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Abstrakt

Morusovnik ¢erny (Morus nigra L.) je ovocny strom, ktery je rozsifen v subtropickém
amirném pasmu severni polokoule ve stromovych a kefovitych formach. Jeho
piivodni domovinou bylo izemi dne$niho franu a Afghanistanu, pozdgji se jeho vyskyt
rozsitil do zemi kolem Stfedozemniho moie a dnes je oblibenym solitérem zahrad

a parku také ve stiedu Evropy.

V préaci se zabyvame opakovanymi testy rustu a kofenéni moruSovniku na riznych
zivnych médiich (MS, WPM, DKW) s riiznymi typy regulatori rostlinného ristu, tedy
cytokinini ( BAP, KIN, ZEA, TDZ), auxint (IBA, IAA, NAA), organickych latek
(AC, Casein, Glutamin) a jejich kombinaci bylo zjisténo, Ze k maximalnimu ristu
rostlin je nejvhodnéjsi DKW médium bez pfidanych cytokinini (vyska 4.56 cm),
pro multiplikaci prytd MS médium se 4 mg.I" BAP (6.28 novych pryti), pro aspésné
kofenéni ', koncentrace MS média s 0.2 mg.I'IBA (60% kotenicich rostlin)
a pro nasledny pievod ex vitro Ize doporucdit piesazeni rostlin do kvétinacka s perlitem
umisténych do minisklenik v kultiva¢ni mistnosti po dobu 1 mésice (100% pieziti
rostlin), nasledné ptesazeni do komeréniho substratu auloZeni rostlin ve skleniku

nebo féliovniku pro dalsi rist.

Kli¢ova slova

Auxiny, biosyntéza, cytokininy, fylogeneze, fytohormony, Kkultivace in vitro,

morusSovnik ¢erny, rist, zakotenovani



Abstract

Black mulberry (Morus nigra L.) is a fruit tree that is widespread in the subtropical
and temperate zone of the northern hemisphere in arboreal and bushy forms. Its
original homeland was the territory of today's Iran and Afghanistan. Its occurrence
later spread to the various countries around the Mediterranean Sea. Today, it is also a

popular solitaire of gardens and parks in central Europe.

During repeated tests of growth and rooting of mulberry on different nutrient media
(MS, WPM, DKW) with different types of plant growth regulators, cytokinins (BAP,
KIN, ZEA, TDZ), auxins (IBA, IAA, NAA), organic substances (AC, Casein,
Glutamine) and their combination, it was discovered that the most suitable for
maximum plant growth is DKW medium without added cytokinins (4.56 cm height) ,
MS medium with 4 mg.I"" BAP for shoot multiplication (6.28 new buds) and %
concentration of MS medium with 0.2 mg.I"* IBA for successful rooting (60% rooting
plants). For subsequent ex vitro transfer, it is recommended to relocate the plants into
pots with perlite placed in mini-greenhouses in the cultivation room for 1 month (100%
plant survival). This is followed by replanting into a commercial substrate and placing
the plants in a greenhouse or foil greenhouse for further growth.

Keywords

Auxins, biosynthesis, cytokinins, phylogenesis, phytohormons, in vitro cultivation,

micropropagation, black mulberry, growth, rooting
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Uvod

Projekt multiplikace morusovniku in vitro mne zaujal jiz pfi vybéru vhodného tématu
pro zpracovani bakalaiské prace, po jejiz uspésné obhajobé jsem si chtél prohloubit
znalosti 0 in vitro mnozeni rostlin a proto jsme uvital moznost pokraovat v této
odborné c¢innosti i Vv diplomové praci, ktera Sifeji zkouma pouziti zivnych médii,
aplikaci cytokinini a auxind, jejich vzajemné kombinace, nebo pouziti dal$ich
organickych latek pfi rastu explantata. Cilem bylo pokracovat v praci k nalezeni
optimalniho postupu uspésné mikropropagace Morus nigra, tedy jak relativné rychle
vypéstovat maximalni pocet kvalitnich klond tohoto uzite¢ného ovocného stromu

pro vysadbu.

Tento projekt je striktné veden opaénym piistupem, nezjakym vedl sviij pokus
lancresky kral Lulu 1., historik samouk aromantik, ktery budoucim generacim
v kronice kréalovstvi Lancre ve svych spisech uvadél neexistujici historickou postavu
kralovny Krokuse a jeho pocin je na poli badani v knize Terryho Pratchetta ,,Damy
a panové“ popsan nasledovn¢: ,,Odvodil diky svému pronikavéemu logickému usudku
Z danych, bytby ponékud omezenych skutecnosti*, jisté zavery a zaroven extrapoloval

Z paralelné pfibuznych pramenti**.
* Pozn. autora: To znamena vymyslel si to.
** Precetl spoustu veci, ktere si 0 tom vymysleli ostatni. ““ (Pratchett, 1992)

Vsechny zminéné odborné prameny jsou v tomto dokumentu transparentné pouZzity
ana zakladé téchto odbornych textt probihaly vlastni pokusy s péstovanim Morus
nigra v laboratorni praxi. Rostliny byly méfeny, vazeny, ziskana data statisticky
popsana a zpracovdna V grafické nebo tabulkové podobé a vedla kzavérim
0 vhodnosti ¢i nevhodnosti pouziti otestovanych metod v in vitro podminkach

pro rast, kofenéni a aklimatizaci rostlin.

Cilem této diplomové prace bylo rozsifit vyzkum uvedeny v bakalaiské praci z roku
2019 o nové postupy aschémata vinvitro propagaci morusovniku cerného
z apikalnich nebo lateralnich pupent, postupy, které by zajistily snadno
replikovatelnou metodu dynamického a progresivniho rdstu geneticky shodnych
rostlin v maximalnim mozném poétu s vyhodnym mnozstevnim pomérem vztazenym

k velikosti rastové plochy a ¢asovému ramci laboratornich praci.
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1 Teoreticka ¢ast

Teoreticka ¢ast se dotkne morusovnikti z pohledu evolu¢ni ptibuznosti, na zakladé
jakych skute¢nosti se kompletuje fylogeneticky strom, dale se vénuje popisu ptisobeni
cytokininii a auxini na bunééné bazi, jejich biosyntéze, transportu, genove expresi,
koncentraci a lokalizaci v rostlinnych tkanich, dale popisuje jiné organické latky
pouzité Kk dil¢im testim Vv této praci a samoziejm¢é predstavuje postupy a vysledky

z odbornych praci, které se zabyvaly mikropropagaci morusovniki a jinych rostlin.

1.1 Fylogeneze morusovniki

MoruSovniky (rod Moraceae) zahrnuji tfinact druhi, které rostou v Asii, Africe,
Evropé a v Severni iJizni Americe, byly a jsou z ekonomického hlediska dulezité
v oboru hedvabnictvi, protoze jsou hostitelskymi rostlinami pro larvy bource
morusSového (Bombyx mori L.) a jejich zdmotky jsou zdrojem hedvabnych vlaken.
Krom¢ toho jsou morusovniky péstovany v mnoha castech svéta pro jejich jedlé

a chutné ovoce ¢i jako okrasné stromy parka a zahrad.

Tento rod je studijné také zajimavy projeho Siroké geografické rozsiteni,
morfologickou plasticitu, hybridizaci, dlouhou historii domestikace a naturalizace

v arealech vzdalenych od jeho pivodniho rozsiteni.

Fylogeneze se v biologii zabyva evolu¢ni historii, tedy vyvojem skupin organismd,
studuje, analyzuje a hodnoti evolu¢ni genova data organismu a na jejich zakladé jim
ptifazuje konkrétni misto v diagramu pfibuznosti s jinymi organizmy, ktery se nazyva
fylogeneticky strom (popt. evoluéni). Fylogenetika se pokousi najit evolu¢ni
ptibuznost mezi skupinami organismti pomoci molekularnich sekvenénich dat a matic
morfologickych dat. Zakladat ptibuznost pouze na morfologii, anatomii, fyziologii
a zivotnich cyklech, miize byt U organismu zavadéjici, protoze nékteré spolecné rysy
Ize sice identifikovat jako stejné nebo rozdilné, ale také velmi Casto je takova
identifikace velice nepfesnd, nastupuje tedy molekularni fylogeneze, kterd vyuziva
molekularni sekvenovani genomu av tomto ohledu je velmi uziteCnym nastrojem
k pochopeni fylogeneze riznych taxonti. Fylogeneze je tedy nezbytna ve védeckém
studiu identifikace, Klasifikace, ekologie aevolu¢nich dé&jin organismd,

ale je samoziejmé limitovana kvalitou vstupnich dat (BIOLOGY Online, 2021).
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Nepal et al. (2012) ve své obsazné praci studovali fylogenezi moruSovniki na zaklade
sekven¢nich dat genomu, kde lokalizovali ITS (Internal trasnscribed spacer)
a chloroplastového trnL-trnF intergenového spaceru. ITS (Internal trasnscribed
spacer) je nekodujici sekvence DNA ulozena mezi malou podjednotkou ribozomalni
rRNA (nekddujici) a vétsi podjednotkou genové rRNA (kodujici), ktera je zahrnuté
do transkripce piigenove expresi. Tato ITS sequence je velmi populérni
pro porovnavani pii taxonomické a molekularni fylogenezi, protoze je relativné mala
a podstupuje rychly a koordinovany vyvoj prostiednictvim nerovnomérného kiiZeni
agenové  konverze, vsekvenci bazi jeSiroce dostupna  azjistitelna
ve velkém mnozstvi v kopiich rRNA clustert, vyhodou je déle jeji vysoka variabilita
i mezi blizce piibuznymi druhy organismid. Tuto variablitu lze vysvétlit relativné
nizkym vyvojovym tlakem natakove nekodujici sekvence. TrnL-trnF je dalsi
sekvence nekodujiciho markeru plastidi, ktery byl lokalizovan v chloroplastech

odebranych ze vzorki listu. (Song et al., 2012)

NTS | rDNA-repeat | NTS | rDNA-repeat

[ T 1es . Il | 285 | [ 18s [, [l | 285 |
ETS 58S ETS 5,88/

ITS ITS

Obrazek 1: Schéma pozice ITS v eukaryotické jaderné ribozomalni DNA

Zdroj: Song et al., 2012

Na zaklad¢ syntézy taxonomické literatury 0 Moracea bylo rozliseno tfinact
vyraznych druh morusovnikd, pivodem z Asie: M. alba, M. australis, M. cathayana,
M. macroura, M. mongolica, M. nigra, M. notabilis, M. serrata, ptivodem z Ameriky:
M. celtidifolia, M. insignis, M. microphylla,M. rubra a druh vyskytujici se v Africe:
M. mesozygia. Dalsim studiem a analyzou sekvencnich dat nebo jiz ulozenych
databazovych vzorkl byl zpracovan fylogeneticky strom pro morusovniky a jejich
blizké ptibuzné (Nepal et al. 2012).
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T.00 70 So. pileata
IWI—SO. muriculata
Bagassa guianensis
Artocarpus heterophyviiu

Obrazek 2: Fylogeneticky strom morusSovniki

Zdroj: Nepal et al. 2012

g

Sorocea Affinis

Morus niga Morus alba Morus rubra

Obrazek 3: Kolaz fotografii vybéru rostlin z fylogenetického stromu morusovniki

Zdroj: BIOLOGY Online, 2021
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1.2 Funkce fytohormoni

Rostlinné hormony ovliviiuji mnoho aspektt rustu avyvoje rostlin. Auxiny
a cytokininy jsou zndmy jiz dlouho svym potencidlem synergického nebo naopak
antagonického tizeni rustovych a vyvojovych procesu v rostlinnych tkanich. Interakce
téchto slozek v meristémech je v prubéhu zivota rostlin zakladnim piedpokladem

k formovani celého rostlinného téla.

ProtoZe jsou fytohormony v rostlindch syntetizovany na riznych mistech, ale jejich
pusobeni Ize dolozit v ¢astech rostlin, kde vytvateny nejsou, pak z toho plyne poznéni,
Ze rostlina tyto latky na ur¢itém misté vyrobi a pak transportuje do mist, kde je jich
potieba k vyvoji rostliny. Presna integrace environmentalnich vstupt a endogenni
signalizace rostlin vyzaduje ptsobeni specifickych proteind (transportért), které jsou
zakladnim prvkem transportu a zaroven jsou tyto transportéry nezbytnou soucasti
pfiregulaci ristu avyvoje kazdé rostliny. Transport na dlouhé vzdalenosti byl
prokdzan umnoha rostlinnych hormont (auxiny, cytokininy, gibberliny,
strigolaktony, kyselina salicyova, kyselina abscisova, kyselina jasmonova, ethylen,
brasinosteroidy, polyaminy, oligopeptiny, butenolidy atd.) a zde je zapotiebi vysoce
koordinovaného putisobeni importnich aexportnich bilkovinnych transportéra
na kontaktnich plochach sousednich bunék. Pouze v nékolika piipadech byla
prokazana syntéza hormonu ptimo v bunkach, kde byl zuzitkovan a pak samoziejmé

odpada vyuziti mezibunéénych transportnich mechanismu (Petrasek et al., 2009).

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | metabolismus

\ s

fytohormon ™

——

Cell infflux transport na dlouhou

efflux® &i krdtkou vzddlenost

2

receptory

prijem signalu

- . prevod signdlu
prrenos signdlu
k vykonnym strukturdm

reakce rostliny

Obrazek 4: Schéma obecného mechanismu piisobeni fytohormonu

Zdroj: Zazimalova et.al 2010
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Vyznamny pokrok k pochopeni vzajemného ptisobeni AUXN a CTKN provedll tym
Zazimalova et al. (2010) pii vyzkumu ptisobeni hormonti U husenicku (Arabidopsis
thaliana), kde definovali AUXN a CTKN jako rovnocenné partnery. Auxiny dokazi
nastartovat organogenezi a jejich toky jsou pti vyvoji rostlin kli¢ové, specialni
bilkoviny pfenaseji auxin piesné uréenymi sméry z bunky do buniky a vznikaji
tak oblasti s riznymi hladinami auxinu, kde se buniky vyviji odlisné. Pravé tyto
bilkoviny jsou fizeny piisobenim cytokinint, tedy reguluji aktivitu ptfislusnych genti
atimipocet molekul pfenaseCli auxini a nasledné cely auxinovy tok v rostliné
na molekularni drovni fidi vyvoj meristémi. Optimalni koncentrace auxind
je regulovana na ¢tyfech urovnich, biosyntézou, transportem, vnimavosti, signalizaci
atato vicendsobna regulace drahy pfispivda k rizné distribuci uvnitt tkani

ve specifickych stadiich vyvoje rostliny (Zazimalova et.al 2010).

1.3 Auxiny - biosyntéza, transport, genova exprese, koncentrace,

gravitropismus, fototropismus

Auxiny jsou hormony, slabé organické kyseliny, které se podili na fototropismu,
geotropismu, zpusobuji apikalni dominanci, udrzuji polaritu pletiv, stimuluji
prodluzovani bunék, vyvoj plodi, vyvoj cévnich svazk, diferenciaci vodivych pletiv
a jsou primarnim stimulantem rastu kofene a kofent adventivnich (Kone¢ny, 2017).
Jsou to krystalické latky dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech a ve vodném
alkalickém prostiedi, naopak $patné rozpustné ve vod¢é v kyselé a neutrélni oblasti
(Lefnar, 2015). Ptirozenymi auxiny jsou IAA, IBA a 4-CI-1AA, syntetickymi latkami
s ¢inkem auxind jsou IPA, NAA, NOA, 2,4D, 2,4,5-T, MCPA, Picloram a dalsi.

Znédme jsou dva zakladni projevy ptitomnosti auxinu v rostlinnych pletivech. Prvni
je okamzita reakce, tedy piimy aokamzity vliv nabufiku po navazani auxinu
na specifiké receptory na povrchu bunky (transmembranové proteiny ABP1 (auxin-
binding protein 1)), které maji za nasledek zmény pohybu iontl pies plasmatickou
membranu obéma sméry a extenzi bunééné stény. Druhym projevem, S pomalejsi

odezvou, je zména exprese gentl.

Biosyntéza pfirodniho auxinu IAA probiha v meristémech a enzymy nezbytné pro tuto
syntézu jsou tedy nejaktivnéjsi zde, dale pak v embryich amladych listech.

Od tryptofanu jsou znamé dvé cesty, ale preferencni se zdd byt transaminace
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na indolpyruvat, ten dekarboxyluje (oxidace O?aztita COOH-CO?eq. degradace)
na indolacetaldehyd a z n&j enzymatickou oxidaci vznik&d IAA (Zazimalova etal.,
2010).

—bl Indol-3-glycerolfosfat | — —P

Obrazek 5: Schéma biosyntézy 1AA

Zdroj: Zazimalova et al., 2010

Pienos AUXN vychazi schemiosmoticke hypotézy, kde se molekuly AUXN
v prostiedi apoplastu s hodnotou 5.5 pH vyskutuji ve form¢ TIAA™ (80%) nebo IAAH
(20%). Protonova hydrofobni forma AUXN pasivné vstupuje pies bunéénou
membranu do cytoplazmy kde disociuje na IAA" aionizovand forma auxinu
z apoplastu je ptenasena do vnitiniho prostiedi buiiky specifickymi bilkovinami, které
se nazyvaji influx pienase¢i (AUXL/LAX). V cytoplazmé spH 7.0 se tedy auxin
vyskytuje vyhradné¢ ve formé TAA™ (100%) apomoci efflux pienaseca (PIN)
je dale vnitinim prostiedim bufiky transportovan, z buiiky je pak vyexpedovan
prenase¢em PIN nebo PGP. Pokud auxin zlstane uvniti buiky, pak se stdva soucasti
funk¢ni signalni drahy auxinového toku, ovliviiuje genovou expresi a aktivuje bunécéné

déleni (Del Pozo, 2007).

20% 80%
IAA @ TAA™ + H*

Obrazek 6: Model polarniho trasnportu 1AA

Zdroj: Zazimalova et al., 2010
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V rostlinnych tkanich vede vliv auxinu k prodluzovani bunék a je zprosttedkovan
zménami v transkripci gent, po vstupu do buiky, pasivnim ¢i aktivnim transportem,
typu ARF1 (Auxin 1).

ARF1 je transkrip¢ni faktor, ktery vstupuje do jadra, vaze se na promotory gend, které

se v cytosolu navaze na proteiny response factor
na auxin reaguji (response element), vzapéti je auxin degradovan ubikvitinligazou
SDF™R! tim dojde k uvolnéni transkripénich faktor ARF aty aktivuji transkripci

gend v odpoveédi na auxin (auxin response genes).

A B
o —
B
—_— jadernd membrdna
Low auxin High auxin
ASK1, RBX1 a TIRI1 = proteiny
biortinligdans SCF
ubikvitinligdzou 5
g Au% g Al TIR1 = receptor pro auxin;
response genes response genes Cullin = podjednofka
VAN ubikvitinligdzy;

Obrézek 7: Schéma genové exprese

Zdroj: Zazimalova et al. 2010

Prvnim mechanismem Kkontroly je degradace eq. dekarboxylace, tedy oxidace
O2 aztrata skupin COOH-CO2, druhym pak konjugace, kdy se auxin navaze
kovalentni vazbou na nizkomolekularni latky typu aminokyselin nebo cukru, ¢imz
redukuje mnozstvi endogenniho hormonu v buice, tim plni funkci detoxikaéni
a takové struktury se nazyvaji konjugaty. Jako takové maji zasobni funkci neaktivniho
hormonu, chrani hormon pied oxidaci a v této formé jsou ptipraveny pro transport

do dalsich ¢asti rostlinného téla (Su et al., 2011).

Gravitropismus kofenové Spicky patii mezi vitdlni ohybové pohyby rostlin

a jeorientovan va¢i stimulu, Vtomto pfipadé vGc¢i zemské tizi. Pozitivni
gravitropismus kofene je zprostfedkovan ohybem kotfenové S$picky ve sméru
gravitatniho vektoru a byl pozorovan jiz v experimentech Charlese Darwina a jeho
syna Francise v roce 1881. Tato schopnost je u rostlin dulezita pro jejich ukotveni
Vv pudé, primarné souvisi se zprosttedkovanim dostupnosti Zivin, které koteny
pfijimaji z pady. V celém procesu ohybu kotfenové Spicky hraji dualezitou roli
statocyty, bunky V centralni ¢asti kofenové Cepicky obsahujici statolity v podobé

plastid s ptitomnosti piesypavého Skrobu. Mechanismus, kterym dochazi k piedani
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informace od plastidi se skrobem (amyloplastil) pfesouvajicich se v kofenové Spicce
ve sméru gravitatniho vektoru, stale neni pfesné znam. Zapojeny jsou vV ném slozky
aktinového cytoskeletu a nasledna signalni kaskada vyvolavajici pfesun auxinového
prenasece PIN3 v bunikach kolumely kofenové ¢epicky z ptivodni spodni plazmatické
membrany na pivodni lateralni plazmatickou membranu. Tento pfesun zpusobi,
Ze auxin je dopraven do povrchovych pletiv na spodni stranu kofene atato strana
se pak prodluzuje mén¢ nez horni strana kofene s naslednym ohybem smérem dola
(Vieten,2007).

Fototropismus patii mezi vitalni ohybové pohyby rostlin a je orientovan proti stimulu,
kterym je dopadajici slune¢ni zafeni. To je detekovdno apexem, auxin
je pak syntetizovan v meristtmu a bazipetalné translokovan (smérem dold).
Mechanismus, ktery vede K laterdlni distribuci auxinu a tim ke stimulaci rastu
na stran¢ odvracené od svétla, neni dosud pln€ objasnén. Jsou v ném zapojeny proteiny
zodpovédné za transport auxind (PIN), unichz se po zméné sméru osvétleni méni
lateralni distribuce v endodermis etiolovaného stonku (pfipadné hypokotylu).
Na osvicené strané je PIN3 lokalizovan na vnitini stranu endodermis, zatimco
na stran¢ odvracené, kde se auxin akumuluje, je rovhomérné rozmistén na vnitini
I vngj§i stranu endodermis. Vedle tvorby auxinového gradientu napfi¢ stonkem
(hypokotylem) hraje dllezitou roli také reorganizace mikrotubularniho cytoskeletu.

Vysledkem je asymetricky (anizotropni) rust nebo ohyb stonku (Tylové, 2020).

1.4 Cytokininy - biosyntéza, transport, genova exprese,

koncentrace

Cytokininy jsou fytohormony odvozené od adeninu a lze je rozdé€lit na piirozené
asyntetické. Mezi piirozené izorprenoidni patii trans—zeatin, dihydrozeatin,
izopentenyl adenin (IP), mezi pfirozené aromatické patii benzyladenin (BA),
benzylaminopurin (BAP), meta-topolin (mT) ak syntetickym sefadi kinetin
(KINVKDn) athidiazuron (TDZ). TDZ je Cisté synteticka latka, ktera se v rostlinach
nevyskytuje, ale je atraktivni z hlediska nizké koncentrace u¢inné latky a pfesto jejiho
vysoce pozitivniho pasobeni v oblasti regenerace rostlinnych tkani, proto
se pii pouziti tohoto hormonu pouzivaji desetinasobné mensi koncentrace,

nez koncentrace ostatnich CTKN (Schenkova, 2016).
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Cytokininy hraji vyznamnou roli pti vyvoji astavbé rostlinného téla, stimuluji
bunécné deéleni, potlacuji apikalni dominanci, podporuji rlst axilarnich meristmd,
iniciaci adventivnich pupend, ovliviiuji vyvoj kofenové ¢asti, pryti, semen
a chloroplastti. Dale jou funk¢ni soucasti v procesu oddaleni senescence, aktivuji
syntézu RNA a proteint a pomahaji rostling€ zvysit odolnost vii¢i stresovym faktorim

typu vyssiho zasoleni, sucha, vihkosti nebo vysoké teploty (Schenkova, 2016).

Primarnim produktem biosyntézy jsou ribotidy vzniklé isoprenylaci u rostlin ADP
nebo ATP a u bakterii AMP. Donorem postranniho fetézce je dimethylallyl pyrofosfat
nebo (E)-hydroxymethylbutenyl difosfat za vzniku isopentenyladeninu, respektive
trans-zeatinu. Vzniklé ribotidy, které jsou také transportni formou, jsou aktivovany
hydrolyzou enzymy rodiny LOG (lonely guy). Jiny cytokinin, méné aktivni cis-zeatin,
vznikd prenylaci adenosinu v ur¢itych molekulach tRNA a néslednou hydrolyzou
téchto molekul (Kurakawa et al., 2007).

CTKN se transportuji  xylemem (dle klasickych schémat 7z kotene vzhiru)
a dle nékterych poznatki rovnéz ifloémem (do kotenu). Nakrats$i vzdalenosti
jsou pienaseny transportéry rodiny PUP (purinobé permeazy) a na povrchu bunek
se rovnéz vyskytuji membranové proteiny rodiny ENT (equilibrative nucleoside
transporters), ty transportuji cytokininové nukleosidy po sméru gradientu koncentrace
a jejich aktivita je zavisld na zménach pH. Regulace mnozstvi CTKN v pletivech
je stejné jako U auxini regulovana biosyntézou, aktivaci, inaktivaci, konjugaci

a degradaci (Kurakawa et al., 2007).
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Obrazek 8: Schéma biosyntézy cytokinini

Zdroj: Zazimalova et al., 2010
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Cytokininovy receptor patii mezi histidin kindzy a je pfitomen na membrané
endoplazmatického retikula. Po vazbé cytokininu vytvoii dimer atento protein
se transautofosforyluje na histidinu (jinymi slovy, pravé zdimerizované podjednotky
se fosforyluji navzajem). Poté je fosfat pienesen naaspartat téhoz proteinu.
Z aspartatu se pienese na histidin proteinu HPT (histidine phosphotransfer, jinak téz
AHP), ktery je transportovan do jadra, kde ovlivni genovou expresi za pomoci
nékterého z proteini ARR (Frébort et al., 2011).
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Obrazek 9: Schéma biosyntézy cytokinini

Zdroj: Zazimalova et al., 2010

1.5 Interakce cytokinini a auxinu

Interakce CTKN a AUXN ma silny vliv na organogenezi rostlin a jiz Skoog a Miller
(1957) svymi pokusy zjistili, ze razny pomér AUXN a CTKN v Zivném médiu
podporuje rust pryti nebo kofend, ale jejich vztah a vzdjemné puisobeni je tou

dynamickou silou, ktera je velice dulezita pro vyvoj a rust rostlin.
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Obrazek 10: Generalizace organogeneze rostlin

Zdroj: BIOLOGY Online, 2021

Vztah AUXN a CTKN je antagonické povahy, AUXN indukuje déleni bunék
meristémd, zvétsuje tato pletiva, CTKN urychluji diferenciaci merismatickych bunék
a snizuje velikost meristému, AUXN reguluje biosyntézu nebo degradaci slozky
signalni drahy CTKN asouc¢asn¢ CTKN ovliviiuji predev$im transport AUXN
z buiiky zménou lokalizace proteinovych bilkovin PIN/PGP a tim vytvatri podminky
pro anatomické modelovani rostlinnych pletiv (Del Pozo, 2007). Rovnovaha ucinki
AUXN a CTKN je kontrolovana proteinem SHY2 z rodiny represori AUXN/IAA.
AUXN potlacuje expresi SHY?2 spuSténim procesu degradace komplexu proteinil
SCF™R, CTKN u¢inek SHY2 stimuluje v piechodové zéné meristémii spusténim
transkripce pomoci aminokyselin typu B-ARR (Frebort et al., 2011). Schematické
znazornéni na obrazku (Obrdzek 11) zjednodusené popisuje, Ze at’ je pomér AUXN
a CTKN v meristémech jakykoli, rostlina dostava urcity hormonalni impuls, ktery
iniciuje urcity rdst a vyvoj na bunééné trovni (Pukysovd, 2016). Piirtstu kofent
se vzajemné interakce fytohormont auxinu a cytokinint projevuje jiz v globularni fazi
embryogeneze rostlin. ZazvySené aktivity cytokininové signalizace dochazi
k asymetrickému déleni hypofyzy. Vznikaji dvé dcefiné bunky, z nichz mala apikalni
burika slouzi jako prekurzor bunék klidového centra a z velké bazalni buiiky pozdéji

vznikaji meristematické buiiky kotfene. V bazalni buiice auxin indukuje transkripci
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geni ARR typu A (ARR7 a ARR15), které inhibuji cytokininovou signalni dréhu
a napomahaji spravné tvorbé kmenovych bunék koiene. Bylo zjisténo, ze cilena
inaktivace ARR7 a ARR15 vede k vytvafeni defektt pii rustu bunék apikalniho
meristému kofene atato antagonisticka interakce auxint a cytokininti v rostlinném
embryu je tedy velmi dilezita pro spravny vyvoj kofene (Kone¢ny, 2015). Béhem
vyvoje embrya se auxiny a cytokininy ucastni také zakladani budoucich cévnich
svazk. Auxin  aktivuje  transkripcni faktor  TMOS/LMH (target
of monopteros5/lonesome highway), ktery spousti expresi genu LOG4 pro enzym
biosyntézy cytokinind, které jsou pro regulaci vyvoje cévnich svazku nezbytné (Park
etal., 2017).

Extracellular CKs Extracellular auxin
/r I war
”~
AlPT(2.9)
TRNA 122 plosynthesis ‘/,/ l \

-
] // AUPT(1.3.57) AUPT(5.7)~
& CK < auxin
o
®
g
'08- Induction °' Development of
Q / CK > auxin —>» phys-olog»ml induced events
8 Slongo of CKs by
<) Oqluco;ylnllon
3 ‘ lnacﬂvauon o'
@ y 7- an
g | Dglucolyla(lon
: (&) Immoblllullan
©
s binding !o
-] lnductlon ol
c
o
o l
N Excro!i!\ of CKX

AICKX (2.3.4.5.6)

Obrazek 11: Schéma regulace hladin cytokinini v poméru k auxinu a jejich funkce

pri inicializaci morfogennich procesi

Zdroj: Park et al., 2017

1.6 DalSi organické latky: casein, glutamin, aktivni uhli

Glutamin syntetaza je klicovy enzym pro asimilaci amonnych ionti a biosyntézu
glutaminu v rostlinach. Amonné ionty jsou dilezitym meziproduktem metabolismu
dusiku, ve zvySené koncentraci jsou vSak pro rostlinu toxické. Spravné fungovani
glutamin syntetdzy je pro rostlinu velice dilezité, protoze glufosinat, specificky
inhibitor glutamin syntetazy, mtze u¢inkovat jako totalni herbicid. Glutamin syntetaza
se uplatfiuje v fadé vyznamnych metabolickych procest: piiprimarni asimilaci
dusikatych zivin, pfi reasimilaci amonnych iontd béhem fotorespirace ¢i metabolismu

fenylpropanoidu a pii remobilizaci dusiku pfi tvorbé semen, béhem kliceni nebo
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senescence. Podle lokalizace v buiice se glutamin syntetdzy krytosemennych rostlin
déli naplastidovou (GS2), ktera je kddovéna zpravidla jednim genem,
a na cytosolickou (GS1), kterou koduje rodina nékolika genti. Jednotlivé isoformy
glutamin syntetaz maji rozdilnou lokalizaci v ramci rostlinnych organt a pletiv, 1isi

se zpusobem regulace a Ulohou v metabolismu dusiku (Kobercova, 2014).

Casein je aminokyselina, ktera je zdrojem dusiku v organické formé a rostlinami

je vyuzivan piimo k syntéze proteinu v rostlinnych pletivech (Kobercova, 2014).

AC (aktivni uhli) ma pérovitou strukturu a velky vnitini povrch (400 az 1500 m2.g™2),
muze tak adsorbovat Siroké spektrum latek a jeho pfidani do kultiva¢niho média mtize
podporovat nebo inhibovat ruast invitro, v zavislosti na druhu rostliny, adsorbci
a postupnym uvoliiovanim rastovych regulatori a jinych organickych sloucenin

podporujicih rtst (Tewari et al.,1999).

1.7 Mikropropagace zamérena piredev§im na morusovniky

Mikropropagace rostlin je soubor laboratornich technik in vitro s cilem rychlého
namnozeni nebo naklonovani rostlinného materidlu za sterilnich podminek na
zivnych médiich. K miropropagaci se pouzivaji meristémové buriky, tedy rostlinné
pletivo tvotené predevsim bunkami s funkci délivou, ktera obsahuje kompletni
informace o rostling, a proto je mozné z malé ¢asti rostliny v podminkach in vitro

péstovat nove klony.

1.7.1 Riist a multiplikace pryta

Cytokininy v rostlinnych tkanich maji vice funkci arozhoduje jejich lokace
a koncentrace. Stimuluji bunécné déleni, zpomaluji starnuti, zpomaluji degradaci
chlorofylu, stimuluji diferenciaci chloroplastt, stimuluji vétveni a zvysuji silu atrakce
Zivin.

Pattnaik etal. (1997) shrnuje ve své praci, Zze Gspé$né multiplikovali pryty
jak z apikalnich tak lateralnich pupent explantatt Morus cathayana, Morus Ihou
aMorus serrata na MS médiu obsahujici 0.5 az 1 mg.I'* BAP. Dodate¢né ptidani
kyseliny giberelové v koncentraci 0.4 mg.Itspolu s BAP vyvolalo rychlejsi rist
a mnozstvi pupenti na jednotlivych explantatech. Zahdjeni multiplikace prytt danné

kultury v8ak bylo do zna¢né miry ovlivnéno typem a vékem explantatu.
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V préaci Annis et al. (2003) s kulturou Morus alba na MS médiu, které bylo doplnéno
0 BAP a Kn byla pozorovana vysoka frekvence kli¢eni ze zakladu lateralnich pupenti
(80%) a z apikalnich (70%). Proliferované vyhonky invitro byly rychle mnoZeny
kultivaci  jak laterdlnich  tak apikalnich  explantatt naMS s2 mg.I BAP
a0.2mg.I*NAA. Tato kombinace se nejlépe osvédéila pii multiplikaci pryti.
Vybornych vysledkli bylo také dosazeno kultivaci obou druhli explantati na MS
médiu  spiidanym  2mg.I*BAP  s0.2mg.I*NAA,  25mg.I" asparginu
a1 mg.I"t glutaminu. Toto specifické médium znamenalo prodlouZeni vyhonki

a klic¢eni lateralnich pupeni Vv in vitro péstovanych explantata.

Tewari etal. (1999) hledali ve svém vyzkumu vhodné pudy s pfidavnymi latkami
pro rist Morus multicaulis a kultivard K2, RFS175, SI Morus indica. Pfitomnost
cytokininti byla nezbytna pro rozvoj pupent a bylo zjisténo, ze TDZ v koncentraci
0.1 mg.I"! je Giginngjsi nez BAP pro mnozeni pupenti a mnozeni vyhonk u Morus
indica pro kultivary RFS175 a K2, zatimco 0.5 mg.I"t TDZ bylo vyhodnéjsi nez BAP
u Morus indica kultivar S1. Ac¢koli TDZ zvysil u¢innost mnozeni vyhonkd u Morus
indica, bylo zjisténo, Ze je vhodn&jsi pouziti 2.5 mg.IBAP v ptipadé Morus
multicaulis. TDZ vyznamné snizil pocet dni potiebnych pro rozvoj pupent, ale také

zvysil procento novych pupent a pocet vyhonkt na explantat u Morus indica.

Aroonpong et al. (2015) hledali systém mikropropagace Morus alba var. Shidareguwa,
Ktera je Casto pouzivana jako rostlina terénnich Uprav a pti konvenénim mnoZeni
ma malou schopnost zakofenéni. Nejvétsi pocet vyhonkt byl kultivovan na MS médiu
s hodnotou 20 g.I"* sachardézy a1 mg.I*BAP podobu 20 dndi, nejvyssi mnoZeni
vyhonkii bylo dosazeno pouzitim MS média s 30 g.I"? sacharézy a1 mg.I" BAP
po dobu 30 dnu.

Attia et al.(2014) doporucuji pro multiplikaci prytd pro Morus predevsim alba MS
médium s piidanym 2 mg.I" BAP, Mehbooba et al. (2011) pak koncentraci 5 mg.I"
LBAP pro Morus nigra, Medkova (2013) taktéz pro Morus nigra WPM médium
s1mg.ltMT.

Tripathi etal. (2010) zjistili ve své praci s explantaty Spondias magnifera (divoké
mango), ze optimalni pro multiplikaci prytd je pouziti MS média s pfidanym
1 mg.I"' BAP.
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Valizadehkaj etal. (2013) srovnavali vesvépréci vliv médii MS aWPM
na mikropropagaci dvou iranskych kultivara Punica granatum (Marhanik granatovy)
,Malas Saveh” a,,Yousef Khani“ a preferuji pro tuto rostlinu pouziti WPM média
oproti MS médiu a pro multiplikaci pryt p¥idani 1 mg.I"t Kn pro kultivar Malas Saveh
a2 mg.I"t Kn pro kultivar Yousef Khani, kde dosahli nejvyssiho poétu novych pryti

na explantat, jejich nejvétsi délky a poctu listi.

Kumari et al. (2012) ve své praci doporucuji pro Salvadora persica (Salvadora perska)
sjedlymi plody pro multiplikaci prytd MS médium s pfidanim 2 mg.I': BAP
a0.5mg.. 1AA,

1.7.2 Tvorba kofenu a aklimatizace

Auxiny v rostlinnych tkanich plni rizné fukce, které jsou zavislé na jejich lokaci
a koncentraci. Stimuluji bunééné déleni, podileji se na prodluzovani bunék, apikalni
dominanci, stimulaci tvorby kofeni a jsou vyznamnym faktorem pfi gravitropismu

a fototropismu.

Explantaty Morus cathayana, Morus lhou a Morus serrata podle Pattnaik et al. (1997)
isp&sné kotenily pii pouziti 5 koncentrace ¥2 MS média s 1 mg.I"t IBA v IPA v IAA
a takto namnozené rostliny byly Gspé$né aklimatizovany a pieneseny do zahradniho

substratu.

Podle Annis etal. (2003) bylo celkové 80% zakofenénych rostlinek Morus alba
ziskano z explantati kultivovanych na % MS doplnénych 0 1 mg.I' NAA a nakonec
byly rostliny s dobfe vyvinutymi kofeny pfeneseny do zahradniho substratu, kde jich
ptezilo 70%.

Tewari etal. (1999) konstatuje, ze zakotenovani Morus multicaulis a kultivara K2,
RFS175, SI Morus indica in vitro se vyznamné zlepsilo pfidanim aktivniho uhli do %2
MS média. Vyznamné zvySeni procenta zakofenéni asnizeni dnd potiebnych
pro zakofenéni bylo pozorovano pouzitim 0.05% aktivniho uhli pro Morus multicaulis
a Morus indica kultivaru S1 a hodnoty 0.1% aktivniho uhli pro Morus indica kultivara
K2 a RFS175. Vsechny rostliny péstované invitro byly uspésné aklimatizovany
a preneseny do zahradniho substratu bez procentualni hodnoty uspé&$né piezivsich

jedinct.
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Aroonpong et al. (2015) ve své préci tvrdi, Ze nejlépe kotenily rostlinky Morus alba
var. Shidareguwa za pouziti ¥ MS média s 30 g.I"t sachardzy bez auxinii po dobu
30 dnd. Aklimatizace explantatt péstovanych in vitro pak statisticky vykazaly 94%

miru pieziti v podminkéach skleniku.

Pro kofenéni Morus alba je podle Attia et al.(2014) vhodné pouzit 2 MS médium
s 2mg.I" IBA, dle Pancho et al. (2018) ¥2 MS médium s 0.25 vV 1 mg.I" IAA v NAA,
pro Morus nigra podle Medkové (2013) MS médium s 1 mg.I"* CEP a Gogoi et al.
(2016) pro Morus indica doporucujé > MS médium s pfidanim 5 mg.I"* AC a 0.5 mg.I-
INAA.

Kofenéni metodou in vitro bylo zkouméno v praci Sharma etal. (2012) u Acacia
leucophloea na %, %2 a ¥a MS a vysledky jasné prokazuji usp&$né pouziti koncentrace
Y MS, dale zkoumali vliv riiznych koncentraci sacharézy 0 az 50 g.I%, kde byly
nejlepsi vysledky ziskany pti koncentraci 30 g.I%, dale pak bylo testovano ponofenim
explantat do riznych koncentraci 1 az 10 mg.I* IBA po dobu deseti minut a ptenos
do¥% MS média, kde z hlediska procentualniho ristu kofenu doporucuji pouzit
koncentraci 1 mg.I'tIBA, prodélku apocet kofentt pak 10 mg.I'tIBA. Problém
na vSech téchto koncentracich byla vysoka mira kalusu, ktery eliminovalo v dal$im
pokusu pfidani riiznych koncentraci 0.5 az 5 g.I'P AC do %2 MS média, kde k jasng
nejlepsimu  vysledku vedlo pouziti 2 mg.It AC, ale vSechny koncentrace AC
vyznamné snizili tvorbu kalusu. Anis et al. (2003), kteti zkoumali pouziti AUXN IBA
aNAA v koncentracich 0.5, 1 a2 mg.I"tdoporucili pro Morus alba koncentraci
1 mg.I"" NAA, kdy kotenilo 80 % rostlin o primérné délce kotend 5 cm.

Yadav et al. (1990) zkoumali kofenéni Morus nigra s jednotlivymi AUXN IBA, 1AA,
NAA Vv dobé trvani pouze 4 tydnt v relativné ¢etné nizkych koncentracich 0.025, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 1, 5mg.I"t anejlépe hodnocena jsou kofenéni na% MS médiu
s pfidanim 0.25 vV 1 mg.I"t IBA, déle pak 1mg.I"t IAA v 1mg.I": NAA, ve vysledcich
bohuzel neuvadéji procentualni tspéSnost kotfenéni rostlin. Chitra etal. (1998)
S AUXN zkoumali indukci koteni s AUXN IAA, IBA a2,4-D, z vysledkli plyne
doporuceni pouzit 1 mg.I" 2,4-D, kde byla tuspésnost kofeneni 87 % s primérem

novych kofinkt 8,5 cm na rostlinu a primérnou délkou kofinki 5,8 cm.

Tripathi et al. (2010) doporucuje pro tspésné koienéni Spondias magnifera do ¥2 MS
média piidini 1 mg.I* IAA, rostliny takto vypéstované a ptenesené do zahradniho

substratu mély 80 az 90 % Gspésnost preZiti.

30



Valizadehkaj et al. (2013) doporucuji pro Gspésné kofenéni obou kultivari Punica

granatum % koncentraci WPM média s 2 mg.I" NAA a finalni piesazeni do pudy.

Kumari et al. (2012) zkoumali kofenéni Salvadora persica na ¥z MS médiu s AUXN
IAA, NAA a IBA v koncentracich 0.5 az 2 mg.I%, rostliny nejlépe kotenily na MS
médiu s 1 mg.I't IAA apo pienosu do hlinénych nadob se smési pidy a pisku

v poméru 3:1 deklarovali 70 % Gspésnost preziti rostlin.

Romanov et al. (2000) zkoumali vliv na tuberizaci (morfogeneticky proces premény
stonku v zasobni organ) u sedmi druhti brambor metodou in vitro s riznou koncentraci
IAA, KIN a1V 5V 8g.I"sachardzy. Vysledky ukazuji, ze maximalni u¢inky auxind
jsou pozitivn¢ ovlivnéné vys$§im obsahem sachardzy v % MS média azaroven

genotypem brambor.

Chutipaijit etal. (2018) zkoumali rozdily ve vlivu klasického AC a nanokarbonu
naexplantdty Oryza sativa (ryze setd) v NB médiu. Ackoli ptitomnost
100 az 500 mg.I"t AC vyznamné sniZilo procento indukce kalusu a mélo pozitivni vliv
naakumulaci  biomasy, s pfidanim nanokarbonu v koncentraci  pouhych
5mg.I"t dosdhli stejnych vysledki, nejlépe pak je hodnoceno pouziti koncentrace
20 mg.I" tohoto materialu. Optimalni koncentrace aktivniho uhli nebo nanokarbonu

ma tedy skute¢ny pozitivni vliv na regeneraci rostlin v in vitro podminkach.
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2 Metodika a material

Odebrané mladé vyhonky pro tuto praci byly zajistény z kvalitn¢ plodiciho dosp&lého
stromu Morus nigra L. rostouciho v Botanické zahradé v Brné. Z tohoto materialu
byla pozdgji v laboratofi odvozena sterilni kultura standardnim postupem tak,
7e odebrané vyhonky byly rozdéleny na kratke useky v délca cca 1 az 1.5 cm, které
obsahovaly vrcholovy nebo postranni pupen. Za uc¢elem primarni redukce pevnych
¢astic a mikroorganizmu byl povrch materialu omyt v roztoku cca 200 ml destilované
vody se 2 az 3 kapkami smacedla Tween 20, poté tfikrdt promyt ¢istou destilovanou
vodou. Déle byla z pupent oddélena prvni kryci vrtva Supin a nasledovalo ponoteni
po dobu 10 minut do steriliza¢ni 1azn¢ 0.05 % chloridu rtutnatého (HgCly) a poté byl
material opét trikrat proplachnut ve sterilni destilované vodé v pracovnim prostiedi
flowboxu. Takto oSetiené pryty s pupeny byly vlozeny jednotlivé do pfipravenych
sklenic szivnym médiem apfeneseny do kultivaéni mistnosti s dostate¢nymi
svételnymi a teplotnimi  podminkami pro jejich rust. Cyklickym opakovanim
pasazovani vyrostlych rostlinek na ¢erstvé médium bylo ¢asem ziskano jejich
dostateéné mnozstvi, které slouzilo pro vSechny scénaie testi za ucelem nalezeni

vhodné metodiky mnozeni.

2.1 Kaultiva¢ni médium a jeho priprava

Substrat, ktery poskytuje vyzivu a vhodné podminky ristu péstovanym rostlinkam
v in vitro podminkach se nazyva rtstové nebo kultivaéni médium. Média dle pouziti
Ize rozd¢lit na tekutd, polotuhd a tuha a soucasti téchto médii je nejcasteji destilovana
voda, anorganické latky s nutri¢ni funkci, organické latky s funkcemi regulaénimi
a energetickymi, upevnych médii se dale ptidava specificky zpeviujici nosic.
V rostlinnych biotechnologiich se lze nejcastéji setkat s médii Murashige a Skoog
(1962) alias MS médium, Gamborg etal. (1968) alias B5 médium, Shenk
a Hildebrandt (1972) alias SH médium, Lloyd a McCown (1980) alias WPM médium,
Driver and Kuniyuki (1984) alias DKW médium .

Pro rast Morus nigra v in vitro podminkach byla pouzita média MS, WPM a DKW
s hormony, vitaminy, 30 g.I" sacharézy viz Aroonpong et al. (2015) a jako zpeviiujici
slozka pfirodni polysacharid agar, ktery ma vysokou gelujici schopnost, v koncentraci

6 g.I" (Krulich s.r.0.). Piesné slozeni (nejen) zde pouzitych médii je mozné nalézt
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na webovém portadlu  www.sigmaaldrich.com (Sigmaaldrich, 2021), jednotlivé
ingredience byly smichany za pfesného méteni v odmérnych valcich a pipetovanim,
doplnény destilovanou vodou, dale doplnény stanovenou koncentraci fytohormonu(t),
organickych latek a zpevnujici agar byl ptidan teprve po fixaci pH (potencial vodiku)
na hodnoté 5.7 az 5.8, kterou lze regulovat pfidanim roztoku 0.1M KOH nebo 0.1M
HCI, ¢i podobnych kyselin nebo zasad. Aby se agar dokonale rozpustil, byla tato smés
ptivedena do varu v mikrovinné troubé, nasledné bylo zivné médium rozdéleno po cca
30 ml do piedpiipravenych ¢istych sklenic od détské vyzivy o objemu cca 200 ml.
Sklenice se po zavi¢kovani hlinikovou folii vkladaly do autokldvu znacky Sanyo
za ucelem sterilizace, ktera probihala po dobu 15 minut pii tlaku 110 kPa a teploté
121° C. Povychladnuti sklenic bylo tuhé kultivaéni médium pfipraveno
pro pasazovani explantati ve sterilnich podminkach flowboxu. Pro rist a multiplikaci
prytt byla vzdy pouzita plna koncentrace média, pro kotenéni jeho polovicni
koncentrace, aby rostlinky byly timto stresovym faktorem nuceny k rychlému rozvoji

kotfenového systému. Organické AC bylo piidavano az po ustanovei pH média.

2.2 Kaultiva¢ni podminky

Vsechna testovani rastu, multiplikace prytt, kofenéni a prvni etapy ex vitro explantatt
Morus nigra probihalo v kultiva¢ni mistnosti laboratofe rostlinnych explantatt
v aredlu Arboreta FLD, Truba u Kostelce nad Cernymi lesy, kde jsou automaticky
zajistovany stalé teplotni podminky 22° C + 2° C aristové regaly jsou osvétleny
zativkami typu studené denni svétlo firmy Philips, typ Master TL-D Super, s kddem
barvy 865 az 6500 Kelvint, svételnym tokem 3250 lumenti a hustoté proudu fotonti
v rozmezi 35 az 40 pmol.m™2.ss denni periodou osvétleni 16 hodin svitu a 8 hodin

tmy.

U testi tvorby kotfenti byl zkouman ivliv temnostni faze na explantaty v ramci
jednotlivého pokusu, kdy se ¢ast rostlin ponechala ve tmé v kultivaéni mistnosti
po dobu 7 az 10 dnti a nasledné byla umisténa standardné pod osvétleni v rustovych

regalech.
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2.3 Riist a multiplikace pryti

Pro testovani rastu rostlin a multiplikace jejich prytt bylo pfedem vytvoieno nékolik
postupti, ale jejich parametry bylo mozné dynamicky ménit v prubéhu provadénych

laboratornich testa.

V navaznosti na piedchozi bakalaiskou praci byl nové zkouman vliv narust

a multiplikaci prytd MN:

a) scytokininy KIN, ZEA v koncentracich 0.5, 1, 2, 4a6mg.l*aTDZ
v koncentracich 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 a 0.6 mg.I"t na MS médiu.

b) s cytokininem BAP v koncentracich 0,0.5,1,2, 4, 6 g.I' namédiich WPM
a DKW,

c) sauxinem IBA v koncentracich 0.2, 0.4 mg.I na% MS médiu s temnostni
fazi;

d) s kombinaci auxinu IBA v koncentracich 0.1 a 0.2 mg.I" a cytokininu BAP
v koncentracich 0.5, 1, 2, 4 a 6 mg.I"t s temnostni fazi;

e) s aktivnim uhlim (AC) v koncentracich 1, 2a 4 g.I' na¥% MS médiu (pouze
doplnkové, primarné se testovala indukce kotent);

f) sorganickymi latkami, casein v koncentraci 100 mg.I’:  glutamin
100 mg.I* a v kombinacich casein + glutamin v koncentraci 100 +
100 mg.I" respektive 300 + 300 mg.It na MS médiu.

Explantdty ve dvou pfipravenych sadach (primarni a kontrolni) pro kazdou
koncentraci jednotlivych CTKN, AUXN nebo organickych latek, kdy jich kazda
obsahovala 20, byly po uplynuti 4 tydnti zméfeny a piesazeny na cerstvé médium
odivodnéné potencionalnim vycerpanim zasobnich latek v kultiva¢ni pudé. Po dalsich
4 tydnech, celkové po 8, byl kazdy jednotlivy pokus ukoncen a ziskéana rtistova data.
Rustovymi daty v této fazi pokusu byla vyska rostlin po 4 a 8 tydnech, pocet novych
prytt po 4 a 8 tydnech, mira vitrifikace a mira tvorby kalusu. Nasledn¢ byla tato data
zpracovana, statisticky porovnana testovaci a kontrolni sada a zjisténa odchylka téchto

sad mezi sebou a vysledky porovnany s daty bakalaiské prace.

Pismenné hodnoceni ve vysledcich ,,ABCD* vychazi z tabulky (viz Tabulka 1), prvni
pozice hodnoti primérné vysky rostlin v jednotlivych koncentracich cytokininii

po uplynuti 8 tydnt, druha hodnoti pocet novych pryti, tieti procentualni vitrifikaci
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a ¢tvrta procentualni tvorbu kalusu. Prvni dvé pozice pismenného hodnoceni v tabulce
jsou primarnim ukazatelem schopnosti rostlin rast a multiplikovat pryty v daném
prostiedi, posledni dvé pozice jsou pak dopliitkovym ukazatelem vhodnosti pouziti

dané koncentrace CTKN na pouzitém zivném médiu.

Tabulka 1: Hodnoceni ristu @ multiplikace pryta

Pocet
Hodnocent ‘-."1.;rl§lca 8 noﬁrch Vitrifikace
tydni pryta 8 a kalus
tydni
(em) (n) (%)
D < 2.0 = 3.0 = 30.0
C 2.0-25| 3.0-4.0 |20.0-30.0
B 25-3.0| 40-50 |10.0-20.0
A =3.0 =5.0 <10.0

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

2.4 Korenéni

Pro testovani tvorby a ristu kotinku rostlin bylo pouzito vzdy kultiva¢ni médium MS
v %2 koncentraci a explantaty byly pfipraveny ve dvou sadach (primarni a kontrolni)
pro kazdou koncetraci AUXN IAA, kdy jich kazda obsahovala 20 a po uplynuti
8 tydni byly zméteny hodnoty poétu kotenicich rostlin, délky apocéty kotend.
Nasledné byla tato data zpracovana, statisticky porovnana testovaci a kontrolni sada,
zjisténa odchylka téchto sad mezi sebou a vysledky porovnany s daty bakalaiské

prace.

Pti kofenéni rostlin byl zkouman vliv:

a) sauxinem IAA v koncentracich 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg.I""
b) s0.2a0.4 mg.ItIBA;
¢) s1,2a4mg.l"t AC s temnostni fazi.

Pismenné hodnoceni kofenéni rostlin ,,ABCD* vychazi z tabulky (viz Tabulka 2),
prvni pozice ukazuje procentech mnozstvi rostlinek, které zakofenily a je primarnim
ukazatelem vhodnosti pouziti daného AUXN. Druhd pozice ukazuje primérny pocet
kofinkt atfeti pramérnou délku kofinkd a posledni dvé pozice pozice jsou

v hodnoceni pouze ukazateli doplitkovymi.
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Tabulka 2: Hodnoceni kofenéni

Hodnocen Uspésnost| Pocet Délka
kofenéni | kofinkd | kofink(

(%) (n) (cm)

D <10.0 <3.0 <4.0
C 10.0-25.0| 3.0-4.0 | 4.0-6.0
B 25.0-50.0 | 4.0-5.0 | 6.0-7.0

A >50 >5.0 >7.0

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

2.5 Prenos ex vitro

Explantaty, které s pfidanymi auxiny vytvotily kofinky, byly pouzity K testu ristu a
kofenéni v nesterilnim prostfedi zahradniho substratu nebo perlitu v kvétinaccich
umisténych v umélohmotnych minisklenicich S manualnim fizenim cirkulace vzduchu
a vlhkosti, které byly ulozeny V kultivaéni mistnosti a pravidelné zalévany
1/10 koncentraci MS média. Odebranym rostlinam byly nejprve zkraceny kotinky
na délku cca 2 cm a pied samotnym vysazenim byly celé proplachnuty v dezinfekénim
roztoku destilované vody ahypermanganu. To slouzilo ptfedev§im pro eliminaci
zbytkti agaru mezi kotinky. Komer¢ni substrat a perlit pro piesazeni rostlin byl vybran
na zakladé vysledku bakalarské prace atyto vysledky jsou v dalsi ¢asti textu spolu
verifikovany. Hlavnimi sledovanymi vystupnimi hodnotami ptevodu ex vitro jsou
pocty rostlin, Gspésnost jejich pieziti v nesterilnich podminkéach po uplynuti doby
8 tydnu, pramérna vyska ve 4 a 8 tydnu od zahajeni pokusu. Dopliujicimi vystupnimi
hodnotami jsou na jednotlivych substratech vy$ky podzemnich a nadzemnich ¢asti

rostlin, jejich hmotnost v ¢erstvém a dehydratovaném stavu.

2.6 Statistické metody

Rustova data ziskana ve vSech sekvencich testd byla zaznamenana v tabulkovém
procesoru Excel, ktery jesoucasti Microsoft Office Standard 2010. Pramér
jednotlivych hodnot byl stanoven klasickym aritmetrickym pramérem, tedy
statistickou veli¢inou vyjadtujici typickou hodnotu popisujici soubor mnoha hodnot,

ktery se vypocita dle vzorce:
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i=%(r1+mz+...+-rn}=%;mi:
Protoze vSechny hodnoty v jednotlivych sadach méteni mély stejnou vahu a dilezitost,
nebylo tieba vyuzit vazeny pramér. Dal$im bylo vypocitani rozptylu pro jednotlive
hodnoty. Rozptyl je ve své podstaté umocnénou ¢tvercovou odchylkou od priméru a
nabyva jen kladnych hodnot. Celkovy rozptyl pak je vypocitan jako pramér druhych
mocnin téchto odchylek. Z této hodnoty byla pro jednotlivé soubory dat vypocitana
smérodatna odchylka, ktera je zapsana Vv souhrnnych tabulkach rastu, multiplikace

prytu a kotfenéni, piedstavuje variablitu dat a pocita se dle vzorce:

_p\r

1 2

i=1

Porovnani jednotlivych sad, testovaci a kontrolni, bylo provedeno pomoci programu
R dvouvybérovym t-testem. Program R je matematicky software, ktery je zaméten
na statistické zpracovani dat, testovani hypotéz, analyzy rozptyld, vykreslovani grafu.
Zde je ukazka pouziti piikazové tadky programu R a jak takovy vypocet iniciovat (
ptiklad pro t-test vysky rostlin dvou sad je referen¢ni, zjednoduseny a spustény
na webu online programu R naadrese https://www.jdoodle.com/execute-r-online/).
Lze doporucit instalaci tohoto software navlastni pocita¢, je volné stazitelny
a kompilovany pro Unixové platformy, Windows iMaOS naptiklad na adrese

https://www.r-project.org.

zea 8 1<-¢(3,3.5,3,2.5,4,2.5,3)
zea 8 2<-¢(3,3,4,3,3.5,2,2.5)
t.test(zea 8 1,zea 8 2, var.equal=TRUE)

Obréazek 12: P¥iklad zadani ristovych hodnot programu R (zkréceno)

Zdroj: Vlastni zdroj

Testujeme hypotézu na hladiné vyznamnosti 0.05, ze testovaci a kontrolni sady

se od sebe vyznamné nelisi.
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Two Sample t-test

data: zea 8 1andzea 8 2

t=0.22549, df = 12, p-value = 0.8254

alternative hypothesis: true difference in means is not equalto 0
95 percent confidence interval:

-0.6187433 0.7616005

sample estimates:

mean of x mean of y

3.071429 3.000000

Obrazek 13: Vystup programu R a potvrzeni hypotézy o dvou hodnotové shodnych sad dat

Zdroj: Vlastni zdroj

Testova statistika t nabyva hodnoty 0.22549 pti 12 stupnich volnosti (pocet méfeni
minus 1). Pokud je p-hodnota je 0.8254 vyssi nez 0.05, pak hypotéza nulového rozdilu
variability dvou sad je platna, ob& sady se od sebe statisticky nelisi. Posledni fadek

vystupu obsahuje aritmetické praméry z méfenych vysek obou sad.

Ukazka ptikladu pro odmitnuti stejné hypotézy je uvedena v Ptiloze “Priloha I

Program R a zamitnuti hypotézy o dvou hodnotové stejnych sadach dat“.
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3 Vysledky

3.1 Vysledky riistu a multiplikace pryti

Zpracované vysledky dil¢ich pokust rastu a multiplikace prytd zahrnuji tabulkové,

grafické a textové shrnuti.

3.1.1 Vysledky ristu a multiplikace pryta s riznymi koncentracemi
BAP, KIN, ZEA a TDZ na MS mediu

Sledovanymi vystupy rastu rostlin byla vyska rostlin po 4 a 8 tydnech od zahjeni
pokusu, pocet vytvoienych novych pryti ve stejném intervalu, procentudlni vitrifikace
atvorba kalusu po 8tydnech. Ziskana data byla porovnavana s vystupnimi
daty v bakalaiské  praci,  které  operovaly  ahodnotily  rast  rostlin
v koncentracich 0 az 6 mg.I"X CTKN BAP, kde bylo nejlépe hodnocené pro riist MS
médiu s ptidanim 1 mg.l 1 BAP, pro multiplikaci pryti MS médium s ptiddnim 4 mg.I"
I BAP (Svagr, 2019).

Analyza rozptylu naméfenych hodnot primarni a kontrolni sady rostlin pro stejné

koncentrace CTKN na hladiné vyznamnosti 0.05 nevykazuje vyznamny rozdil

a lze tvrdit, ze oba vzorky vykazuji stejné nebo zanedbatelné nizké rozdily vysledku.

Tabulka 3 zobrazuje vypoctené hodnoty ristu na MS mediu s pouzitim rtiznych
koncentraci CTKN BAP, KIN, ZEA a TDZ, hodnoty BAP jsou pfevzaté z pivodni
bakalaiské prace (Svagr, 2019).
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Tabulka 3: Sumarni tabulka ristu rostlin a multiplikace pryta na jednotlivych CTKN na MS
médiu

Cytokinin Koncentrace Vy3ka 4 tydny Vyika 8 tydnd Pryty 4 tydny  Pryty 8 tydnd  Vitrifikace Kalus Hodnoceni

(mg/1) (cm) (cm) (ks) (ks) (%) (%)
--- 0 1.42+0.24 1.57+0.30 1.60+0.18 2.24+0.21 4.4 6.6 DDAA
0.5 1.61+0.49 2.67+0.62 2.69+0.26 6.11+0.28 2.4 0.0 BAAA
B 1 1.82+0.65 3.34+0.93 3.28+0.26 5.08+0.37 14.3 11.9 AABB
A 2 1.90+0.47 3.3240.67 3.2340.29 5.10+0.24 9.5 14.3 AAAB
P 4 1.28+0.81 3.00+1.04 2.6540.18 6.28+0.27 26.2 16.7 AACB
6 1.34+0.89 2.69+1.43 2.9510.19 5.9540.21 38.1 50.0 BADD
0.5 0.86+0.40 2.1240.59 1.61+0.68 3.69+£1.25 0.0 0.0 CCAA
K 1 0.88+0.42 1.84+0.90 1.75+0.84 3.63+1,23 0.0 0.0 DCAA
| 2 1.29+0.47 1.42+0.72 1.57+0.49 2.67+1.11 16.7 119 DDDD
N 4 1.33+1.11 2.50+0.50 2.00+0.27 3.50+0.58 4.8 2.4 CCAA
6 1.22+0.58 2.11+0.81 2.11+1.03 3.89+1.23 0.0 0.0 CCAA
0.5 1.18+0.83 2.77+0.55 1.96+0.64 3.00+1.04 4.8 0.0 BCAA
z 1 2.27+0.86 3.11+0.86 3.3240.57 3.59+1.11 11.9 14.3 ACBB
E 2 1.21+0.69 2.98+0.90 2.0410.58 2.87+0.89 9.5 0.0 BDAA
A 4 1.13+0.51 2.93+0.83 2.4110.77 2.81+0.86 14.3 0.0 BDBA
6 1.46+0.48 2.59+0.64 2.9510.42 3.05+0.94 0.0 0.0 BCAA
0.05 1.57+0.57 2.29+0.52 1.86+0.44 3.74+0.32 50.0 9.5 CCDA
T 0.1 1.92+0.54 2.16+0.48 2.73+0.37 476+1.21 929 214 CBDC
D 0.2 2.19+0.43 2.79+0.67 3.86+0.33 4.38+0.85 90.5 19.0 CBDB
z 0.4 2.25+0.72 2.57+0.65 2.81+0.56 3.25+0.55 100.0 26.2 CCDC
0.8 1.88+0.43 2,0440.53 2.86+0.49 3.3540.52 95.2 21.4 CCDC

Nejlepsi vysledek dil¢iho pokusu
Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhorsi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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GRAF: PRUMERNA VYSKA PO 8 TYDNECH S TESTOVANYMI
CTKN (VYSKA/KONCENTRACE)

s BAP s KIN . ZEA [ TDZ

------------- TLBAP - TLKIN TL ZEA TLTDZ
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Graf 1: Primérna vyska rostlin po 8 tydnech s testovanymi CTKN na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

GRAF: PRUMERNY POCET PRYTU PO 8 TYDNECH S
TESTOVANYMI CTKN (POCET/KONCENTRACE)
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Graf 2: Pramérny poéet pryti po 8 tydnech s testovanymi CTKN na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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Dle souhrnné tabulky a graft 1ze doporugéit pro péstovani rostlin na MS médiu CTKN
BAP, pro rst v koncentraci 1 mg.I?, pro multiplikaci pryti pak 4 mg.I Druhym
nejlepsim vysledkem byl hodnocen CTKN ZEA v koncentraci 1 mg.I" pro rast,
pii multiplikaci byly vhodnéjsi vSechny ostatni koncentrace BAP nez jakekoli jiné
koncentrace KIN, ZEA a TDZ.

Podle t-testu pro rast nabyva p-hodnota mezi BAP a KIN 0.00239, mezi BAP a ZEA
0.4754, mezi BAP a TDZ 0.01314, mezi KIN a ZEA 0.002318, mezi KIN a TDZ
0.1372, mezi ZEA a TDZ 0.01496 a lze tvrdit, Ze statisticky jsou datove sady BAP a
ZEA shodné a vysledkové lepsi nez datové sady KIN a TDZ.

Podle t-testu pro pocet novych pryti nabyva p-hodnota mezi BAP a KIN 0.0001505,
mezi BAP a ZEA 0.000175, mezi BAP a TDZ 0.001658, mezi KIN a ZEA 0.1413,
mezi KINaTDZ 0.2786, mezi ZEA aTDZ 0.03337 a lze tvrdit, Ze statisticky je datova

sada BAP vysledkové nadfazena vSem ostatnim pouzitym cytokinim.

3.1.2 Vysledky ristu a multiplikace pryti s riznymi koncentracemi

BAP na médiich MS, WPM a DKW

V téchto testech bylo zjistovano, zda pouziti zivného média s jinym slozenim latek
bude mit vliv na rist rostlin oproti pfedchozimu testu CTKN BAP na MS médiu, proto
byly stejné koncentrace BAP pouzity na médiu WPM (Lloyd a McCown, 1980)
a DKW (Driver a Kuniyuki, 1984).
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Tabulka 4: Sumarni tabulka ristu rostlin a multiplikace prytid na médiich MS, WPM a DKW
s BAP

Médium  Koncentrace Vy3ka 4 tydny Vyska 8tydnG  Pryty 4 tydny  Pryty 8 tydnd  Vitrifikace Kalus Hodnoceni

(mg/1) {cm) {cm) {ks) {ks) (%) (%)

0 1.42+0.24 1.57+0.30 1.6+0.18 2.24+0.21 48 9.5 DDAA

0.5 1.6140.49 2.6740.62 2691026  6.11:0.28 24 0.0 BAAA

M 1 1.8240.65 3.34:0.93 3281026  5.08:037 143 11.9 AABB
5 2 1.9040.47 3.32:0.67 3231029 5104024 95 143 AAAB
a 1.2810.81 3.00+1.04 2651018 [6282027 | 262 16.7 AACB

6 1.3440.89 2.69¢1.43 2951019  5.95:021 38.1 50.0 BADD

0 0.92+0.44 2.5540.56 1194037  3.5240.26 143 357 BCBD

w 0.5 0.83+0.27 2.28:0.76 1124021  3.08:0.31 19.0 23.8 CCBC
p 1 0.7840.66 1.64+0.43 1144023 247026 16.7 205 CDBD
M 2 0.8440.21 1.04£0.25 1435016  1.55:0.20 95 73.8 DDDD
a 0.75+0.35 0.93:0.28 1314043  1.44:0.32 16.7 88.1 DDDD

6 0.7310.32 0.860.34 1.29+039 | 1411029 26.2 1000 DDDD

0 1.3940.57 3.1440.28 281:035 408033 16.7 119 ABBB

D 05 2131100 [145620,48 3.09:1.03 4671059 143 19.0 ABBB
K 1 2.36+0.89 4.03:0.33 3621082  5.19:0.77 143 16.7 AABB
w 2 1.7940.46 2.56£0.55 365:0.52 5544021 214 238 BABC
a 1.6840.57 2.08:0.76 3216037  4.89:047 16.7 31.0 CBCD

6 0.95+0.33 1.66+0.39 1651035  3.52:0.89 33.3 52.4 DCDD

[ INejlepsi wsledek dilciho pokusu

Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhorsi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

GRAF: PRUMERNA VYSKA PO 8 TYDNECH S TESTOVANYM
CTKN BAP NA MEDIICH MS, WPM, DKW

(VYSKA/KONCENTRACE)
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Graf 3: Srovnani primérné vysky rostlin po 8 tydnech s BAP na médiich MS, WPM a DKW

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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GRAF: PRUMERNY POCET PRYTU PO 8 TYDNECH S
TESTOVANYM CTKN BAP NA MEDIICH MS, WPM, DKW
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Graf 4: Srovnani pramérného poétu pryti po 8 tydnech s BAP na médiich MS, WPM a DKW

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Vysledky rustu ha MS mediu jsou pfiznivé, Vv celé Skale koncentraci BAP jsou
vysledky velmi konsistentni a médium Ize hodnotit jako vhodné pro péstovani MN
v in vitro podminkach. Nejlépe hodnocené jsou pak koncentrace 1 a2 mg.I* BAP
prorist a0.5, 4a6 mg.It pro multiplikaci prytdi, kde bylo dosazeno nejvyssiho

hodnoceni ze vsech testovanych zivnych medii.

Podle t-testu pro rast nabyva p-hodnota mezi MS a DKW 0.6614, mezi MS a WPM
0.0125, mezi DKW a WPM 0.0241 a lze tvrdit, Ze statisticky jsou datové sady MS a
DKW shodné a vysledkové lepsi nez data ziskana pro WPM.

Podle t-testu pro pocet novych pryta nabyva p-hodnota mezi MS a DKW 0.5006, mezi
MS a WPM 0.002488, mezi DKW a WPM 0.0005413 a lze tvrdit, Ze statisticky jsou
datové sady MS a DKW shodné a vysledkové lepsi nez data ziskana pro WPM.

WPN médium Ize hodnotit jako nevhodné pro Morus nigra s nevyhovujicimi vysledky
rastu. Rostliny na tomto médiu viditeln€ neprospivaly, nazloutlé listy rostlin a vyrazné
mnozstvi kalusu jiz po prvnich tydnech kultivace naznacovaly, ze pokus bude
neuspésny z hlediska kultivace. To se po 8 tydnu potvrdilo a zjednotlivych grafi je

patrné, ze ptirtstu dosahovaly rostliny velmi slabych vysledkd oproti rostlinam
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rostoucim na médiich MS a DKW, jak v rustu tak multiplikaci. Médium WPM proto

nelze doporucit pro dalsi pokusy 0 multiplikaci téchto rostlin v podminkéch in vitro.

DKW médium vV testech rustu Ize hodnotit jako nejleps$i testované médium, rastové
hodnoty rovnomérné klesaji se stoupajici koncentraci BAP, dokonce i pouziti ¢istého
DKW média mélo za nasledek nadpriimérny rast rostlin. Nadstandardnich vysledki
v riistu bylo dosazeno u koncentraci 0.5 a1 mg.I'* BAP na DKW médiu, rostlinky
mély tmavézelené listy a nékteré z nich dosahovaly vysky pies 8 cm po 8 tydnech.
Okularné a subjektivné bylo pro rostliny pouzité médium DKW velmi vhodné,
rostlinky a listy mély syté zelenou barvu, vitrifikace a kalus byly zanedbatelné.
Vysledky multiplikace na DKW médiu byly velmi konzistentni a nejlépe bylo
hodnoceno pouziti 1 a 2 mg.I"t BAP.

3.1.3 Vysledky vlivu temnostni faze pro rist a multiplikace pryti

na ¥> MS médiu s riznou koncentraci AC

Ackoli bylo pouziti AC minéno jako test kofenéni, v této kapitole je porovnan rast
a multiplikace prytd z posbiranych dat s vlivem temnostni faze na explantaty v rdmci
jednotlivého pokusu, kdy se ¢ast rostlin ponechala ve tm¢ v kultivaéni mistnosti
po dobu 10 dnt a teprve potom byla umisténa standardné pod osvétleni v ristovych
regalech. Rostliny byly nasazeny do Y2 MS média a bylo piidano 1, 2 a4 mg.I* AC,
detailné&ji popsano v kapitole 3.3.3. Hodnota ,,0° v tabulce znamena, Ze pokus probéhl

bez temnostni faze, hodnota ,,1%, ze pokus probé&hl s temnostni fazi.
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Tabulka 5: Hodnoceni vlivu AC a temnostni faze na rist a multiplikaci pryti

Pocet
Temnostni  Vyska 8 novych

AC , L , Vitrifikace Kalus Hodnoceni
faze tydn prytu 8
tydna
mg/| cm ks % %
1 0 0.82+0.15 2.83%0.17 0.0 0.0 DDAA
2 o  [136:019 458:0311 o0 00  DBAA
4 0 0.78+0.15 3.4210.23 0.0 0.0 DCAA
1 1 0.67+0.10 2.5810.16 0.0 0.0 DDAA
2 1 1.0410.27 3.6710.24 0.0 0.0 DCAA
4 1 1.0320.24 4.17+0.27 0.0 0.0 DBAA

[ [Nejlepsi vysledek diléiho pokusu
Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhor3i vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

GRAF: TEMNOSTNIi FAZE A SROVNANi PRUMERNYCH
VYSEK PO 8 TYDNECH NA 1/2 MS + AC
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Graf 5: Vliv temnostni faze a srovnani priomérnych vysek % MS a AC
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Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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GRAF: TEMNOSTNIi FAZE A SROVNANi PRUMERNEHO
POCTU PRYTU PO 8 TYDNECH NA % MS + AC
(VYSKA/KONCENTRACE AC)
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Graf 6: Vliv temnostni faze a srovnani primérného poétu pryti na %> MS a AC

3.42

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z grafi porovnavajici vySky apocéty prytd mezi rostlinami s a bez temnostni faze
Ize konstatovat, ze temnostni faze neméla pozitivni vliv narist téchto rostlin
po pridani 1 a2 mg.I't AC, mirné 1épe tomu bylo u 4 mg.I't AC. Tyto vysledky jsou
pouze nadstavbovym srovnanim ristu s a bez temnostni faze na ‘2 koncentraci MS
média, tedy nejsou relevantni vici testim CTKN adal§ich organickych latek

na riznych médiich v plnych koncentracich médii.

3.1.4 Vysledky ristu a multiplikace pryta na MS médiu s raznymi

koncentracemi a kombinacemi glutaminu a caseinu

Vtomto testu byly rostlinky nasazovany naMS médium s piidanim
100 mg.I"t caseinu, 100 mg.I"t glutaminu advou kombinaci caseinu a glutaminu
v koncentracich 100 a 100 mg.I* respektive 300 a 300 mg.I" spole¢ns.
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Tabulka 6: Hodnoceni organickych latek caseinu, glutaminu a jejich kombinace na MS médiu

Medium Casein Glutamin  Vyska 4 tydny Vyska 8 tydnG Pryty 4 tydny Pryty 8 tydn Vitrifikace Kalus Hodnoceni

(me/1) (me/1) (cm) (em) (ks) (ks) (%) (%)
0 0 1426024 | 1574030  1.60:0.18 | 2241021 4.8 95  DDAA
100 0 1.99:022  2.51:0.25  3.06:0.31  3.38:0.35 0 0 BCAA
M 0 100 2.31:030 [120609048° 3.11:026 [361E0400] o 119 BCAB
s 100 100 205021  2.62:029  3.26:031  3.43:033  26.2 19 BCCB
300 300 1.81#0.17  2.344#0.26  2.92¢0.22  3.05:0.29 429 786  CCDD

Nejlepsi vysledek dil¢iho pokusu
Nejhorsi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

PRUMERNA VYSKA A POCET PRYTU S GLUTAMINEM,
CASEINEM A KOMBINACI
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Graf 7: Primérna vy$ka a pofet pryti casein a glutamin na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z tabulky a grafu 1ze odvodit, Ze pouziti téchto organickych latek sice mélo pozitivni
vliv narust a multiplikaci prytd proti pouziti pouze cisttho MS média, ovSem
ve srovnani s pouzitim rustovych regulatorti nebo jinych typt zivnych médii jsou
to vysledky celkem primérné. Nejlépe hodnocené pro riist a zarovenn multiplikaci

v tomto pokusu bylo MS médium s piidanim 100 mg.I™t glutaminu.
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3.1.5 Vysledky kombinace vybraného CTKN a AUXN pro rist

a multiplikaci pryta na MS médiu

V tomto testu bylo zjistovano, zda se pozitivné ¢i negativné projevi interakce AUXN
a CTKN piidanych spoleéné do MS média pro rist Morus nigra v porovnani s
vysledky testt riznych fytohormoni a bylo zvoleno pouziti CTKN BAP v koncentraci
0.5az6mg.I*a AUXN IBA vkoncentraci 0.1a 0.2mg.I". Analyza rozptylu
namé&fenych hodnot primarni a kontrolni sady rostlin pro stejné koncentrace AUXN a
CTKN na hladiné vyznamnosti 0.05 nevykazuje vyznamny rozdil a lIze tvrdit, ze oba

vzorky vykazuji stejné nebo zanedbatelné nizké rozdily vysledku.

Tabulka 7: Vysledky MIX CTKN BAP a AUXN IBA na MS médiu

Vyska 8  Pocet novych

BAP IBA L , . . Vitrifikace Kalus Hodnoceni
tydni prytu 8 tydnd

mg/| mg/| cm ks % % ---
0.5 0.0 2.67+0.62 6.11+0.28 2.4 0.0 BAAA
1 0.0 3.34+0.93 5.08+0.37 14.3 11.9 AABB
2 0.0 3.32+0.67 5.10+0.24 9.5 14.3 AAAB
1 0.0 3.00+1.04 6.28+0.27 26.2 16.7 AACB
6 0.0 2.69+1.43 5.95+0.21 38.1 50.0 BADD
0.5 0.1 211+1.01 3.75+1.56 452 69 CCDD
1 0.1 235+076 447+1.28 11.9 88.1 CBBD
2 0.1 1.83+037 4631098 7.1 85.7 DBAD
1 0.1 203+046 5.09+1.08 19 54.8 CABD
6 0.1 135+041 373+1.05 71.4 81 DCDD
0.5 0.2 197+0.22 262+1.00 333 42.9 DDDD
1 0.2 1.45+0.14 2.11+0.89 1.8 95.2 DCAD
2 0.2 1.61+0.23 247+0.77 61.9 571 DCDD
4 0.2 155+0.28 2.38+1.00 524 42.9 DCDD
6 0.2 156+0.39 2.76+1.05 76.2 66.7 DBDD

Nejlepsi vysledek dil¢iho pokusu
Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhorsi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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PRUMERNA VYSKA PO 8 TYDNECH BAP A IBA NA
MS MEDIU (VYSKA/KONCENTRACE BAP)
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Graf 8: Primérna vy§ka BAP a IBA na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

PRUMERNY POCET PRYTU PO 8 TYDNECH BAP A IBA
NA MS MEDIU (VYSKA/KONCENTRACE BAP)
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Graf 9: Primérny pocet pryti BAP a IBA na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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Ze sumarni tabulky a graft Ize odvodit, ze interakce auxinu k cytokininu v tomto
testu nevedlo ke zlepSeni rustu rostlin a multiplikaci pryta. Natakto upraveném
zivném médiu rostlinky méné prirustaly nez pii pouziti pouze CTKN, dosahovaly
vy$8i miry kalusu a u silngjsich koncentraci IBA i vyssi miru vitrifikace. Lze tedy
konstatovat, Ze pii pouzité kombinaci CTKN 0.5az6 mg.I*BAP a AUXN 0.1V
0.2 mg.I"t IBA byly zaznamenany vyrazné horsi vysledky, nez pouhé pouziti CTKN

na MS mediu a tuto kombinaci nelze pro multiplikaci doporudit.

3.1.6 Celkove graficke srovnani dat nejlépe hodnocenych dil¢ich

pokusii pro rist a multiplikaci pryti

Nésledujici grafy jsou sestupné pospojované nejlepsi vysledky dil¢ich testd ristu
rostlin a multiplikace prytd po 8 tydnech vSech testt v kapitole ,,Vysledky rastu
a multiplikace prytu‘, to ovSem znamena, Ze i horsi vysledek v dil¢ich pokusech mtize
byt hodnotné&jsi, nez vysledek nejlépe hodnoceného dil¢iho pokusu, jak vyplyva
ze sumarizace vysledka rastu rostlin s CTKN naMS a DWK médiich, proti

vysledkim rustu WPM médiu.

CELKOVE SROVNANIi NEJLEPE HODNOCENYCH
DiLCiCH POKUSU PRO VYSKU EXPLANTATU
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Graf 10: Celkové srovnani nejlépe hodnocenych dil¢ich pokusi pro vy$ku explantatd

po 8 tydnech
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Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

CELKOVE SROVNANIi NEJLEPE HODNOCENYCH
DiLCiICH POKUSU PRO POCTY NOVE VYTVORENYCH
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Graf 11: Celkové srovnani nejlépe hodnocenych dil¢ich pokusi pro pocty nové vytvoifenych

prytia po 8 tydnech

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

3.2 Dynamika riistu

Graf dynamiky ristu znazoriiuje zpramérované prirtisty pomoci vektori mezi nultym
a étvrtym, mezi ¢tvrtym a osmym tydnem pokusu a zobrazuje tedy potencial rtstu
rostlin v daném ¢asovém intervalu. Bodem zlomu téchto linii je doba ptenosu rostlin
na nové médium, tedy ve &tvrtém tydnu od zalozeni pokusu. Cim je strméjii graficka
linie, tim je dynamika rtstu rostlin v danném ¢asovém intervalu vyrazngjsi a naopak
klesajici tendence obdobi mezi ¢tvrtym a osmym tydnem u jednotlivych linii avizuje

pokles dynamického ristu oproti dobé mezi nultym a ¢tvrtym tydnem.

Vektor dynamiky v grafech za¢ina navelikosti 0.5cm nasazenych rostlinek
do sklenic, v bodu zlomu je vypocitan rozdilem vysky rostliny po 4 tydnech rustu
apocatecni velikosti. Vektory kon¢i vbodu rozdilu celkové vysky rostlin

po 8. a po 4. tydnu ristu.
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Tyto grafy neurCuji vhodnost ¢inevhodnost pouziti fytohormont, jen deklaruji

primérnou akceleraci ristu rostlin béhem prvnich a druhych ¢tyt tydnii pokusu.

3.2.1 Dynamika ristu priméria koncentraci CTKN BAP, KIN,
ZEA,TDZ na MS médiu

Tento graf muze slouzit jen jako pomocny parametr koneéného vybéru zivného média
a vhodného CTKN pro maximalni rastovy zisk Morus nigra v in vitro podminkach
na MS médiu.

DYNAMIKA RUSTU PRUMERU JEDNOTLIVYCH CTKN NA MS

MEDIU
- == BAP KIN
ZEA TDZ
/ ek
1.06—
0 4 8

Graf 12: Riistova dynamika zprimérovanych CTKN na MS médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Zprimérované hodnoty rastu rostlin na jednotlivych CTKN vykazuji linedrni rast
rostlin pro BAP, KIN aZEA podobu celych 8 tydnt, nadprimérnou dynamiku
v prvnich 4 tydnech lze dolozit u TDZ. Mezi 4 a 8 tydnem vsak tato dynamika klesa,
tudiz rostliny s CTKN TDZ rostly v druhé poloviné pokusu znatelné pomaleji,
nez tomu bylo v poloviné prvni. Protoze jsou vSak data v tomto grafu zkreslena
prumérem vSech koncentraci, nasleduji detailni grafy BAP a ZEA po jednotlivych
koncentracich CTKN.
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DETAILNI DYNAMIKA RUSTU, BAP NA MS MEDIU
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Graf 13: Detailni ristova dynamika na MS médiu dle koncentraci BAP

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

DETAILNIi DYNAMIKA RUSTU, ZEA NA MS MEDIU

— —0ZEA — —0.5ZEA

1'77 1-80
— —1ZEA 2ZEA 129
— —4ZEA — —6ZEA
1.13
89
S 0.84
0:63
0.15
0
0 4 8

Graf 14: Detailni riistova dynamika na MS médiu dle koncentraci ZEA

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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3.2.2 Dynamika ristu pruméri koncentraci BAP na MS, WPM
a DKW médiu

DYNAMIKA RUSTU PRUMERU BAP NA MEDIICH JEDNOTLIVYCH

- MEDIICH MS, WPM A DKW

WPM

DKW /1-20
1.06

Graf 15: Riistova dynamika zprimérovanych BAP na MS, WPM a DKW médiu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z tohoto grafu jednoznacné vyplyva, ze rast rostlin na koncentracich BAP na mediich

DKW aMS jsou v prvnich 4 tydnech velmi dynamické a mezi 4 a8 tydnem tato

dynamika klesd, témét linearni rust na WPM ukazuje stabilni rast po celou dobu

pokusu, ale vysledkové nedosahuje hodnot rostlin na prvnich dvou médiich. Protoze

jsou vsak data v tomto grafu zkreslena primérem vsech koncentraci nasleduje detailni

graf BAP na médiu DKW, graf BPA na médiu MS (viz Graf 13).
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DETAILNI DYNAMIKA RUSTU, BAP NA DKW MEDIU
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Graf 16: Detailni ristova dynamika na DKW médiu dle koncentraci BAP

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

3.3 Vysledky koienéni

Zpracované vysledky dil¢ich pokust tvorby kotinkti zahrnuji tabulkové, grafické a

textové shrnuti.

3.3.1 Vysledky kofenéni rostlin s vybranymi koncentracemi IBA,
IAA a NAA na %2 MS média

V névaznosti naptvodni bakalatskou praci (Svagr, 2019), kde bylo testovéano
kotenéni explantatd s pfidanymi AUXN IBA a NAA, bylo zvoleno pouziti ve stejnych
podminkach AUXN IAA, opét v koncentracich 0az 1.6 mg.l * % MS média
s pfidanymi vitaminy a sachardzou (Tab. 8) Poloviéni koncentrace MS média stresuje
explantaty ajsou tak nuceny kvyssi tvorbé koiinku, aby ziskaly dostatek Zzivin
z zivného média. Tento test probihal v podminkach kultiva¢ni mistnosti po dobu
8 tydni bez piesazovani na Cerstvé médium pro 20 rostlinek primarni testovaci sady

a 20 rostlinek sady kontrolni.

Sledovanymi parametry tvorby kotinkd byl primérmy pocet a délka vytvotrenych
kofinkti a procentualni uspé&$nost kofenéni rostlin v jednotlivych koncentracich

AUXN priidanych ¥2 MS média po 8 tydnech od zahajeni pokusu. Analyza rozptylu
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naméfenych hodnot primarni a kontrolni sady rostlin pro stejné koncentrace AUXN
na hlading¢ vyznamnosti 0.05 nevykazuje vyznamny rozdil mezi sadami a lze tvrdit,

ze oba vzorky vykazuji stejné nebo zanedbatelné nizké rozdily vysledkd.

Tabulka 8: Sumarni tabulka tvorby kofinkii

Auxin Koncentrace Uspéinost kofenéni Pocet kofinkd Délka kofink@i Hodnoceni

mg/I % ks cm
REF 0 10 1 1 DDD
| 0.2 60.0 3.7 6.7 ACB
B 0.4 45.0 4.2 8.5 BAB
A 0.8 17.5 7.3 7.5 CAA
1.6 25.0 4.7 6.8 BBB
N 0.2 17.5 3.6 6.1 CBC
A 0.4 32.5 3.7 8.1 BCA
A 0.8 22.5 5.6 7.9 CAA
1.6 7.5 4.0 3.2 DBD
| 0.2 7.0 3.3 6.2 DCB
A 0.4 43.0 2.0 4.5 BDC
A 0.8 24.0 3.0 5.7 CCC
1.6 50.0 3.3 6.7 ACB

Nejlepsi vysledek dil€éiho pokusu
Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhorsi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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GRAF PRUMERNEHO POCTU KORINKU PO 8 TYDNECH
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Graf 17: Graf primérného poétu kofinkii po 8 tydnech na riznych koncentracich a typech
AUXN

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

GRAF PRUMERNE DELKY KORINKU PO 8 TYDNECH
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Graf 18: Graf primérné délky korinkd po 8 tydnech na riznych koncentracich a typech AUXN

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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procentudlniho kofenéni rostlinek. V tomto bodé Ize pozitivné hodnotit 0.2 vV 0.4 mg.I"
LIBA a0.4Vv 1.61AA, alenejvyssi stejné skore vhodnoceni (ACB) obdrzely
koncentrace 0.2 mg.I"*IBA a 1.6 mg.I* IAA aporovnanim hodnot doplitkovych
ukazateld (pramérny pocet a délka kofink) Ize doporucit k zakofenovani Morus nigra

v in vitro podminkach ¥ MS médium s ptidanim 0.2 mg.I" IBA.

3.3.2 Vysledky temnostni faze na korenéni rostlin s vybranymi

koncentracemi IBA na Y2 MS média

Na dvou koncentracich tspésné kotenicich AUXN IBA v koncentraci
0.2a0.4 mg.I" na 1/12 MS média byl testovan vliv temnostni faze, ktera probihala
po dobu deseti dnu od nasazeni kultury, poté byly sklenice s rostlinami umistény
standardné na policovy systém kultiva¢ni mistnosti pod svételny zdroj. Hodnota ,,0%
v tabulce znamend, Ze pokus probéhl bez temnostni faze, hodnota ,,1“, ze pokus

probéhl s temnostni fazi.

Tabulka 9: Hodnoceni kofenéni IBA na Y2 MS s temnostni fazi

Auxin Temnostnifaze Koncentrace Usp&inost kofenéni Poéet kofinkdé Délka kofinkd Hodnoceni

mg/I % ks cm
REF 0 0 10 1 1 DDD
| 0 0.2 60 3.7 6.7 ACB
B 0 0.4 45 4.2 8.5 BAB
A 1 0.2 42 2.1 5.2 BDC
1 0.4 34 2.4 4.4 BDC

Nejlepsi vysledek dilciho pokusu
Nejlepsi vysledek varianty pokusu
Nejhordi vysledek dil¢iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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GRAF: TEMNOSTNIi FAZE A SROVNANi KORENICiCH
ROSTLIN S IBA NA % MS MEDIA V PROCENTECH

M Bez temnostni faze B S temnostni fazi
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Graf 19: % kofenéni rostlin na %2 MS médiu s IBA a temnostni fazi

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z vysledktu vyplyva, zetemnostni faze neméla prorist kotinki MN v téchto
podminkach pozitivni vliv anezvysila se uspéSnost kofenéni nebo pocty a délky
kofinkut. VSechna ristova data oproti testiim bez temnostni faze poklesla a tuto metodu

nelze doporucit pro kofenéni MN v in vitro podminkach.

3.3.3 VysledKy vlivu temnostni faze koi‘enéni na %2 MS mediu

S ruznou koncentraci AC

Hodnota ,,0“ v tabulce znamend, Ze pokus probé&hl bez temnostni fdze, hodnota ,,1%, ze

pokus probéhl s temnostni fazi.
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Tabulka 10: Hodnoceni koienéni AC na %2 MS s temnostni fazi

Organika Temnostnifaze Koncentrace Usp&3nostkofenéni Poéet kofinkii Délka kofink(i Hodnoceni

mg/! % ks cm

REF 0 0 10 1 1 DDD
0 1 25 3.2 4.1 BCC

0 2 [se s Acc

A 0 4 25 3.2 3.7 BCC

C 1 1 6 2 2.8 DDD

1 2 25 2.5 35 BCD

1 4 4 2 2.1 DDD

[ [Nejlepsi vysledek diléiho pokusu

Nejlepsi vysledek varianty pokusu|
Nejhorii vysledek dil€iho pokusu

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

GRAF: TEMNOSTNIi FAZE A SROVNANI KORENIiCiCH
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Graf 20: % koienéni rostlin na % MS médiu s pridanim AC v koncentracich 1, 2 a 4 mg.I*!

25

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z vysledku vyplyva, ze temnostni faze neméla pro rast kofinki MN pozitivni vliv,
rostlinky bez temnostni faze kotenili 1épe a srovnanim s referenc¢ni hodnotou bylo

dosazeno jak vy$si hodnoty kofenéni (50%) tak vyssich hodnot délky a poétu novych
kofinkt. Velmi kladny vliv mélo pouziti AC na miru vitrifikace a kalusu (0%).
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3.3.4 Celkové grafické srovnani dat nejlépe hodnocenych dil¢ich

pokusii pro korenéni

SUMARNI GRAF PROCENTUALNIHO KORENENI
NEJLEPSICH HODNOT Z DiLCICH POKUSU
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0.5_MS_0.2_IBA 0.5_MS_1.6_IAA 0.5_MS_2_AC 0.5_MS_0.2_IBA_TB.5_MS_0.4_NAA
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Graf 21: Celkoveé srovnani dat dil¢ich pokusi koienéni

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

3.4 Vysledky vybérové analyzy barvy listi

V tomto testu byla hodnocena ziskana data svétlezelené barvy listd explantatd
na rtiznych koncentracich CTKN BAP s 0 v 0.1V 0.2 IBA v testech MIX a porovnana
s grafem rustu a multiplikace pryta (viz Graf 8, Graf 9)

Hypotéza: Graf poct svétlezelené barvy listt koresponduje grafem prumérné vysky
rostlin. Svétlezelena barva zdravych listh vypovidda 0 mnozstvi chlorofylu,

fotosyntetické aktivité a samotné kvalit€¢ vypéstovanych rostlin, stejné¢ jako pocty

pryta
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ANALYZA VYBERU SVETLEZELENE BARVY LISTU PO 8

TYDNECH
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Graf 22: Analyza vybéru svétlezelené barvy listi po 8 tydnech

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Srovnanim graft Ize potvrdit hypotézu, Ze ¢im jsou rostlinky rastové silnéjsi, tedy jsou

vvvvv

rostlin se zdravymi svétlezelenymi listy po ukonéeni testtl.

3.5 Vysledky pievodu ex vitro

Explantaty, které s pfidanymi AUXN vytvofily kofinky, poslouzili k dal§imu testu
kofenéni v nesterilnim prostiedi substratu a perlitu v kvétina¢cich umisténych
v umélohmotnych minisklenicich s manualnim fizenim cirkulace vzduchu a vlhkosti
uloZené v kultiva¢ni mistnosti. Odebranym rostlinam byly nejprve zkraceny kotinky
nadélku 2az 3 cm apied samotnym vysazenim byly dokonale proplachnuty
v dezinfek¢nim roztoku destilované vody a hypermanganu. To slouzilo pfedev§im
pro eliminaci zbytkdi agaru Vv zapletenych kofincich a rostliny byly piesazeny do
kvétinacka se zahradnim substratem nebo perlitem. Hlavnimi sledovanymi vystupnimi
hodnotami pievodu ex vitro jsou pocty rostlin, uspésnost jejich pieziti v nesterilnich
podminkach po uplynuti doby 8 tydnt, primérna vyska ve 4 a 8 tydnu od zahjeni
pokusu. Po 4 a 8 tydnu byl okularné zkontrolovan prostup kofinkt rostlin pies spodni

otvory kvétinackti a zaznamenan procentualné do tabulky. Dale bylo odebrano
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po 8 tydnu 5 rostlin rostoucich na perlitu a 5 rostlin rostoucich na substratu, které byly

zméfeny a zvazeny (viz Tabulka 13)

Tabulka 11: P¥evod ex vitro po 4 tydnech

Perlit Substrat
Potet rostlin (n) 15 15
Zivé rostliny po 4 tydnech (%) 100 100

Primérna vyska 4 tydny (cm) | 4.47 £1.57 | 533 +3.11

Prostupvkc.)F(?t\Gndnem (%) 66.6 66.6
kvétinackd

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z tabulky ziskanych hodnot pievodu ex vitro po 4 tydnech vyplyva, ze krom¢ mirné
zvy$eného pruméru vysky rostlin na komerénim substratu se rostliny vyvijely Gspésné

na perlitu i substratu.

Tabulka 12: Pievod ex vitro po 8 tydnech

Perlit Substrat
Pocet rostlin (n) 15 15
Zivé r?stliny po 8 (%) 100 100
tydnech

Primérna vyska 8

ramerna vyska (cm) |8.01 +1.83|5.66 +1.62

tydn

Prostup kofent dnem
kvétinackd

(%) 100 100

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel
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Tabulka 13: Pievod ex vitro po 8 tydnech - detail vybéru

Perlit Substrat
Potet rostlin  (n) 5 5
Pramarn
Umemaem)| 840+074 | 638+0.89
vyska
Primérna

délka kofend (em)| 23.78+1.12 18.28 +3.76

Vaha cerstvé

14.480 8.683
rostliny (e)
Vaha terstvé
anacels e (g 8.648 4.866
nadzemni ¢asti
Vaha cerstvé
. ... . &) 5.386 3.992
kofenové ¢asti
Vaha suginy
. . g) 1.346 1.304
nadzemni ¢asti
Vaha suiny 0.448 0.630

kofenové ¢asti

Zdroj: Vlastni zdroj, Excel

Z tabulky ziskanych hodnot ptevodu ex vitro po 8 tydnech vyplyva, Ze rast rostlin
na komerénim substratu se mezi 4 a 8 tydnem témért zastavil, na perlitu byl naopak
velmi dynamicky a Ize tvrdit, Ze rostliny rostouci v perlitu v prvnich tydnech mohutné
rozvijeli svij kofenovy systém oproti nadzemni ¢asti a teprve potom se aktivoval rast
nadzemniho patra. Rostliny v perlitu byly viditeln¢ v lepsi kondici nez rostliny
na substratu, mély Siroké, svétlezelené listy, rostliny na substratu je mély znatelné
mensi, trochu povadlé a nékteré dokonce napadené plisni. V druhé ¢asti pokusu tedy
rast rostlin v substratu stagnoval a jako dynamicky se projevil u rostlin péstovanych

v perlitu.

Obsah susiny v nadzemni ¢asti rostlin péstovanych v perlitu tvoti 15.6 %,V substratu
pak 26.8 %, obsah susiny kofenové casti rostlin péstovanych V perlitu tvoti 8.3 %,
v substratu pak 15.1 %,. Pomér suSiny podzemnich anadzemnich ¢&asti rostlin
je pak téméef shodny pro oba typy substrati s hodnotou cca 1:2, nizsi procenta

pak ukazuji vyssi nasycenost tkani rostlinek péstovanych v perlitu.
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Obrazek 15: MN rostouci na perlitu po 8 tydnech

Zdroj: vlastni zdroj

Roc¢ni rostliny z pievodu ex vitro bakalarské prace (6 ks) péstované v jednom
spoleéném kvétinaci za oknem v domacich podminkach dosahly primérné vysky

13.3 cm v intervalu vysek <7-19> cm (kvéten 2020).
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Obrazek 16: Roéni MN rostouci v kvétinadi (kvéten 2020)

Zdroj: vlastni zdroj

Obrazek 17: Roéni MN rostouci ve skleniku $kolniho podniku Truba (kvéten 2020)

Zdroj: vlastni zdroj
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4 Diskuze

4.1 Rist a multiplikace pryti

Pattnaik et al. (1997) doporucuje pro multiplikaci prytd Morus cathayana, Morus lhou
aMorus serrata MS médium obsahujici 015 az 1 mg.I"* BAP, v této praci bylo
dosahovano lepsich vysledki MS médium se 4 mg.l*BAP a DKW médium
s 2 mg.I": BAP.

V praci Annis et al. (2003) doporu¢uje pro multiplikaci Morus alba MS médium
s2mg.I"' BAP a 0.2 mg.I" NAA, Kumari et al. (2012) pak pro Salvadora persica MS
médium s 2 mg.I"* BAP a 0.5 mg.I"t IAA. Nejlépe hodnoceny mix v této préci, tedy
MS médium se 4 mg.I": BAP a 0.1 mg.I" IAA byl vysledkové horsi nez 4 mg.I* BAP
bez ptidaného AUXN.

Zde je nutné podotknout, Ze Pattnaik etal. (1997) a Aniss etal. (2003) shodné
doporucuji do média s CTKN ptidat nizsi koncentrace glutaminu, ktery je pro rostliny
jako zdroj dusiku ziejmé velmi vhodnou latkou, coz samostatnym testem

s glutaminem bylo zji§téno i v této praci.

Doporugeni z prace Medkova (2013), tedy pouziti WPM média a1l mg.ltMT
je vrozporu s vysledky této prace. Nelze rozporovat pouziti topolinu, ale pfi ristu
rostlin na WPM médiu s riznymi koncentracemi BAP v této praci, bylo dosazeno

velmi slabych vysledki oproti ristu rostlin na médiich DKW a MS.

Tewari et al. (1999) hodnotili pro Morus multicaulis, Morus indica kladné pouziti MS
média s 0.1 mg.I'* TDZ pro rist, 0.5 mg.I"* TDZ pro multiplikaci prytd a 2.5 mg.I
!BAP pro Morus multicaulis. Lze se shodnout na pouziti této koncentrace BAP,
ale z vysledka vyplyva, ze vsechny pouzité koncentrace TDZ dosahovaly Vv této praci
niz8ich hodnot rustu a multiplikace pryti nez ptidani BAP.

Attia etal.(2014) pro Morus alba a Mehbooba etal. (2011) pro Morus nigra
doporucuji k ristu amultiplikaci pryth MS médium s2 mg.I'tBAP respektive
5 mg.I" BAP, coz se shoduje s vysledky v této praci, kde je BAP doporu¢ovan, ackoli

dalsi testy prokazaly, ze jesté vyssich vynosu lze dosahnout piti pouziti DKW média.

Stejné nelze rozporovat pouziti MS média s 1 mg.I"X BAP pro Spondias magnifera
Tripathi et al. (2010), CTKN BAP byl kladn¢ hodnocen i v této diplomové praci.
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Valizadehkaj et al. (2013) doporucuji pro Punica granatum 1 a 2 mg.I" Kn na WPM
médiu a tento vysledek je v rozporu s vysledky v této praci. WPM médium dosahovalo
velmi podprimérnych vysledki oproti pouziti jinych zivnych puad a riznych
koncentraci CTKN.

Vyzkum s riznymi koncentracemi sachardzy v praci Sharma et al. (2012) u Acacia
leucophloea potvrdil, Ze je vhodné pouzivat koncentraci 30 mg.I sachardzy, oviem
nelze srovnat jejich zpusob pouziti CTKN, které nebyly ptidavany do zivného média,
ale rostlinky byly pouze ponofovany do riaznych koncentraci CTKN po dobu nékolika
minut a nasledné umistovany do MS média. Zajimavé je, Ze vysokou miru kalusu
takto testovanych rostlin snizili pfidanim 2 mg.I*t AC do média, coz potvrzuji

i vysledky pouziti AC v této préci, kdy byly vysledky kalusu a vitrifikace nulové.

Tato prace pro vyskovy rust explantatti doporucuje pouziti DKW média bez ptidaného
CTKN, kdy priméma vyska dosahla 4,56 cm, s 1 mg.I't BAP byla primérna vyska
3.34cm as1mg.l?*ZEA pak 3,11 cm. Pro multiplikaci pryti lze doporu¢it MS
médium se s 4 mg.I" BAP a primémym podtem novych pryti 6,28 a DKW s 2 mg.I
L BAP priimérnym poétem novych pryti 5,54.

4.2 Tvorba kofenu a aklimatizace

Pattnaik et al. (1997) pro Morus cathayana, Morus lhou a Morus serrata doporucuji
pro spésné zakotetovani explantati % MS médium s 1 mg.I"t IAA v IBA v NAA,
Annis et al. (2003) pro Morus alba ¥ MS médium s 1 mg.I"t NAA, Aroonpong et al.
(2015) pro Morus alba % MS médium s 2 mg.I"t IBA, dle Pancho et al. (2018) pro
Morus sp. MS médium s 0.25 v 1 mg.I"t IAA v NAA, Medkova (2013) pro Morus
nigra ¥ MS médium s 1 mg.I* CEP, Gogoi et al. (2016) pro Morus indica % MS
médium s 5 mg.I"t AC a 0.5 mg.I't NAA, Yadav et al. (1990) pro Morus nigra ¥% MS
médium s 0.25 v 1 mg.I* IBA v IAA v NAA, Chitra et al. (1998) pro Morus indica 1
mg.It 2,4-D a takto namnoZené rostliny uspé$né aklimatizovat prenosem do

zahradniho substratu.

Tewari et al. (1999) shrnuje pro Morus multicaulis a kultivary K2, RFS175, SI Morus
indica, ze zakofenovani moruSovnikti in vitro se vyznamné zlepSilo pfidanim
aktivniho uhli do kultivaéniho média. Vyznamné zvySeni procenta zakofenéni a

snizeni dnl potfebnych pro zakofenéni bylo pozorovano pouzitim 0.05% aktivniho
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uhli pro Morus multicaulis a Morus indica kultivaru S1 a hodnoty 0.1% aktivniho uhli
pro Morus indica kultivard K2 a RFS175. Vsechny rostliny péstované in vitro byly
uspésné aklimatizovany a pieneseny do zahradniho subtratu bez stanoveného procenta

uspesné prezivsich jedinct.

Kofenéni metodou in vitro bylo zkoumano v praci Sharma et al. (2012) u Acacia
leucophloea na %, Y4 a %4 MS a vysledky jasné prokazuji uspésné pouzi koncetrace 4
MS, dale zkoumali vliv riiznych koncentraci sacharézy 0 az 50 g.1", kde byly nejlepsi
vysledky ziskany pifi koncentraci 30 g1, dale pak bylo testovano ponofenim
explantatt do riiznych koncentraci 1 az 10 mg.It IBA po dobu deseti minut a pienos
do MS média, kde z hlediska procentualniho ristu kofentt doporucuji pouzit
koncentraci 1 mg.I"* IBA, pro délku a pocet kotenti pak 10 mg.I? IBA, problém na
vSech téchto koncentracich byla vysokd mira kalusu, ktery eliminovalo v dal$im
pokusu piidani rtiznych koncentraci 0.5 az 5 gl AC do MS média, kde k jasn&
nejlepsimu vysledku vedlo pouziti 2 mg.It AC, ale viechny koncentrace AC dokazaly

tvorbu kalusu snizit.

Vysledky této diplomové prace doporucuji pro vysoké procentudlni kotenéni /2 MS
médium s 0.2 vV 0.4 mg.I"t IBA, % MS médium s 1.6 v 0.4 mg.I"t IAA a % MS médium
s 2 mg.I"" AC bez temnostni faze. Z hlediska délky kotinkti je vhodné pouziti %2 MS
médium s 0.4 mg.I"t IBA v 0.4 mg.I"t NAA, pro jejich podet pak s MS médium 0.8
mg.I"t IBA v 0.8 mg.I"t NAA. Pro pienos ex vitro je vhodné rostliny nejprve umistit
po dobu 1 mésice do kvétinacku s perlitem, kde byl zaznamenan velmi dynamicky
rlist, zalévat /10 koncentraci MS média a poté je presadit do kvétinackdl se zahradnim

substratem a umisténim do foliovniku nebo skleniku.
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Zavér a shrnuti

Po mésicich testovani v laboratoii a po zpracovani dat lze doporudit k Gspésné
mikropropagaci moruSovniku ¢erného v laboratornich podminkach nasledujici média

a fytohormony:
a) pro rast rostlin v intervalu 4 tydnu:

* DKW médium s1mgltBAP (alternativné MS  médium
se 100 mg.I"t glutaminu nebo 1 mg.I"t ZEA)

b) pro rast rostlin v intervalu 8 tydnu:

* DKW médium bez CTKN (alternativné MS médium s 1 mg.I"- BAP nebo
ZEA)

c) pro multiplikaci pryta v intervalu 4 tydnu:

*  MS médium s 0.2 mg.I't TDZ (alternativné DKW médium s 2 mg.I: BAP
nebo MS médium s 1 mg.I" ZEA)

d) pro multiplikaci pryti v intervalu 8 tydna:
*  MS médium s 4 mg.I'* BAP (alternativné DKW médium s 2 mg.I"t BAP)
e) pro kofenéni a aklimatizaci:

= % MS médium s0.2mg.lrIBA (alternativné % MS médium
s 1.6 mg.I't IAA nebo %2 MS médium s 2 mg.I* AC)

= pienos rostlin do perlitu, po mésici do zahradniho substratu

Jak vyplyva z této diplomoveé préce, kazdy druh morusovniku nebo jeho kultivaru
vyzaduje specifické podminky a praktickymi testy prozkoumanou metodiku pro jeho
uspeésné mnozeni v in vitro podminach, kazdy druh potiebuje jinou podporu a skladbu
jak zivného média, tak pfidanych fytohormonu a organickych latek. Doufam, ze tato
prace piispéje svymi zavéry k moznému uspé$nému klonovani vhodnych a kvalitnich

ovocnych stromd Morus nigra.
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Prilohy

Priloha I: Program R, vstup/vystup a zamitnuti hypotézy o dvou hodnotové stejnych sadach dat

l zea_8_1 <- ¢(3,3.5,3,2.5,4,2.5,3)
2 zea 8 2 <- ¢(8,13,14,13,13.5,12,12.5)
3 t.test(zea_8 1, zea 8 2, var.equal = TRUE

Two Sample t-test

data: zea B8 1 and zea_8 2
t = -11.792, df = 12, p-value = 5.872e-08
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0

95 percent confidence interval:
-10.91675 -7.51182

sample estimates:

mean of x mean of y
3.971429 12.285714

Zdroj: Vlastni zdroj

Jednotlivé sady dat ristu se od sebe jiz na prvni pohled lisi a v tomto ptipadé je p-

value fadové mensi nez 0.05. Lze konstatovat, ze hypotéza nulového rozdilu

variability neplati a ob¢ sady dat jsou rozdilné.



