnosti. Teplota v péstebni
mistnosti je 25 - 30 °C. Svételny cyklus je 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Cast vzork( bylo
umisténo v laboratofi v fizené atmosfére, kde byla udrzovdna stald teplota 23 °C a svételny
cyklus 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Po péti az sedmi dnech se projevi kontaminace média.
Tyto barky je nutné odstranit. Banky se v kultivacéni mistnosti kultivuji 4 az 5 tydn( a poté se
provadi vyhodnoceni poctu a délky vyhonl. Po vyhodnoceni se vyhony prepasazuji do

zakorenovaciho média.

5.2.2 Pasazovani

Po 4 az 5 tydnech se narostlé rostliny prepasazuji do zakofenovaciho média.
Pasazovani probiha ve flowboxu za sterilnich podminek. Erlenmayerovy bariky s rostlinami se
oCisti lihem nebo dezinfekénim ptFipravkem a rostliny se pinzetou vyjmou, rozfezaji na
jednotlivé segmenty a prenesou do Erlenmayerovych banek se zakoferiovacim médiem.

Bariky jsou poté preneseny do kultivaéni mistnosti.

5.2.3 Kultivace v zakofernovacim médiu

Banky s noddlnimi segmenty se umisti do kultivacni mistnosti. Teplota v péstebni
mistnosti je 25 - 30 °C. Svételny cyklus je 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Cést vzork{ bylo
umisténo v laboratofi v fizené atmosfére, kde byla udrZzovana stala teplota 23 °C a svételny

cyklus 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Po 4 az 5 tydnech probiha zpracovani vysledka.
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5.3 Statistické zpracovani dat

Statistické zpracovani dat bylo provadéno v programu STATISTICA12 Pro vyhodnoceni
dat byla zvolena jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) pfi hladiné vyznamnosti p=0,05.

Pro detailnéjsi vyhodnoceni byl pouzit Duncan(v test.
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6 Vysledky

6.1 Vyhodnoceni metod sterilizace

Pro sterilizaci byl zvolen zfedény roztok chlornanu sodného, ktery patfi mezi
nejpouzivanéjsi a pomérné laciné chemikdlie pouzivané ke sterilizaci rostlinnych material(.
Testovany byly tfi koncentrace (0,47 %, 0,94 %, 1,41 %) pouzivané riznou dobu ( 10, 20, 30
minut).

Procentuelné nejvétsi intenzitu regenerace explantatli méla nejmensi koncentrace
(0,47 %) po dobu deseti nebo dvaceti minut. U vétSich koncentraci se projevovalo poskozeni
bunék, hnédnuti explantatl a nizké procento regenerace explantata.

Z hlediska procenta kontaminace se statisticky odliSuje varianta s3 (NaCl 0,47 %, 20
minut), ktera patfi do skupiny a. Varianta s3 se statisticky lisi od varianty s7 (NaCl 1,41 %, 30
minut),ktera patfi do skupiny b. Z toho je zfejmé Ze z hlediska kontaminace je varianta s3
prokazatelné lepsi.

Pfi porovnani procenta kontaminace vyplyva ze doba maceni v NaCl nema tak velky
vliv na kontaminaci. Velky vliv ma spiSe koncentrace NacCl.

Detailni vysledky Anova testu jsou umistény v pfiloze na strané 41.

Varianty Koncentrace Doba maceni Vychozi | Kontaminace Uspénost
chlornanu v NaClO pocet (pocet regenerace
sodného (%) (minuty) explantatl | explantatd) | explantatl (%)

sl 0,47 10 30 6 71
s2 0,94 10 30 5 68
s3 0,47 20 24 8 75
s4 0,94 20 30 6 60
s5 0,94 30 30 4 61
s6 0,47 30 24 5 50
s7 1,41 30 30 2 11
s8 1,41 20 21 3 17

Tabulka €. 1: Metody sterilizace, kontaminace a procento regenerace
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Vyhodnoceni metod sterilizace
Varianty Vychozi podet Sterilni (%)
explantatd
sl 30 80+0,404a,b
s2 30 83+0,374a,b
s3 24 66 +0,48 a
s4 31 80+0,403,b
s5 30 86+0,343,b
s6 25 80+0,403a,b
s7 30 93+0,25b
s8 21 85+0,35a. b

Tabulka €. 2: Statistické vyhodnoceni metod sterilizace. Procento nezkontaminovanych a
smeérodatna odchylka, (£ znaci smérodatnou odchylku), Duncantv test

Vyhodnoceni metod sterilizace
Varianty Vychozi pocet Uspégnost
explantatu regenerace
explantatt (%)

sl 24 700,46 a
s2 25 68+0,47a
s3 16 75+0,44 a
<4 25 60 +0,50 a
s5 26 61+0,49a
s6 20 50+0,51a
s7 28 10+0,31b
s8 18 16+0,38 b

Tabulka €. 3: Statistické vyhodnoceni regenerace u pouzitych metod. Pocet regenerovanych
a smérodatna odchylka(+ znac¢i smérodatnou odchylku), Duncan(v test
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6.2 Vyhodnoceni multiplikac¢nich médii

Podle védeckych ¢lankl bylo zvoleno 12 rlznych variant. Cilem bylo najit medium,
které by zajistovalo co nejvétsi multiplikaci explantat(. U nékterych variant se testoval i
ucinek pridani PVP do média.

Z pouzitych metod multiplikace stfedné vysoké hodnoty vykazovaly v primérném
potu vyhond varianty s plnym MS médiem TDZ 1 - 2 (mg.I"") a TDZ 1 (mg.I™) s IAA 0,5 (mg.I
1). Nejvyssi hodnoty vykazovala varianta m11 s obsahem BAP 5 (mg.I™") s PVP 1 (mg.I™).

Z hlediska pramérného poctu vyhonu se statisticky odlisuji: varianta m1, ktera patfi
do skupiny a, varianta m6, ktera patfi do skupiny b a varianta m11, ktera patfi do skupiny c.
Proto variantu m11 (s obsahem BAP 5 (mg.I") s PVP 1 (mg.I")) povaZujene ze optimalni, s
nejvétsSim mnozitelskym potencialem.

V pramérné délce vyhon(l vykazovaly stfedni hodnoty varianty s TDZ 1 (mg.l™),
nejvy3si hodnoty mély varianty s BAP 0,5 (mg.I), TDZ 2 (mg.I!) a MS + PVP 1 (mg.I™).

Detailni vysledky Anova testu jsou umistény v pfiloze na strané 43.

Prlimérny Primérna
pocet délka vyhonti
vyhonu, (+ (cm), (=
Pfidané Mnozstvi Pocet smérodatna smérodatna
Varianta | Medium | regulatory (mg.1™) explantati| odchylka), odchylka),
m1l MS BAP 1,0 64 0,22+0,43 a 046+1b
0,58 £0,73 3,
m2 MS BAP 0,5 72 b 1,79+2,18¢c, d
m3 MS BAP + IAA 1,0+0,5 12 0,25+0,45a | 0,75+1,544a,b
1,13+1,5443, | 1,98+ 2,153,
m4 MsS TDZ 1,0 98 b b, c
m5 MS TDZ + IAA 1,0+ 0,5 36 1+1,67a,b | 1,53+1,61a,c
m6 MS TDZ 2,0 41 1,2+1,49b 2,51+2,05d
m7 MS - - 22 0,7+0,57a,b|1,75+1,68¢c,d
1,13 +1,24 a, b,
m8 MS+PVP TDZ 1,0+1,0 60 0,95+1,2a,b C
MS + 0,36 £ 0,49 3,
m9 PVP TDZ +IAA |1,0+0,50+1,0 33 b 0,79+1,114a,b
MS +
m10 PVP BAP 1,0+1,0 16 0,38+0,62a | 0,81+1,5443,b
MS +
mll PVP BAP 5,0+1,0 54 2,18+3,52¢ {1,41+1,333,c
MS + 0,86+0,35a, | 2,10+2,6¢,d
ml2 PVP - 1,0 29 b

Tabulka €. 4: Varianty multiplikaénich médii
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6.3 Vyhodnoceni zakofenovacich médii

K zakoferiovani in-vitro byly pouzity regulatory NAA (5 mg.I"), IBA (10 - 20 mg.I"),
Coumarin (40 - 80 mg.I™"), IAA (5 mg.I") a NAA (5 mg.I""). Cast prytd bylo pfevedeno ex-vivo do

péstebniho substratu. Zaddna z téchto osmi variant viak nevedla k docileni zakofenéni.
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{ Diskuze

Cilem této prace bylo testovani vlivu rlznych metod pfi kultivovani rostlin rodu
Phyllostachys (Phyllostachys aureosulcata, Phyllostachys nuda, Phyllostachys vivax). Tento
rod bambus( je velmi trzné zajimavy pro péstovani v ¢eskych prirodnich podminkach. Rezl
(2006) povazuje tento rod za nejzajimavéjsi pro vyuziti v mirném pasmu. Druhy Phyllostachys
aureosulcata, Phyllostachys nuda jsem zvolila protoZe jsou povazovany za jedny z
nejzimovzdornéjsich druhl z rodu Phyllostachys a navic Phyllostachys aureosulcata je velmi
popularni diky mnohym kultivariim a jejich netradi¢nimu zbarveni. Druh Phyllostachys vivax
jsem zvolila protoZe se domnivam Ze patfi mezi druhy s velkym potencidlem. Je to bambus s

nejmohutnéjSimi stébly ktery jde u nds péstovat i kdyz zimovzdornost neni tak dobra.

Pti sterilizaci odebraného materidlu byly pouzity rlzné koncentrace chlornanu
sodného (0,47 %, 0,94 %, 1,41 %) pusobici riznou dobu ( 10, 20, 30 minut). Komatsu (2011)
provadi sterilizaci u druhu Phyllostachys bambusoides chlornanem sodnym (NaOCl) v
koncentraci 30 % po dobu deseti minut, zatimco ChenZuoHan (2008) vyuziva 0,25% roztok
Chlornanu sodného. Vysledky moji prace ukazuji, Ze jiz koncentrace 1,41 % sniZuje u
nodalnich segmentl procento regenerace, 0,47 % koncentrace chlornanu sodného ma 70%
regeneraci, i kdyz mnozstvi kontaminovanych rostlin bylo 0 5 - 13 % vice neZ pfi varianté v

nejvyssi koncentraci.

Bag (2000) vyuzil ke stimulaci ristu fytohormon BAP v kombinaci s IBA. Testoval nizké
i vysoké koncentrace BAP samostatné nebo s pfidanim IBA. Jeho vysledky dokazuji Ze se
zvysujici koncentraci BAP stoupal také pocet vyhon(, i kdyZ jejich délka se zmensovala.
Vysledky moji prace potvrzuji jeho testy. BAP 5(mg.|'1) ma vyrazné lepsi vysledky nez jeho
mensi koncentrace. Domnivam se, Ze pfi testovani vyssich koncentraci by byly vysledky moiji
prace shodné s jeho. Ja jsem k testovani vyuzila nejvy$éi koncentraci BAP 5(mg.I™).

ChenZuoHan (2008) pouzivd TDZ v koncentracich 0.001-0.1 mg.I" v kombinaci s
ostatnimi fytohormony. V experimentu jsem vyuzila TDZ samostatné v koncentracich 1 - 2

mg.I"". Vysledky s TDZ 2 mg.I™ patfily mezi nejlispéinéjsi. Z dosazenych vysledkd Ize posoudit,

32



Je BAP 5 mgl® a TDZ 2 mg.l" se nejvice osvéd&ily u rodu Phyllostachys. TDZ se moc

nepouziva, myslim Ze ma potencial.

Dalsim cilem prace bylo stanoveni vhodného media pro zakorenéni rostlin in-vitro.
Sharma (2011) mnoizil in-vitro bambus Bambusa balcoa. Testoval NAA v rlznych
koncentracich od 0 - 4 mg.I'*. Do koncentrace 1 mg.I" explantaty nekofenily, od vyssich
koncentraci se mnozZstvi a délka stale zvySovala. Ve svém pokusu jsem mimo jiné testovala
NAA v koncentraci 5 mg.I". Bohuzel ani tato vy$i koncentrace nez u Sharmy nespustila u
explantatd tvorbu kofenl. Mishra (2008) u druhu Bambusa tulda testuje rizné koncentrace
IBA a Coumarinu a podati se mu spustit tvorbu korfenl u vSech variant. V. mém pokusu jsem
testovala IBA (10 - 20 mg.l'l), COUMARIN (40 - 80 mg.l'l). U zZaddné ze zminénych variant se

nepodafrilo spustit korenéni.

33



8 Zaveér

Hlavnim cilem prace byla optimalizace mikropropagace vybranych druhl rodu
Phyllostachys v kulturach in-vitro. Jednim z cild bylo testovani ucinnosti sterilizace. Testovan
byl Chlornan sodny ve 3 rtznych koncentracich pUsobici rdznou dobu. Statisticky nejlepsich
vysledkli v poméru kontaminace a ndsledné regenerace dosahoval chlornan sodny v

koncentraci 0,47 % pUsobici po dobu 10 minut a po dobu 20 minut.

Testovano bylo 12 variant multiplikaénich médii s BAP (0,5 - 5 mg.""),TDZ (1 -2 mg.I"")
a IAA (0,5 mg.I™). Ze statistické analyzy vychazi, ze u druh( rodu Phyllostachys (Phyllostachys
aureosulcata, Phyllostachys nuda, Phyllostachys vivax) stiednich vysledk( multiplikace
dosahovala plnd MS média s pfidavkem fytohormond varianty TDZ 1 (mg.I') a TDZ 1 (mg.I™)
s 1AA 0,5 (mg.I™"). Nejlepsich vysledk(i dosahovaly varianty s koncentraci BAP 5 (mg.I") a TDZ

2 (mg.I™). Nékolik explantat( vytvofilo az 10 - 15 vyhon( co? zvy$uje mnozitelsky potencial.

RGzné varianty sloZzeni zakorenovacich médii se ukazaly byt nedostatecné, protoze se
ani v jedné varianté nepodafilo iniciovat tvorbu kofen(. Byla zvolena média, kterd podle
védeckych ¢lank( méla Uspésnost zakorenéni u podceledi Bambusoideae az 90% Uspésnost.

K zakotefiovani in-vitro byly pouzity reguldtory NAA (5 mg.I™), IBA (10 - 20 mg.I™),
Coumarin (40 - 80 mg.I™), IAA (5 mg.I') a NAA (5 mg.I™"). Cast prytd bylo pfevedeno ex-vivo
do péstebniho substratu. Zddna z téchto osmi variant viak nevedla k docileni zakofenéni.

Pro dosaZeni dalSich vysledkl by bylo vhodné pokracovat v experimentu a otestovat

dalsi fytohormony a jejich koncentrace.
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10 Seznam pouzitych zkratek

BAP - benzylaminopurin

TDZ - thidiazuron

IAA - indole -3- acetic acid

NAA - Naphthalene acetic acid

IBA - Indole-3-butyric acid

2,4-D - 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid
2,4,5-T - 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid
MS - Murashige a Shoog

PVP - Polyvinylpyrollidon

BA - benzyladenin
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11 Samostatné prilohy

Ms
MnoZstvi zasobniho roztoku
koncentrace [mg."] na 11 [ml]
Makroelementy KM, 1900,00 100,00
NHsNO3 1650,00 100,00
CaClz x 2H-0 440,00 50,00
MgS0, x TH.O 370,00 50,00
KH.PO, 170,00 50,00
MNa:EDTA x 2H-0 3730 50,00
FeS0,x TH20 27 80
Mikroelementy H:BOs 6,20 1,00
MnSO0y x 4H:0 2230 1,00
ZnS0, x 4H,0 8,60 1,00
Kl 0,80 1,00
MazMol, x 2H:0 0,25 1,00
CuSo, x SH.O 0,02 0,10
CoCl; x 6H,0 0,02 0,10
Vitaminy Thiamine HCI 1,00 1,00
Micotinic acid 0,50 1,00
Pyridoxine HCI 0,50 1,00
Myo- Inositol 100
Dstatni Casein 200
Glutamin 200
Sacharoza 30000
Agar 7000

Tabulka €. 5: slozeni MS media
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Varianta Medium Pfidané reguldtory | mnoistvi (mg.I- typ média
1)
m1 MS BAP 1 multiplikaéni
m?2 MS BAP 0,5 multiplikaéni
m3 MS BAP + |AA 1+0,5 multiplikaéni
m4 MS TDZ 1 multiplikaéni
m5 MS TDZ + 1AA 1+0,5 multiplikaéni
m6 MS TDZ 2 multiplikaéni
m8 MS - - multiplikaéni
m9 MS TDZ + PVP 1+1 multiplikaéni
m10 MS TDZ +IAA + PVP 1+0,50+1 multiplikaéni
mll MS BAP + PVP 1+1 multiplikaéni
m12 MS BAP + PVP 5+1 multiplikacni
m13 MS PVP multiplikaéni
z1 MS BAP zakorenovaci
z2 MS NAA zakorenovaci
z3 MS IBA 10 zakorenovaci
z4 MS IBA 20 zakorenovaci
z5 MS COUMARIN 40 zakorenovaci
z6 MS COUMARIN 80 zakorenovaci
z7 MS IAA 5 zakorenovaci
Tabulka €. 6: pouzité varianty rlstovych regulatord
Varianta Koncentrace chlornanu Doba louhovani
sodného

sl 10% 10 minut

s2 20% 10 minut

s3 10% 20 minut

s4 20% 20 minut

s5 20% 30 minut

s6 10% 30 minut

s7 30% 30 minut

s8 30% 20 minut

Tabulka €. 7: varianty sterilizace materidlu
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Vyhodnoceni metod sterilizace
varianty |7t eriini (%) a b

sl 80+0,40 ook ok ok ok o ok
s2 83+0,37 ok ok oAk
s3 66 £ 0,48 hokdok
s4 80+0,40 ®ok ok K SR
s5 86 10,34 ok ok ok ok ok o
s6 800,40 *okok ok ok ok K
s7 93+0,25 P
s8 85+0,35 *dkk ok ok ok

Tabulka €. 8: Vyhodnoceni analyzy rozptylu u metod
sterilizace (+ znaci smérodatnou odchylku), Duncan(v test

Statistické vyhodnoceni regenerace
Varianty Uspésnost a b
regenerace
explantatl (%)
sl 70+ 0,46 Hk A
s2 68+0,47 Hk A
s3 7510,44 Hokokok
s4 60+0,50 Hk A
s5 61+0,49 HkEx
s6 50+0,51 Hk A
s7 10+0,31 HkAx
s8 16 £ 0,38 Hk A

Tabulka ¢. 9: Vyhodnoceni analyzy rozptylu u regenerace
explantatl (+ znaci smérodatnou odchylku), Duncandv test
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Multiplikace:vyhodnoceni poétu vyhonil
Varianty Regulatory Priimérny pocet a b c
vyhonU

ml TDZ 1 0,81 *okkx *ok A x

m2 BAP 1 0,22 HE Ak

m3 MS + PVP 0,80 HAEE | kEEk

m4 BAP 5 + PVP 2,19 oAk k
m5 TDZ 1 + PVP 0,95 HE Ak HE Ak

m6 TDZ1+1AA 0,5+ PVP 0,36 *A kK

m7 BAP 0,5 0,58 HE Ak HE Ak

m8 BAP 1 +1AA0Q,5 0,25 *A kK

m9 TDZ1+1AAQ,5 1,00 *E Ak HE Ak

m10 TDZ 2 1,20 *ok A x

mll BAP 1 + PVP 0,38 HE Ak

Tabulka ¢. 10: Multiplikace:Statistické vyhodnoceni poctu vyhonl (Anova, Duncan(v test)

Multiplikace:vyhodnoceni délky vyhonil
Varianty Regulatory Primérnd délka a b c d
vyhonl

ml TDZ 1 1,34 sk ok ok ok sk sk ok

m2 BAP 1 0,46 KoKk

m3 MS + PVP 1,96 R
m4 BAP 5 + PVP 1,41 ok ok ok *EEE

m5 TDZ 1 + PVP 1,13 I

m6 TDZ1+1AA 0,5 + PVP 0,79 *okdk | kokkk

m7 BAP 0,5 1,78 Kkkk | KKk
m8 BAP 1 +1AAO0,5 0,75 wokokk | kokkok

m9 TDZ1+I1AAQ,5 1,53 ok ok ok I

m10 TDZ 2 2,51 * kK
mll BAP 1 + PVP 0,81 * ok % K * ok k%

Tabulka ¢. 11: Multiplikace:Statistické vyhodnoceni délky vyhon( (Anova, Duncan(v test)
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Obrazek 5: TDZ 2 po ¢tyfech tydnech Obrazek 4: BAP 5 + PVP 1 po ctyrech tydnech

Obrazek 6: TDZ 1 po ¢tyrech tydnech Obrazek 7: BAP 0,5 po ctyrech tydnech
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Obrazek 8: Explantat pfipraveny k pfevodu do
1| zakofeniovaciho media
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Obrazek 11: MS + PVP Obrazek 10: Kontaminace
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Obrazek 12: Kultivace

Obrazek 13: MS medium
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