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ABSTRAKT

V bakal&ské praci ,Zachrana genofondu vybranych staryctiddiiZzi z arealu Flora
Olomouc pomoci mnoZeim vitro* jsou uvedeny postupy oélti explantait a zaloZeni
primarni kultury oditd rizi Klimentina, Jan Palach, Fortissimo, Pastoralelais Fa-
biancs de Misefa. Byl vypracovan protokol mnozéiZi in vitro a vybrano medium a
kultivaéni podminky pro udrZzovaci mnozeni v genové banckudy Klimentina, Jan
Palach, Fortissimo, Pastorale a Julius Fabiandslidefa vytvdily jeji zaklad. Nedil-
nou sowasti uvedenych vysledke sledovana tvorba keni a grevedeni zaki@renych
rostlin do nesterilnich podminek. Na Zaprace byla testovana stabilita donorové a
explantatové rostliny SSR primery u édrKlimentina, Jan Palach, Fortissimo a Julius

Fabiancs de Misefa.

Kli¢ova slovaRosa genova bankan vivo, SSR primery

ABSTRACT

In the thesis "Saving the gene pool of selecteteiias of old roses from the area Flora
Olomouc using in vitro propagation” are listed maares for sampling explants and
primary cultures foundation varieties of roses Kmtina, Jan Palach, Fortissimo,
Pastorale and Julius Fabiancs de Misefa. It waseldpgd a protocol in vitro
propagation of roses and selected media and cuttnditions for the maintenance of
multiplication in gene bank. Varieties Klimentinkn Palach, Fortissimo, Pastorale and
Julius Fabiancs de Misefa formed its foundation.iftegral part of the above results
indicate that the formation of roots and convedted plants in non-sterile conditions.
Finally, we tested the stability of donor plantsl gotant tissue using SSR primers in the

varieties Klimentina, Jan Palach, Fortissimo arldidurabiancs de Misefa.

Keywords:Rosa gene bankin vivg SSR primers
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1 UVOD

RaZe si uz od nepagti ziskaly velikou oblibwilovéka. Pr@ je tomu tak? Odpadi na
tuto otazku je mnoho. V prni@d jsou to vlastnosti k&ti charakteristické velkouie-
norodosti, barevnosti, tvaremgni a trvanlivosti, a v neposlediad jsou to snadné
podminky gstovani, vytrvaly iist a moznost gstovani ,kralovny ketin® na zadhonech
I v kvétin&gich.,

RaZe se stavala stale oblikkgi kvétinou, a proto v roce 1929 vznikla Spatest
péstitell a milovniki razi. Na tuto spoknost navazuje zaloZzeni Rosa klubu v roce
1968, ktery sdruzoval odbornou i laickoueost.

V letech 1970 — 1972 bylo z iniciativy Rosa Klubeského zahradkského svazu
vybudovano Rozarium jako s&ast botanické zahrady Flora Olomouc. V expozici je
umisgno 10 000 k& rizi, z nichZz pes 400 séadi k domacim i zahrafmim odadam.
Rozéarium se rozklada na ploSe 3,5 hai@ k&honovychiZi jsou vysazeny v prasdi
betonovych poli. Sadové&ze jsou vysazeny v travnaté ploSe.

Z davodu rozsahlé rekonstrukce rozaria vystavidbra Olomouc je Zadouci zacho-
vat cenné odidy botanickych iizi cestou pevedeni doin vitro“ a vytvoreni jejich ge-
nobanky. Propagacen, vitro“ kultur je nejvhodwjSi zpisob zachovanithto cennych

odnid pro pozdjSi vyuZiti.
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2 CILPRACE

Cilem bakal&ské prace je vypracovani nejvhegiich postup odbéru rostlinného ma-
teridlu, jeho pevodu do podminekir vitro“, optimalizace multiplikani, udrzovaci a
zakaenovaci faze a zyiny prevod do nesterilnich podminek. Nedilnou &sii tohoto
procesu je srovnani DNA mé&teé rostliny s regenerovanou rostlinou v podminkach

»in vitro* a tim prokazat jeji identitu.

11



3 LITERARNI P REHLED

3.1 Botanické zaazeni nizi

RodRosaje velmi rozsahly a nejednotné je i jefazeni do jednotlivych podrédgodle

rhodolodi. Zakladnim botanickyn¥idénim mizi je systém podle A. Rhedera.

Rhedeniv systém roduRosa:

Rod: Rosa

Podrody:
I. Hulthemia
1. Hesperhodos
[11. Platyrhodon

IV. Eurosa (Rosa)

Nejvice druli rodu Rosa je Zazeno do podrodi&urosa ktery byl podle morfolo-
gickych znak: jednotlivych drulfi rozdélen do deseti skupin nazyvanych sekce.

Sekce podrodu Eurosa s uvedenymijikladem zastupdi:

I. Pimpinellifoliae

(R. pimpinellifolia, R. hugonis, R. luthea)

[I. Caninae

(R. canina, R. glauca, R. villosa)

lll. Gallicanae

(R. gallica, R. centifolia, R. alba)

IV. Cinnamoneae
(R. majalis, R. bella, R. Davidi)

V. Carolinae

(R. carolina, R. Virginiina, R. nitida)

12



VI. Indiceae

(R. gigantea, R. chinensis, R. odkryta)

VIl. Banksianae

(R. banksiae, R. cymosa)

VIIl. Laevigatae

(R. laevigata)

IX. Synstylae

(R. arvensis, R. filipes, R. helenae)

X. Bracteatae
(R. bracteata)

(Havla, JaSa a Klimes, 1977)

NejpctetrgjSi sekci je sekc€innamoneagktera zahrnuje 85 drdhrtzi. Naopak
nejmért pocetné jsou sekc&allicanea a Laevigataes jednim druhem, dale sekce
Banksianaese d¥éma druhy, sekcBracteataetaké se déma druhy a sekcidiceaese
ttemi druhy (Rize. In:Wikipedia: the free encyclopedianline]).

3.2 Evropsky prakticky systém

Evropsky prakticky systéntitiéni razi slouzi pedevsim laickym ¢stitelam razi, pri-

¢emz jim postéuje k vhodné vysadirtzi na zahradkach i ve xgné zeleni.

l. Zahonové mnohokité a velkokété nize
— c¢ajohybrydy a pernetiantky
— remontantky a bourbonky
— polyantky a polyantahybridy
— floribundy a floribunda grandiflory
Il. Pnouci tize
— hybridy Rosa wichuraiana
— hybridy Rosa multiflora
- lambertky

13



— pnouci¢ajohybridy — climbing typy
— ostatni hybridy
[ll. Sadoveéitze
— tzv. botanické druhy
— kulturni zahradnické hybridiRosa rugosaRosa gallicaRosa luta
— ostatni hybridy
(JaSa a Zavadil. 2008)

3.3 Sowasny systém dle WFRS

Systém byl vypracovan koncem 20. stoleti sdruzanNiRiRS ( World Federation of Ro-

se Societies). Systém ragdje rize do fi skupin:

|. Staré kéové fize
— tzv. botanickéirZe oznaené zkratkou Spc.
- hybridy tzv. botanickych druh HSp
— razné druhy s heterogenniniigaky
— staré zahradniize keovitého typu, vzniklé fedcajohybridy
Il. Staré zahradni zahonové&e
- ¢inské (Ch)
— bourbonky (B)
— noisetky (Nois)
— cajovky
lll. Sowasné k&ovité rize
— cajohybrydy (TH)
— floribunda grandiflora (FI Gr.)
— floribunda (FI)
- polyantky (P), polyantahybridy (PH)

— raze miniaturni (Min)

(JaSa a Zavadil, 2008)
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3.4 Morfologie ruzi

Morfologie niZi je nezbytna pro govani 6zi do jednotlivych skupin. NiZe jsou uvede-

ny dilezité morfologické znaky.

3.4.1 Kvéty

Kvét je u fize nejvyznamSim organem z hlediskd&ideni (Havki, JaSa a Klimes,
1977).

U vSech drub tvori kalich @t kaliSnich listk (petafi). Rozdluji se na celokrajné,
kratké, protahlé, kopinaté az podlouhlé, rie$¢ nebo s roz&nymi Spékami, tizne
zpegené i dlouhé, siznymi privésky, ale i mechovité (obrazek 1)(JasSa a Zavadil,
2008).

Obrazeke. 1: Tvary kaliSnich listk a) celokrajné, b) celokrajné protahle, c) celo-
krajné s roz§enymi Sptkami, d) malo zpené, e) zpené, f) silk zpagené, g) mecho-
vité. (Frevzato z: Haul, JaSa a Klimes, 1977)

DalSim dilezitym ugovacim prvkem je typ ktu. RozliSujeme k&ty jednoduché
s 5 — 8 korunnimi platky. Tento typ &wu maji gevazrie botanické druhy (Haul Jasa
a Klimes, 1977), vyjiméné i uSlechtilé odidy (Jasa a Zavadil, 2008). DalSim typem
kvétu jsou kwty jednoduSe plné s 9 — 15 korunnimi platky. Tegfokvétu maji poly-

antky. Dale rozliSujeme Rty poloplné u floribund &ajohybridi, které maji 16 — 25
15



korunnich platk ve 2 — 4 kruzich. Déle kty plné s 26 — 40 korunnimi platky uspe
dané v 5 — 8 kruzich a &ty velmi pIné skladajici se z vice nez 40 korunrp&tk
uspdadanych ve vice nez 8 kruzich. Tyto dva typytkwmaji pouzeiajohybridy (Ha-
vla, JaSa a Klimes, 1977).
Tvar kwtu je zavisly na velikosti korunnich plditktvaru a pevnosti (obrazek 2).

RozliSujeme:

- kvét plochy

— kvét hranaty

— kvét kalichovy

— kvét poharkovity

- kvét kulovity

- kvét strechovity

- kvét urnovity

— kvét pivonkovity

- kvét kaméliovity

— kvét spiralovity

Obrazeke. 2: Tvary kétia: 1. kwt jednoduchy, 2. kit plny; a) protahle Stihly,
b) Sptaty, c) kulovity, d) vejity, e) urnovity (RPevzato z: Hawl, JaSa a Klimes, 1977).
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3.4.2 Barva a viiné kvétia

Barevnost kgta razi saha fes bilou, Zlutou,Zovou az paervenou (JaSa a Zavadil,
2008). Ostatni barvy, jaké zname dnes, vznikly ygmsgm Kizenim (\tvicka, 2002).
V sowasné dob jsou k dispozici jednobarevné, dvoubarevné, viemb®e, smiSené a
Zihané odidy a jedina odida ,Josef Klimes* velmi tmav¢ervené barvy byla vySlech-
téna J. Urbanem.

Barvy kwti jsou gedevSim ovliveny buréénou stnou petal. Petaly utvé
vice vrstev bugk, pricemz vysoky vliv na barvu K&u maji vrgjSi vrstvy na vrchni i
spodni strak petah. Nezanedbatelné jsou i vlivy &8ich podminek, ndp vlastnosti
pudy, swtelné podminky a vyZiva.

Vané kvéta razi ma stejnou wlezitost jako nap velikost a tvar kétu. Nenasy-
cené aromatické alkoholy, terpeny i jejich derivdgnoly, éterické oleje, estery, silice,
pryskyrice a dalsi, to vSe tvbvani kvétu.

Nasledujici tabulkafehledu odiid razi podle winé byla vytvaena protajohyb-
ridy a pouziva seiphodnoceni novych odd (JaSa a Zavadil, 2008).

Tabulka 1: Pehled odiid riZi podle winé

SKUPINA BODY INTENZITA VUNE

1 0 naprosto beziwn¢ ,Neues Europa“ (1965)

téngt neznatelnawné ,Lovita“ (1966)

vin¢ znatelna ,South Seas” (1962)

velmi slaba &né ,Femina“ (1962)

slaba wn¢ ,Michéle Meilland” (1955)

stedre silna van¢ ,Konigin der Rosen” (1964)

silnd win¢ ,Bel Ange* (1963)

velmi silna un¢ ,Whisky* (1968)

O O N| O O &l WO N

malo vyraznaun¢ ,Kardinal“ (1967)

©| O Nl O g | W N| B

[
o

vyrazna tmé ,Koré" (1980)

11 10 silk vyrazna win¢ ,Silver Star* (1965)

Prevzato z: (JaSa a Zavadil, 2008).
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3.4.3 Listy

Listy razi maji fizny tvar, velikost, ale i postaveni (obrazeld)(JaSa a Zavadil, 2008).
Jsou lichozpieené a rozlisuji se gtem listki. U evropskych botanickych driiljich
byva 5 — 9 ujinych botanickych druhich byva 3 - 17 (Haw, JaSa a KlimeS, 1977).
Pokud maitZe lesklé kozovité listy, znamena to, Ze ma vy&aistenci k listovym cho-
robam (Walter, 2005).

Nedilnou souasti listi jsou palisty pisedlé kiapiku (Rize. In:Wikipedia: the free

encyclopedidonline]). Jsou vyznamné&ipuréovani odiid (JaSa a Zavadil, 2008).

Obrézeké. 3: Tvary listi a listki: a) listky podlouhle Spaté R. moschatp
b) listky okroouhlé R. rugosy, c) listky podlouhléR. setiger d) listky malé a Siroce
vejcité (R. hugoniy e) listky velké a Siroce v@fé (Cajovka ,Maréchal Niel”). Revza-
to z: (Havh, JaSa, Klimes, 1977).
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3.4.4 Ostny

Jejich tvar a velikost jsouizné. Rozeznavame také zahnuti dsjejich barvu a hustotu
na stonku (Jasa a Zavadil, 2008). Viz obrazek

Havli, JaSa a Klime$ (1977) uvadi: ,,Ostny jsou bodlinatéry vzniklé petvarenim
chlupi pokozky, kdezZto trny vznikajifptvarenim samostatnych orgéah O ftricet let
pozcji JaSa a Zavadil (2008) uvadi: ,Ostny, lidomvané trny, jsou bodlinaté Utvary,
které se vyvinuly z povrchovych békpokozky vyhoid, z kaliSnich listk ¢i listovych

nerv, piip. vznikly gleménou chloupk.”

Trny jsou metamorfované organy (Luxova, 1974).

Ly

Obrazek ¢. 4: Tvary ost: 1) hakovit zahnuty, 2) Siroce hako¥itzahnuty,

3) hakovity, 4) kratky trojuhelnikovity, 5)&tnkovity, jemny, 6) Sitinkovity, niznotva-
ry, 7) Sidlovity, 8) paprskovity, 9fihranny dlouhy (autor: Remerova dlgeglohy: Jasa
a Zavadil, 2008)

3.4.5 Plody

Sipek, na jehoz vzniku se podileji stonekstii lazko, kalich a koruna, neni vlastnim
plodem fize (Vétvicka, 2002). PlodemiZi je slozené souplodi nazek. Sipek je obvykle
barvy &ervenooranzové aXervené (Sipky. InWikipedia: the free encyclope-
dia [online]), vyjimku tvai nekteré Gze se Zlutymi nebdervenofialovymi Sipky (¥t-
vicka, 2002). Plody botanickych a uslechtilychiatrizi jsou zndzorny na obrazku

¢. 5 ac. 6.
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Obrazek¢. 5: Tvary plodi tzv. botanickych drub razi: a) kulovité -R. multiflora a
R. rubinigosa b) hruskovité -R sempervireng R. arvensisc) urnovité -R. canina
d) lahvicovité -R. pendolingPrevzato z: Haul, JaSa a Klimes, 1977).

Obrazeké. 6: Tvary plod uSlechtilych #zi: a) polyanka ,Orléans”, b) polyanthybridy
.D. T. Poulsen“ a ,Ave Maria“, c) floribundy ,Heidgruss” a ,Freude*, d¢ajohybrid

»Crimson Glory" (Revzato z: Haul, JaSa a Klimes, 1977).
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3.4.6 Koreny

Botanické druhy maji kenovy systém tvi@n hlavnim klovym korenem, ktery se déle
vétvi na kdaeny prvniho a dalSickadi az po vlasité koiinky (Havii, Jasa a Klimes,
1977).

U razi mnozenych odkopky, odiiky nebo fizky, ¢ili vegetativie mnozZenych
razi, je hlavni kéen nahrazen Keny prvnihorddu. Kaeny prvnihoradu se dale dtvi
na kaeny dalSictradi az po vlasité karinky (Jasa a Zavadil, 2008).

U rekterych druli se tvdi polykormony, podzemni vyiky stonkového cha-
rakteru (\&tvicka, 2002). Viz obrazek 7.

Obrazeke. 7: Nekteré fize se podzemnimi vyhky roziiistaji do velkych polykorman
(Prevzato z: \étvicka, 2002).

3.4.7 Stonek

RiZze maji stonekigvnaty a ¥tveny. U rgkterych lidnovitych #zi miZze stonek réné
prirastat az o 4 metry, zatimco stonkyréeych fizi prirastaji o 30 - 100 centiméir
(Vétvicka, 2002).
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3.5 Rozmnozovani azi

3.5.1 Rozmnozovani v jn vivo" podminkach

3.5.1.1IMnozZeni semeny

Generativni rozmnoZovani pomoci semen se v dnei®i\d/uziva jen u botanickych
druhi, tedy druli uréenych pro podnoze @ivicka, 2002). Semena se ¢e5tji ziska-
vaji z botanickychizi R. canina R. multifloraneboR. laxav obdobi srpen - ¥a(Jasa
a Zavadil, 2008).

3.5.1.20¢kovani

Nejvice vyuzivanou metodou mnoZeiiir je atkovani uSlechtilychtzi na podnoz,
tedy vegetativni rozmnozovani {kbvani rostlin. InWikipedia: the free encyclope-
dia [online]). Vermeulen (2003) uvadi, Zékmvani je: ,Metoda $povani, pi které se
odrizne jest nerozvinuty pupen (tzv.cko) v pazdi listu a fenese se (n&kuje se) na
podnoz.”

Misto, kde byla rostlina ngkovana, pozname jako ztlustlé misto mezi nadzem-
ni ¢asti uslechtilé odidy a kaeny podnoze (Markley, 2009).

Je znamo vice moznosti, jakkovat tize, nap. na bdici ko, na spici &o a
Forkertiv zpisob. Nefastji se pouziva &kovani na spicidko (Richter a Proll, 2008).

Metoda @kovani na spici@o se provadi od polovinservence do poloviny srpna.

Dulezité je, Ze sedkovani provadi P dostatku mizy. Rouby sitipravime dopedu. Je
nutné, aby rdly dobre vyvinuta @¢ka. Samotné &kovani provadime tak, Ze nacku
podnoZe vytvéime tzv.fez T. @&ko se Stitkem Wyznuté z roubu vsuneme dezu T,
sdizneme pesahujici Stitek a ovazeme gdkdu nebo PVC paskou (JasSa a Zavadil,
2008). Viz obrazek. 8.
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Obrazelk. 8: Postup p ockovani usSlechtilych odid na podnoz. (fevzato z: \ét-
vicka, 2002).

Forkertova metoda se pouziviegevsim fi ockovani fzi na vysokém kminku. Je-
ji vyhoda je, Zetrze mizeme ¢kovat @i dostatku i nedostatku mizy, tedy t&npo cely
rok (vyjma zimniho obdobi)(Haf) JaSa a Klime$§, 1977). Pokud si vybereme tenie zp
sob @kovani, musime neftve n&iznout na podnozi rovny prouzekir, do kterého
vsuneme séznuté ¢ko z roubu. Stitek ssem musi byt stefhSiroky jako zéez na

podnozi (Vilkus, 2003). Forkertova metoda je znaZona na obrazku. 9.

Obrazeke. 9: Gtkovani metodou Forkertovou
(Prevzato z: http://www.halonoviny.cz/images/showin2gd879654/3/2).

Cilem a@kovani je dosdhnout nové rostliny, u které podrmitie botanicka od-
rada nesouci uSlechtilou agtu (Havii, Jasa a Klimes, 1977).
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3.5.1.3Rizkovani

Metodatizkovéani je nejednodussi metodou mnoZéni zejména pro zahradic Exis-
tuji ale i hze, kterétizkovanim mnozit nelze. Hlavnimidodem je nedostateé zako-
rereni fizku a Spatny vast rostliny (Richter a Proll, 2008).

MnoZeni kd#enovymitizky Ize dole aplikovat u botanickych drihPro toto
mnozZeni pouzijeme robusisi koreny, které rozkrajime nidzky o velikosti 6 — 8 cm
(Havhi, Jasa a KlimeS, 1977). Po zasazeni na zahorzapddenoveérizky rasit.

DalSim zfgisobemiizkovani je mnozeni pomoci polovyzralyidhki. Polovyzra-
lé tizky se odebiraji ze istni ¢asti vyhori. Rizky by mely mit alespa ti ocka.
Z takovychtotizkt se odstrani listy, ponecha se pouze nejvySe pasfalist naiizku.
Takto @ipravenérizky se vpichuji do zkyené mdy az po nejvrch¥Si ocko a zakryji
se nejlépe zavavaci sklenici (JaSa a Zavadil, 2008).

Dale mizeme tiZze mnozit pomocii@vitych fizki. Pomoci této metody mnoZzi-
me grevazrie rize ugené pro podnoze a polyantky (HavDasSa a KlimeS 1977). Aby-
chom mohli tuto metodu pouzit, musimewtétizky odebirat z rostlin v pozdnim pod-
zimu pred z&atkem silnych mraz Pokud je mirny podzim, tieme pipravenéiizky
napichat do kyprétgy a celé gihrnout zeminou. Na f&@ z pupefl vyrasi vyhony
(Walter, 2005).

MnoZeni bylinnymitizky se pouzivd k mnozeni miniaturnich, velk&tfeh a
mnohokwtych nizi a také pro podnoze (HaylJaSa a Klimes, 1977). Tuto metodu pou-
zivame i pro rychleniizi. Rizky odebirame z vrchniaf#sti zdravé rostliny,fjizemz se
tak jako u devitych fizka odstrani listy vyjma nejvySe postavenéhtipfveneérizky
sazime do rasSeliny s piskem nebo s perlitem a pakey folii. Za optimalni teploty a
vihkosti z&nouftizky korenit. Po zakiereni a vyrasSeni pupénmuzeme pesazovat do

kvétinacu (JaSa a Zavadil, 2008).

3.5.1.4Htizeni

HiiZzeni je velmi jednoducha metoda rozmnoZovani.dddit od @kovani arizkovani,
které vyZaduji zrénost, Hizenim si nize ize mnozit i naprosty laikMnozZeni devin

hrizenim[online]).
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1 — 2 roky staré vyhony staré vyhony ohneme k zdoniredem vykopané jam-
Ky v blizkosti kée a gipevnime hé&kem (Havti, JaSa a Klime§ 1977). Viz obrazek
¢. 10. Vrchni¢ast vyhonu ponechame nad zeminou aigesme (Walter, 2005).
V prabéhu vegetani doby vyhony zaki@ni. Po vyjmuti zak@nénych rostlin sazime

samostaté (Havli, Jasa a Klimes, 1977).

Obrazeke. 10: RozmnoZovani sadovw&e Hizenim. (Pevzato z: Walter, 2005).

3.5.1.5 Déleni ket

U botanickych druti, které odnozuji, fizeme tento zZjsob mnozeni pouzit. Rostliny
vytvareji tzv. pravokeéenné odnoze. Vyhodou takteigravenych odnozi je, Ze netvo

plané vyhony (Walter, 2005).

3.5.2 Mikropropagace ruzi

3.5.2.1 Meristémové kultury

Meristém je oblast buik, které jsou schopny seld a diferencovat rostlinné organy
(Meristem,Encyclopaedia Britannica, Ingonline]). K zakladnim vlastnostem meriste-
matickych kultur pai geneticky stabilni a fenotyp&whomogenni potomstvo (Novak,
1990).

Pro mnozeni vjin vitro“ podminkach se pouzivaji apikalni a axilarni pupeny

(Rout a kol., 1999). Apikalni pupeny nebo nodalegreenty s axilarnimi pupeny se
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regeneruji bez kalusové faze (Pati a kol., 200%ik@&ni meristémy nesou v rostin
genetickou informaci druhu (Novak, 1990).

3.5.2.2Klonové mnozeni

Zpusob vzniku genotypava fenotypo¥ stejného potomstva bez pouZziti generativniho
rozmnozovani se oztiaje jako klonové mnozeni. Takovyigmb mnozeni je nejvhod-
n¢jSi pro druhy nebo oddy, které nevytv semena. MZzeme ho také pouZit u ddf,
které tvdi semena, pokud chceme zachovat jejich genotypavt@notypovou stalost
(Novak, 1990).

Vroce 1974 Murashige popsaii tzakladni faze 0s$né mikropropagace.
O sedm let poziji, v roce 1981, doplnili tytoit zakladni faze o fazi 0 Debergh a Mae-
ne kuli problémim s kontaminaci. V s@asné dob tedy existuje ¢ etap (Trigiano,
Gray, 2011):

I. Faze 0: selekce donorovych rostlin a jeji¢ippava
Pred zaloZenim kultury je velkd pozornoghavana vybru rostlin pro explantaty. Vy-
brané rostliny jsou udrzovanycistych, kontrolovanych podminkach, které unnaz
aktivni rist a snizuji prawgpodobnost nemoci.
Il. F&ze |: zaloZeni aseptickych kultur

Cilem této etapy je aseptické zalozeni terminalmiebo lateralnich meristémovych
explantal bez patogena. Primarni kultury ziskanéizquinich rostlin mohou byt steri-
lizované pryty vrcholovych meristéhmebo terminalnéi lateralni pupeny.

P¥itomnost mikrobialnich kontaminanmiaze nepiznivé ovlivnit preziti pryf,
rast a miru multiplikace. Délka sterilizace, pozieg@lantatu na stonku, jeho velikost a
polyfenolova oxidace jsou faktory, které mohou it na fazi |I.

[ll. Faze Il: mnoZeni axilarnich piyt

Faze Il je charakterizovana zvySenou tvorbou axitdr vyhonk z lateralnich pupen
kultivovanych na médiu s relatignvySsi hladinou cytokiniin Kultury jsou rozdleny
do menSich uskupeni, které slouzi jakaky pro dalSi mnozeni. Krofrtoho mohou byt
sklizeny jako jednotlivé nezakerené mikraizky pro ,ex vitro* zakdeinovani a akli-

matizaci. Tato faze se jevi jako nejvice fitihnakladna.
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IV. Faze lll: zakeereni
Tento proces fize zahrnovat prodlouzeni vyhomied zakdenitnim, zakderéni jed-
notlivych vyhonki nebo jejich shluk a ustaleni kultury ke zvySenigziti.

V. Faze IV: gevod do pirozeného prosedi
Koneiny Usggch zavisi na schopnostigvadt a obnovit intenzivé rostouci rostliny z
LN vitro“ do,ex vitro* prostedi. To zahrnuje aklamaci rostliny do podminekZsini
relativni vihkosti a vysSi intenzitou &la. Aklimace ,in vitro* kultur je obtizna
z davodu heterotrofniho Zisobu vyzivy a Spatné kontroly ztraty vody.
(Trigiano a Gray, 2011)

3.5.2.3Somaticka embryogeneze

Somatickd embryogeneze jetgpb, jak regenerovat nové rostliny z rostlinnycéntk
vych kultur. Je to proces, kdy je rostlina nebo gralbdvozeno z jedné nebo vice so-
matickych bugk (Somatic embryogenesis. Mlikipedia: the free encyclope-
dia [online]).

V prvérad se z diferencovaného pletiva odvodi embryogeninisk&ro indukci
kalusu se do médiifidavaji auxiny, obvykle 2,4-dichlorfenoxyoctova kjisa. DalSi
vyvoj embryi je na médiu bezippmnosti auxif, ale potebuji redukovany dusik a vys-
8i davku aminokyselin (Hradilik, 2005).

3.6 Kultiva éni média

Vybrat spravné kultiveni médium je po steriitdruhym negzSim ukolem mikropro-
pagace. Zivnaima musi dodavat rostinvie potebné k jejimuistu, vyZzivé a vyvoji

(Hradilik, 2005). Media obsahuji velké mnoZstvienizzedenych komponent.

3.6.1 Agar

Agar je vytazek z mskych fas (Hradilik, 2005). Chemicky je to polymer sloZeny
z podjednotek galaktézy (All About AgeBcience Buddig®nline]). Zpisobuje tuhnuti

media. Tuhost fizeme regulovat jdanym mnozstvim agaru, popact pH meédia
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(Trigiano, Gray, 2011). Obvykle je do médigidavano 5 — 8 gl (Meisl, 1997.
pH média se pohybuje od 5,6 do 6,0.

3.6.2 Makroelementy

Hlavnimi makroelementy fidavanymi do zivného meédia jsou dusik, drasliki¢cho
vapnik, fosfor a sira. Hélk a siru dodavame v podoMgSQ, . 7H,0, fosfor jako
NH4H.POQ,, KH,PO, nebo NaHPO, . H,O, vapnik jako CaGl . 2H,0 nebo
Ca(NG), . 4H,0, draslik jako KCI, KN@nebo KHPO, (Trigiano, Gray, 2011).

3.6.3 Mikroelementy

Mezi mikroelementyradime Zelezo (FeSQ 7H,O nebo vyjimeéné (F&SQ,)3), bor
(H3BO3), kobalt (CoC} . 6H,O), mangan (MnS©. H,O nebo MnSQ@. 4H,0), molyb-
den (NaMoQ . 2H,0), méd’ (CuSQ . 5H:0) a zinek (ZnS®. 7H0) v malych koncen-
tracich (Trigiano, Gray, 2011).

3.6.4 Sachar6za

Sacharéza je hlavnim zdrojem energie a uhliku.yd@amna pro heterotrofni vyZzivu
rostlinnych explantét Do médii je pidavana v koncentraci 20 — 30 §.(Hradilik,
2005).

3.6.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické latky, které jsou gasti enzym nebo kofaktok pro zakladni

metabolické funkce (Trigiano, Gray, 2011). Obvykiéaminy, které se aplikuji, jsou
thiamin (0,1 — 10,0 mg?), kyselina nikotinova (0,1 — 5,0 mg)l pyridoxin (0,1 —

10,0 mg.!) a myo-inositol (50 — 5000 mg)l (Hradilik, 2005).

3.6.6 Ristové regulatory pouzivané v Zivnych médiich

V kultivaénich médiich jsou pouzivany auxiny, cytokininy, ejigliny a kyselina absci-
sova.
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3.6.6.1Auxiny

Auxiny jsou do kultivénich médii pidavany hlave pro indukci tvorby adventivnich
koreni, stimulaci fistu apikalnich meristéin stimulaci fistu kalusu a butk a
k indukci somatické embryogeneze (Hradilik, 2005).

a indoly-3-méaselna kyselina (IBA). Ze syntetickyabhxini jsou do médii népstji
pridavany kyselina naftyloctova (NAA), 2,4-dichlorf@xyoctova kyselina (2,4-D) a 4-
amino-3,5,6-trichlorpikolinova kyselina (picloramBA, NAA, 2,4-D a picloram se
pouzivaji v koncentraci od 0,001 do 10,0 mg/I. gilemo, Gray, 2011).

3.6.6.2Cytokininy

Mezi nejpouziva&Si cytokininy pati zeatin, benzylaminopurin (BAP), isopentenyla-
denin (2-iP) a kinetin.

Ve vysokych koncentracich (1 — u®) indukuji tvorbu adventivnich prit ale
inhibuji tvorbu kdeni (Trigiano, Gray, 2011). Ve spda@leosti auxirl vyrazré stimuluji
déleni burk (Prochazka, Sebanek, 1997).

3.6.6.3Gibereliny

Gibereliny se do kultivenich médii pidavaji jen ojeditle. Pro projeveni dinku gibe-
relinu je nutna fitomnost auxinu (Hradilik, 2005).

Nejcastji se pouziva giberelin GAa giberelin GA (Hradilik, 2005). Pomahaji
stimulovat prodluzovani internodii a gkterych drulii jsou dilezité pro fist meristému
(Trigiano, Gray, 2011).

3.6.6.4Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) méa vyznamny vliv na sormlaiu embryogenezi. Do kulti-
vacnich médii je idavana mé#casto
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3.7 Genobanky

Genové banky zajilji ochranu a uchovani formoex sitd, to znamena, Ze chrani a
uchovavaji geneticky material mimaiyodni mista vyskytu (Smykal, 2008). Mohou
uchovavat semenné kolekce, kolekce Zivych rostlkolakce explantét pripravenych

v laboratdi (Ochrana genofondu rostlin. IdVikipedia: the free encyclopedianline]).
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4 MATERIAL A METODIKA

Material pro mnozeni vip vitro* podminkach byl odebiran z aredlu Rozéaria Flory
Olomouc. Podle zpravy hodnotici édovou skladbu tzi v Rozariu (Vlasak, 2012)
bylo odebrano celkem 27 adt ohroZzenychizi, pricemzZ pro vypracovani metodiky
mnozeni bylo vybranogb odrid.

Mezi vybrané odrdy pati raze vyslechiné v Nsmecku,Ceské republice, Dan-
sku, na Ukrajig a Slovensku.

K pokugim byly vybrany tyto odidy:
Odruda Klimentina
Odnida pati do skupinycajohybridi. Byla vySlechina v roce 1955 na Ukragn Vy-
Slechtila ji ukrajinsk& Slechtitelka Klimenkova. lina je vysoka 90 — 120 cm. Barva
kvétu je jasi rizova. Kwty jsou velké 11 — 13 cm.iRe je vhodna prdez kwta
(Zlebsik, 2011).

Obrazeke. 11: Habitus odrdy Klimentina  Obrazek 12: Kwt odridy Klimentina
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Odrida Jan Palach
Odrnida pati do skupiny sadovychizi. Byla vySlechina v roce 200&eskym Slechtite-

lem Josefem Urbanem. Rostlina je vysoka okolo IRB0Rfimérna velikost kétu je 9
cm. Kvetecerverg (Zlebsik, 2011).

o X O

Obrazeks. 13: Habitus odidy Jan Palach Obrazé&kl4: Kwt odridy Jan Palach
Odrida Fortissimo

Odnida pati do skupiny sadovychiZi. Byla vySlechina v roce 1974 v &inecku Slech-
titelem GPG. Rostlina dosahuje vysky az 240 cmétKwdoristaji velikosti kolem
11 cm. Kvete sitle cervert az oranzo¥. RiZe je vhodn& pro samostatnou vysadbu
(Zlekzik, 2011).

Obrazelke. 15: Habitus odrdy Fortissimo Obréazek 16: Kwt odnidy Fortissimo
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Odrida Pastorale
Odnida pati do skupiny sadovychaki. VySlechtil ji Poulsen v roce 1970 v Dansku.

Nalezneme ji také pod nazvem POUrale. {@drje vysoka 150 az 200cm. &y jsou

velké 8 — 10 cm, vonici. Jeji &y prolinaji barvyéervené, oranzové @zové (Zlekik,
2011).

Obrazeke. 17: Habitus odrdy Pastorale Obrazekl8: Kwt odnidy Pastorale

Odruda Julius Fabianics de Misefa

Odnida pati do skupiny historickych sadovychizi. Vyslechtil ji R. Geschwind
v roce 1902 na tzemi dneSniho Slovenskaiafiarvysky az 130 cm. Kty jsou fialow
cervené, intenzivvonici, velké asi 8 cm. Vznikla #kenim Bardou Job (B) x Souve-
nir du Dr. Passot (T) (Zledik, 2011).

Obrazeke. 19: Habitus odrdy Julius Obrazek 20: Kwt odridy Julius
Fabianics de Misefa Fabianics de Misefa
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4.1 Odbér rostlinného materialu

Odbeér razi byl provaén ve dvou etapach — v zimnim a jarnim obdobi.

4.2 Sterilizace

Sterilizace rostlinného materialu je nezbytna pilazani sterility rostlinnych explantat
po celou dobu kultivace.

Pred zahajenim sterilizace byly vyhony omyty mydlewd pekouci vlaznou
vodou, nagthany na nodalni segmenty a tod¥ny podle velikosti do kadinek. Takto
piipravené segmenty bylyipraveny ke sterilizaci.

Sterilizace byla provata chemicky pomoci 0,2% chloridu thatého (HgG)).
Pro sterilizaci byly pouzityizr¢ silné vyhony. S ohledem na tuto skirntest byla doba
puasobeni chemikélie od 3 do 13 minut dle vyzralogtionu a velikosti &a — pupenu.
Po uplynuti doby fisobeni chloridu ritnatého byly segmenty 3 x promyvany ve sterili-
zovane destilované végo dobu deseti minut.

Cely proces sterilizace probihal ve flow-boxuytee sterilnim prosedi. Flow-
box byl ped z&atkem prace s explantaty wyh bunéitou vatou naméenou
v 96% ethanolu.

Nastroje (pinzeta, sklapelizky) a ostatni poidctky (nag. Petriho misky) byly
sterilizovany v horkém vzduchu po dobu 1 hodityl@0°C.

Sklentky s zivnymi médii byly sterilizovany v autoklavpri teplog 121°C
21 minut a tlaku 1,1 KPa.

4.3 Kultiva éni média

Pro kultivaci explantdit bylo vybrano zakladni médium MS (Murashige a Skd@$?2)
s 2 mg.t BA a 0,1 mg:f NAA na zaklad vysledk: diplomové prace Meisla (1997).

Tabulka 2: SloZeni zakladniho média Murashige a0§K2962)

Roztok A: makroelementy, zdsobni roztok Sumarni vzorec Objem (g)
do 1000 ml — davka na 10 | media
(davkovani 100 ml na 1 | média):

Dusiinan amonny NENO3 16,5
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Dusknan draselny KN© 19,0
Heptahydrat syranu be:natého MgS®. 7H,0O 3,7
Fosfor&nan draselny KEPO, 1,7
Roztok B: mikroelementy, zasobni roztok Objem (mg)
do 100 ml — davka na 100 | media

(davkovani: 1 ml na 1 | média):

Kyselina borita HBO; 620
Tetrahydrat siranu manganatého MnS@H,O 860
Jodid draselny Kl 83
Dihydrat molybdenanu sodného WN&O,. 2H,0 25
Pentahydrat siranudiinatého CuS®. 5H0 2,5
Hexahydrat chloridu kobaltnatého CeCbH0O 2,5
Roztok C: zasobni roztok do 100 ml — davt Objem (g)
ka na 10 | media

(davkovani 10 ml na 1 | média):

Dihydrat chloridu vapenatého CaCI2H,0 4.4
Roztok D

(davkovani 0,8 ml na 1 | média):

4% roztok Fe-chelatu

Organické slouteniny:

(davkovani na 1 | média)

Sacharéza GH5011 30g.
Edamin 1 gt
Glycin CsHsNO, 2 mg.I*
Agar 7 mg.I*
l-inozitol CeH120s 100 mg."
Nikotinova kyselina CsHsNO, 0,5 mg.I"
Pyridoxin HCI CgH1:CINO; . HCI 0,5 mgt
Thiamin HCI C1-H17CIN,OS . HCI | 0,1 mgt

Pri pifipraw média byl nejprve rozwan agar v destilované védpak byly po-

stupré pridavany organické, anorganické slozky média a ré¥pa sacharoza.Rtové

regulatory byly pidavany jako posledniiigemz byly nejprve rozpudty — BA v1 M
hydroxidu draselném (KOH) a NAA v 96% ethanolu.ddota pH média byla &ena
pH metrem. B nizkém pH média bylo pH upravovano pomoci 1 M K@kl vysokém

pH média bylo upravovano 1 M kyselinou fosfareu (HsPQy).
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Po dosazeni pH v rozmezi 5,8 — 5,9 bylo médium oMéko do sklegnych kul-
tivacnich nadob o objemu 200 ml po 20 — 25 ml, uzavirGoeovym uza¥rem
s kouskem molitanu a sterilizovano v autoklavu.

V dusledku Zloutnuti a usychani rostligkterych odéd, byly testovany dalSi
dvé kultivaéni média a to WPM (Lloyd, McCown, 1980) s 1,7 rtdBlA a MS s 0,7
mg.l"BA.a 0,1 mgTIBA (laboratorni zn&eni MSM).

Tabulka 3: SloZzeni média Wood plant medium (WPM)

Makroelementy: Vzorec Objem (mg.1%)
Dusikknan amonny NENO; 400,00
Dusknan vapenaty Ca(ND 386,80
Siran heéecnaty MgSQ 180,54
Fosfor&nan draselny KEPO, 170,00
Chlorid vapenaty Cagl 72,50
Siran draselny SO, 990,00
Mikroelementy:
Kyselina borita HBO; 6,20
Monohydrat siranu manganatého MnS®,0 22,30
Heptahydrat siranu ziteatého | ZnS@. 7H,O 8,60
Dihydrat molybdenanu sodného  N&O,. 2H,0O 0,25
Pentahydrat siranugiinatého CuS®. 5H0 0,25
FeNaEDTA 36,70
Vitaminy:
Myo-inositol GsH1206 100,00
Thiamin HCI Ci12H17CIN4OS . HCI | 1,00
Kyselina nikotinova CeHsNO, 0,50
Glycin GHsNO2 2,00
Pyridoxin HCI CgH11CINO; . HCI 0,50
Ostatni slozky:
Sacharéza GH2,011 25,00 g
Agar 7,00 gf
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Médium MSM je tvéeno stejnymi makroelementy, makroelementy a organic
kymi sloweninami jako médium MS. LiSi se pouz&danymi mistovymi regulétory.
V médiu MSM bylo pouZito 0,7 mg'BA a 0,1 mg.f IBA.

Pro zakoenovani jednotlivych odrd bylo vybrano tzv. médium H. Toto médi-
um je tv@eno ¥z koncentraci MS befstovych regulatdr s piidavkem aktivniho uhli.
Hodnoty pH média H se pohybuji od 5,5 do 5,8.

4.4 Zalozeni primarni kultury

Primarni kultura byla zakladana ve dvou etapéach:
1. zimni odkér od prosince do Unora
2. jarni aletni odé&r od ezna datervence
Po procesu sterilizace (popsano vyse) byla zakkgamarni kultura. Primarni
kultura byla zaloZena na jednotné médium MS s 2aBA1 NAA a umisina pod zAv-
kovy rost s 16 h sitla a 8 h tmy, 23°C. Prvni pupeny vyraSikhiem tydne od zaloZeni
kultury. Po z¥tSeni vyhoi vyrostlych z pupein cca 3 — 4 tydny byly jednotlivé pryty

po segmentaci (rozpasazovani) davany na stejneumédi

4.5 Multiplika éni faze

Jako multiplik&ni médium bylo pouzité stejné meédium jako u prinidrrkultur. Mul-
tiplika¢ni faze za&ala asi po 3 — 4 tydnech poepasazovani vyhoikz primarnich kul-
tur pi zachovani stejnych kulti¢aich podminek. Nayvyrostlé vyhonky byly pasézo-
vany ot na stejné médium po dalSich 3 — 4 tydnech s ciliskéni co negtSiho po-
¢tu rostlin dané odidy.

Nekteré odidy zasaly na médiu MS s 2 mg'IBA a 0,1 mg:! NAA hynout a
mely nazloutlé listy. V dsledku &chto poznatk byly do multiplikani faze zapojeny
dal&i d¢& kultivatni média a to WPM s 1,7 mg.IBA a MSM. Jejich $tdani v procesu

multiplikace vyrazg snizilo Zloutnuti a odumirani rostlin.
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4.6 Zakorenovani

Vzrostlé pryty (1 — 2,5 cm vysoké) byly pa¢rom pasazovanirpvedeny na zakeno-
vaci médium H. Také bylo vyzkouseno médium MS $eestym obsahem sachardzy na

2%. Explantaty byly kultivovany v kultivai mistnosti 3 — 4 tydny.

4.7 Aklimace

Zakareréné rostliny byly po 4 tydnech vyjmuty ze sterilnipmstedi kultivanich na-
dob, byly z nich mechanicky odstkany zbytky kultiva&niho média a omyty pod vlaz-
nou tekouci vodou. Taktaipravené rostlinky byly zasazeny do plastovych sikiie do
smesi zahradnického substratu a perlitiplastovém skleniku se udrzovala vysoka
vzdusna vlhkost kolem 80%. Teplotdj které byly rostliny ve sklenikugstovany, se
pohybovala okolo 22°C.

Po Sesti tydnech byly rostlinyizi presazeny do plastovych &inécu. Teplota
péstovani byla zachovana a ¢deni 16 h s¥tla a 8 h tmy také. Rostliny byly pravidel-

né roseny¢i zalévany vodou.

4.8 Dlouhodobd kultivace — zaklad genobanky

Pro dlouhodobou kultivaci byla vybrana nasledujiegidia (Dubova, Smiskovayeaul-
nasky):

1. MS 2% sachar6za

2. MS 3% manoza a 5% sacharoza
3. H 2% sacharoza
4

. H 3% mandza a 5% sachar6za

Jednotlivh média byla rozlévana do zkumavek pd prmkultivaci @i 6 — 8 °C.
Pro kontrolni kultivaci i pokojové teplat byla rozlévana do kultivmich bagk. Po
vysterilizovani byly na tatétyii média gepasazovany oddy Fortissimo a Jan Palach.

Takto gipravené kultury pro dlouhodobou kultivaci byly gado chladu (zku-
mavky) a rostliny v kultivénich naddobach byly ponechanki @3°C v kultiva&ni mist-

nosti pro srovnani rychlostistu.
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Vliv sloZeni jednotlivych médii na ofily se hodnotil po dvou &sicich kultiva-
ce. Po vyhodnoceni bylo vybrano pro dalSi kultivamé&dium MS 2% sachardza, které
se jevilo jako vhodgjSi. Na vybrané médium bylyigvedeny vSechny odlly razi. Po-

kus se hodnotil také po dvowsicich.

4.9 Genetické analyzy

Genetické analyzy jsou do pradékpadany z dvodu owieni shodnosti DNA explanta-
tovych izi a 6izi z girozenych podminek — mataic, z nichz byl g 1ll. odbéru mate-
ridlu na mnozenin vitro (24. 6. 2014) odebran i listovy material jednaottii odiad a

zamrazen ) -18°C pro pozdjSi srovnavaci analyzy.

49.1 lzolace DNA

Izolace DNA se provada z listh donorovych a z listkkultivovanych odiid Klimenti-
na, Jan Palach, Fortissimo a Julius Fabianics defisli Pro nedostatek rostlinnych ex-
plantdti nemohla byt DNA analyza provedena utahyr Pastorale. # postupu izolace
byl pouzit kit DNeasy® Plant Mini Kit.
Izolace n¢la nasledujici pibeh:
1. Na analytickych vahach bylo odvazeno 100 mdjlispmoci fizek byly nast-
hany a potéievedeny do 1,5 ml mikrozkumavek.
2. Mikrozkumavky byly ponéeny do tekutého dusiku na 301ne kde se zamrazi-
ly.
3. Pondené mikrozkumavky s rostlinnym marerialy byly pornddicky homoge-
nizovany.
4. K homogenatu bylo fidano 400l pufru AP1 a 2ul Rnazy a naslednbyly
zkumavky pomoci vortexu promichany.
5. Smes homogenatu, Rnazy a pufru AP1 byla inkubovaneodai lazni pi teplo-
t¢ 65 °C 10 minut, vzorky byly 2krat az 3kratiem inkubace promichany.
6. Po inkubaci fi 65°C bylo do mikrozkumavekigano 130ul pufru AP2, ktery
zpusobuje deproteinizaci. Po zvortexovani se zkumawkybovaly 5 minut
pii 0°C.

39



7. VeSkery obsah mikrozkumavek byitgmistn do specialnich fialovych mikroz-
kumavek s kolonou, ty byly centrifugovany na chtazedstedivce @i 18 000
otakach za minutu 2 minuty. @8em centrifugace se vytiickapalna faze a pe-
let (pevna faze).

8. 400 ul kapalné frakce bylofeneseno pomoci mikropipety do nové 1,5 ml zku-
mavky, déle bylo idano 600ul pufru AP3/E a promichéano pipetou.

9. 650l snesi bylo greneseno na novou bilou kolonu mikrozkumavky, ckntri
govano 1 minutu ip 6000 ot&kach za minutu, po skeéeni odstedovani byl te-
kuty podil pod kolonou odstraén a na kolonu bylo napipetovano zbylych 380
smesi bylo centrifugovano za stejnych &¢& a po stejnou dobu, tekuty podil byl
odstrargn a kolona penesena do nové 2 ml zkumavky.

10.Do kolony bylo gidano 400ul pufru AW a kolony se centrifugovaly 1 minutu
pii 6000 ot&kach za minutu, po odstkni byl tekuty podil pod kolonou odstra-
nén a na kolonu bylo naneseno znovu 40@ufru AW a centrifugace probihala
dalSi 2 minuty @i 18000 otékach za minutu.

11.Kolona byla pemistna do nové 1,5 ml zkumavky a na kolonu bylo nejoipét
no 100ul piedeltatého pufru AE, po 5 minutach inkubadé gokojové teplad,
se zkumavka s kolonou centrifugovala 1 minutug®00 ot&kach za minutu.
Na kolonu se napipetovalo p0AE pufru a postup se zopakoval.

12.Bila kolona byla z mikrozkumavky odstrara a ziskany vzorek DNA byl pouzit
pro dalsi analyzy.

Po dokoweni izolace byly jednotlivé vzorky prafieny UV — spektrofotomet-
rem PICODROP, aby byla zj&ta koncentrace &stota DNA ve vzorcich.

4.9.2 Polymerazovaretézova reakce

Principem polymerazovéetzové reakce (PCR) spioa v replikaci nukleovych kyse-
lin. Zaklada se na opakujici syntéze Ws€NA ve snéru 5'—>3'. Do reakce vstupuje

termostabilni DNA-polymeraza, nukleotidy, forwandnper, reverse primer a pufr.
PCR reakce probih& vieth 25 — 35kréat se opakujicich fazich:
1. pii 94°C probiha denaturatetzci DNA
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2. pii 30 — 60°C seffpoji primery na jednotliva viakna
3. pii 65— 70°C za&ne DNA-polymeraza syntetizovat nokefézce
(Smarda a kol., 2005)

P¥i piipraw reakni snesi byl namichan mastermix podle tabukky3. Ten byl
rozpipetovan do 0,2 ml zkumavekéanych pro PCR po 24l a do kazdé z nichijagan
1 pl sledovaného vzorku DNA. Taktdipravené zkumavky byly uzény a vlioZzeny do
komory Thermocycleru. Nai{stroji byl nastaven program odpovidajici profikakce.
Profil reakce, podminky a SSR primery byly vybraig Hibrand-Saint Oyanta a kol.
(2008).

Tabulka 4: Slozeni PCR reakce:
Slozky reakce Reet vzorki: 1

(uvedeno )
Deionizovana KO | 16,8

Pufr 5

dNTP (nukleotidy)| 0,1

F primer (forward)| 1

R primer (reverse) 1

Tagpolymeraza 0,1

4.9.3 Polyakrylamidové elektroforéza

Pro polyakrylamidovou elektroforézu je nutné rigjd pipravit polyakrylamidovy gel.
SlozZeni gelu je uvedeno v tabulee4. Po ztuhnuti gelu byly do jednotlivych jamek
nepipetovany PCR produkty a do dvou jamek velikiostarkery.

Gel umistny ve sklegnych deskach byl umist do gistroje pro elektroforézu.
Jako vodi elektrického proudu byl pouzit pufr namichany 9 90l destilované kD a
100 ml 10kréat koncentrovaného TBE. Elektroforézabgnala 10 minutip 100 V, a po
uplynuti 10 minut bylo nafti zvySeno na 300 V po dobu 90 — 105 minut.
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Tabulka 5: SloZky polyakrylamidového gelu

Slozka gelu Davkovani
Destilovna HO 34,65 ml
10krat koncentrované TBE5,00 ml
Akryl/bis 10,00 ml
TEMED 334,00pl
10% APS 334,00pl

4.9.4 Barveni gelu

Pro zviditelrgni produkii byly pouzity¢tyti roztoky. Prvnim roztokem byl fixai roz-
tok (41,6 ml ethanolu, 2 ml kyseliny disé a 356,4 ml destilované&®), druhym roz-
tokem byl 0,2% dughan stibrny (2 g duginanu stibrného a 1000 ml D), tretim
roztokem byla destilovana,B actvrtym byla tzv. vyvojka (10 ml 37% formaldehydu,
22,2 g NaOH a 730 ml destilovane®). Po dokoteni celého cyklu byl gel vioZzen do

félie, zataven a uloZzen do lednice.

4.9.5 Hodnoceni analyzy SSR

Po vytvdeni binomické matice byly hodnoty zpracovany pomamaigramu FreeTree
verze 9.1 (Hampl a kol., 2001), metody UPGMA a Neiho koeficientu podobnosti.
K jednotlivym mikrosateliim byl vypciten index diverzity (DI) (Weir, 1990),
pravdpodobnost identity (P1) (Paetkaul a kol., 1995)&ymorficky informa:ni obsah
(PIC) (Weber, 1990). Program TreeWiew verze 6.1g€Pd996) vysledkyievedl do

podoby dendrogramu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Sterilizace

NejlepsSi vysledek sterilizace (grafl) byl pozorovan u odd Jan Palach a Fortissimo,
kde @i riznych dobach (3 — 13 min) sterilizace bylo procew&ioucich rostlin 100%.
Vyznamné rozdily v dabsterilizace a velikosti sterilovanych nodéalniclyrsenti ne-
byly shledany.

120 - = % rostoucich explantit

100 - ® % nekrotizovanych explantat

% kontaminovanych explantét
80 -

Klimentina Jan Palach Fortissimo Pastorale Jul. Fab. de Mi

Graf¢. 1: Vysledky sterilizace

5.2 VIliv termind odbéru na rust rostlin

Odker byl provaén ve dvou etapach, a to v zima od jara do léta.iPkazdém odbru
bylo vZzdy zaloZeno minima#5 bartk od odhdy. V grafué. 2 je uveden % narust po-
¢tu bargk s rostoucimi rostlinami jednotlivych adt ze zimnich a letnich odti po 10

mésicni kultivaci s pepasazovavanim.
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® letni odlkEr [%]

o BN

Klimentina Jan Palach Fortissimo  Pastorale Juliu
Fabianics d
Misefa

(72

11

Graf¢. 2: Procentické hodnoceni multiplikace ze zimrddbtnich termith odkera

Z grafu je patrné, Ze oihty Klimentina a Pastorale rostly statistickyakazre
lépe z letnich odiri, zatimco odidy Jan Palach a Fortissimasiy prokazatels lepSi
koeficient mnozeni ze zimnich a#ihh. Odriida Julius Fabianics de Misefa rostla shiodn

jak z letnich, tak ze zimnich o#ff.

5.3 Vliv média na multiplika ¢ni fazi

Jako multiplik&ni média byla zvolena nasledujici:
- MSs2mglBAa0,1 mgtNAA
- WPMs 1,7 mgif BA
- MSM
U jednotlivych odiid byly reakce na jednotliva médiazna v utitém raznim
obdobi. Bi nastupu jarniho obdobi byla pozorovana lepSi iplikace a rychlejSist
vSech oditd na médiich MSM a WPM s 1,7 mi§BA. S nastupem podzimniho aZ zim-
niho obdobi bylo zpozorovano Zloutnuti spodnictii lia €chto médiich. V tomto ob-
dobi byla lepsi reakce rostlin na médium MS s 2TBA a 0,1 mg NAA.
Pri srovnani mych vysledks vysledky jinych autdr;, bylo zjiS€no, Ze vSichni,
kdo se zabyvali kultivaciugi, pouZzivali pouze médium MS &nou koncentraciisto-

vych regulatoi.
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Carelli a Echeverrigaray (2002) zkoumali vlisistovych regulatdr v médiu na
rast mzi. Zjistili, Zze @i absenci cytokinifi vSechny vyhonky odutely béhem dvou
tydni a Ze pitomnost BA vyraza sniZuje prodluzovani prigt Patet vyhori se zvySo-
val se zvysujici se koncentraci BA v médiichi. fouZiti 3,0 mg:fBA ziskali mnoho
pryti bez vyrazného snizeni vysky rostlin. 1,0 M&A a 0,5 mg.f NAA mélo pozi-
tivni vliv na rozmnoZovani kultivaru ,Baronesse“altaklad téchto vysledk se roz-
hodli pro médium s obsahem 3,0 MdBIA a 0,5 mg.* NAA.

Jabbarzedeh a Khosh-Khui (2005) na zé&klseE studie vybrali jako nejvhod-
n&j&i médium pro mikropropagaBiosa damascen®S s koncentraci 2,5 — 3 m§.BA
v kombinaci s nizkym obsahem IBA.

Nikbakht a kol. (2005) provét pokusy sRosa damascenkultivary ,,Azaran*
a ,Ghamsar“. Jejich vyzkum ukazal na vhodnost puniédia MS s 2,1 mgBA,
0,1 mg.I' GAza 0,1 mg:! NAA pro kultivar ,Azaran“ a stejné médium, ale baidav-
ku NAA pro kultivar ,Ghamsar*.

Senepati a Rout (2008) prowfidpokusy s iznym obsahem BA, IAA, NAA.
Dospli k zawru, Ze zahrnuti 0,1 aZ 0,25 MblAA s piidavkem BA do média MS zvy-
Suje rychlost multiplikace. Nejvyssi rychlosti miplikace dosahli na médiu MS s 1,5 —
2,0 mg.I'BA, 50 mg.I* Ads (adenin sulfat) a 0,25 mglAA.

Razavizadeh a Ehsanpour (2008) zkoumali multipiikanédia u odrdy Rosa
hybridaL. kultivar Blafl Red. Uvadi, Ze nejnizsi multipéice bylo dosahnuto na médiu
MS 1 mg.* NAA, 30g.I* sacharéza, zatimco nejvyssich vyhbrdosahli na médiu
MS 0,1 mg.!' IBA, 5 mg.I*BA, 40 g.I' sacharéza.

Baig a kol. (2011) mnozili oddy Rosa gruss s TeplizRosa centifolizza &e-
lem najit nejvhodgsi médium pro vysoky et vyhonki a zakdenovani. Jako neje-
fektivnjsi médium zaznamenali MS sigavkem 1,0 mgi BAP. Pro zakéensni vy-
brali jako nejefektivijsi 2 MS s 0,50 mgH1IBA.

Noodezh a kol. (2012) se zabyvali mikropropagazakdenovdnimRosa da-
mascenaMill. pomoci nodalnich segment Zjistili, Ze nejefektivijSim médiem pro
zakadenovani této @ize je MS s polowini koncentraci makroprik doplninych
0 0,1 mg.Tindoly-3-méaselné kyseliny. Pro zvyseni délky vyhbplouZili MS s vy3Sim
mnoZstvi dusinani, vapniku a Zeleza afijavkem 4,0 mg3l 6-benzylaminopurinu a

0,25 mg.tindoly-3-octové kyseliny.
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Maurya a kol. (2013) zaznamenali nejvyssi proceagenerace vyhoiikna MS
médiu s obsahem 2 mgBAP a 0,1 mg:.t NAA

5.4 Zakorenovaci faze

Pro zakeenovani bylo pouzito médium H s aktivnim uhlim béstovych regulatdr a
médium MS s 2% sacharézy.

Po tech tydnech kultivace na médiu H z#&aily vSechny rostliny. Délka ke-
nt se pohybovala od 1 do 3 cm.
Na médiu MS se pet zakdergnych rostlin blizil 100%. Délka keni byla 2 — 4 cm

oproti médiu H.

Obrazeke. 21: Odfida Jan Palach — Obrazek?2: Odida Jan Palach —
médium H — 4 tydny kultivace médium H — 4 tydnytivace

Pro zakeenovaci fazi byla pouzita média MS a H bewtovych regulatdr
coz je v nesouladu s vysledky mnoha alutd®i zkoumani této faze bylo zji&io,
Ze rostliny nepdebuji k zak@éereni rastové regulatory.

Baig a kol. (2011) mnozili oddy Rosa gruss s Teplita Rosa centifolia
za Welem najit nejvhodysi médium pro zakenovani. Pro zaki@neni vybrali jako
nejefektivrEj$i médium ¥ MS s 0,50 mg.IBA.

Noodezh a kol. (2012) se zabyvali mikropropagazhkdenovanimRosa da-
mascenaMill. pomoci nodalnich segmant Zjistili, Ze nejefektivijSim meédiem
pro zakdenovani této #ize je MS s polowini koncentraci makroprik doplnénych

0 0,1 mg.Tindoly-3-méaselné kyseliny.
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5.5 Aklimace rostlin

Po 3 — 4 tydnech kultivace na médiu H nebo MS ssaéharozy byly zakergné ex-
plantaty gesazovany do plastového skleniku.

Prvni vysadba byla uskw®na 27. 11. 2014 a to u dadly Jan Palach. Ujima-
telnost této odrdy byla 100%. Po Sesti tydnech byly vSechny rogtiiesazeny do

kvétinatu. Velikost gresazovanych rostlin se pohybovala od 5 do 10 cm.

Obrazeke. 23: Odfida Jan Palach Obrazék24: Odfida Jan Palach
po vylahvovani po Sesti tydnech

Jako druha byla vylahvovana éde Klimentina (1. 12. 2014). Qitta se ujala
Z 90%. Po aklimaci ve skleniku, kdy byly za&ené rostliny velké od 4 do 8 cm, byla

piesazena do REin&a.

Obrazeke. 25: Odfida Klimentina Obrazek 26: Odfida Klimentina
po vylahvovani po Sesti tydnech
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Odnidy Fortissimo a Julius Fabianics de Misefa byiigrpistny z kultivanich
nadob do skleniku 7. 1. 2015. Ujimateln@shto odfid se blizila 100%. Do k#in&ct
byly odmidy presazeny po dosazeni velikosti 5 — 8 cm. Pro pommasg byly

do kwtinacu presazeny po jedenacti tydnech.

Obrazeke. 27: Odfida Fortissimo Obrazek 28: Odfida Fortissimo
po vylahvovani po jedendcti tydnech

Obrazeke. 29: Odfida Julius Fabianics Obraze&k30: Odifida Julius Fabianics
de Misefa po vylahvovani de Misefa po jedendcinech

U odiidy Pasotrale nebyla aklimace provedenalikwedostaténému mnozstvi

explantal — viz graf¢. 2.
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5.6 Dlouhodoba kultivace rostlin pFi nizkych teplotach - zaklad geno-
vé banky

Cilem genové banky je co nejdelSi udrzeni stedmdstlinného materidlu bez &gich
zasali — prepasazovavani na nova media — v co nejmensim &trifwm prostoru —
vhodnych kultivénich nadobkach. Genova banka byla postumaloZena u vSech od-
rad. U odid Jan Palach a Fortissimo bylo provedeno srovnhotinvosti médii. U
ostatnich odid byl zaloZen pokus jiZ na vybraném médiu.

5.6.1 Vhodnost médii pro dlouhodobou kultivaci rostlin riazi kultivovanych na
swétle pii 7°C a 23°C 3.11.2014

Pro prvni pokus byly vybrany oty Jan Palach a Fortissimo pro dostajepaiet ex-
plantafi. Hodnotil se jejich v4rst, zakdenéni a délka keeni, tvorba kalusu a zasychani
lista (graf 3 a 4).
Byly vybranyctyii typy médii:

- H 2% sacharoza

- H 3% mandza a 5% sachar6za

- MS 2% sachar6za

- MS 3% manoza a 5% sachardza
Média byla vybrana na zaklagrednasek Dubové a SmiSkové.
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vySka rostliny % zakdernéni délka kdeni  tvorba kalusu zasychani list

(mm) (mm)
H 2% sach. teplo H 2% sach. chlad
H 3% man+5% sach teplo H 3% man+5% sach chlad
mMS 2% sach teplo mMS 2% sach chlad

®MS 3% man+5% sach teplo mMS 3% man+5% sach chlad

Graf¢. 3: Sledované znaky na jednotlivych médiich proidd Jan Palach

100
Fortissimo
80
60
40
NI TR 1
o T T T T -_\
vySka % zakdereni  délka kdeni % tvorba kalusu % zasychan
rostliny(mm) (mm) lista
H 2% sach. teplo H 2% sach. chlad
H 3% man+5% sach teplo H 3% man+5% sach chlad
B MS 2% sach teplo mMS 2% sach chlad
m MS 3% man+5% sach teplo ® MS 3% man+5% sach chlad

Graf¢. 4: Sledované znaky na jednotlivych médiich proidd Fortissimo
Z vysledki vyplyva, Ze nejlepSi médium pro dlouhodobou kaltivai nizkych

teplotdch (genova banka) bylo MS 2% sacharézahdtd meédia u oddy Jan Palach

nedochézelo k tvoebkalusu, rostliny pkné zakdenovaly a moc nerostly a k zasychéani
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listt nedochézelo. Zasychani tist odifidy Fortissimo bylo z hlediska hodnoceni ostat-
nich meédii nejnizsi, i kdyz rostlinyite zakdenovaly.

Fotografie &Zi po dvou nisicich kultivace:

Obrazeke. 31: Odfida Jan Palach Obréazeld2: Odfida Jan Palach
H 2% sachar6za — teplogho H 5% sachar6za, 3% manoza — tequilo

Obrazeke. 33: Odfida Jan Palach ObrazeB4: Odifida Jan Palach

MS 2% sachar6za — teploéfo MS 5% sachar6za, 3% mandza — tepkilasv

s
N

Obrazeke. 35: Odfida Fortissimo Obrazek36: Odfida Fortissimo

H 2% sachar6za — teplo &ho H 5% sachar6za, 3% mano6za — tequilo
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Obrazeke. 37: Odfida Fortissimo Obrazek38: Odiida Fortissimo

MS 2% sachar6za — teplo,éfo MS 5% sachar6za, 3% mandza — tepkilasv

Obrazeks. 39 * Obréazek. 40 * Obrazek. 41 * Obréazek.42 *

*

Obrazeke. 39: Odida Jan Palach H 2% sacharéza — chlagtiesv

Obrazeks. 40: Odida Jan Palach H 5% sacharéza, 3% mano6za — chidld, sv
Obrazelke. 41 : Odfida Jan Palach MS 2% sacharéza — chladlosv

Obrazeke. 42: Odfida Jan Palach MS 5% sacharéza, 3% mand6za — chld, s
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. g [ ] )
Obrazeks. 43 * Obréazek. 44 * Obréazek. 45 * Obréazek. 46 *

*

Obrazeks. 43: Odida Fortissimo H 2% sachar6za — chladtlsv

Obrazelke. 44: Odfida Fortissimo H 5% sachar6za, 3% mandza — chlatdpsv
Obrazelke. 45 : Odfida Fortissimo MS 2% sachar6za — chladtlev

Obrazeks. 46: Odida Fortissimo MS 5% sachar6za, 3% mandza — chiatdo s

5.6.2 Vhodné medium pro mnoZeni rostlin GZi pii dlouhodobé kultivaci (geno-
banka) 26. 1. 2015

Druhy pokus byl provéth pouze na médiu MS s 2% sachar6zy, protoze tottiumé
bylo vybrano jako nejlepsi pro kultivaci v genownbe.

V grafech¢. 5 a 6 jsou zhodnoceny sledované znaky u jedystivwdid. Hod-
noceni bylo dlano po dvou résicich kultivace.
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Obrazelke. 47: Odfida Klimentina Obréaze&ka8: Odifida Jan Palach
MS 2% sachar6za — teplo,cto MS 2% sachar6za — teplogto
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B, L5 ;
Obrazelke. 49: Odfida Fortissimo Obrazels0: Odfida Pastorale
MS 2% sachar6za — teplo,cto MS 2% sachardza — teplogto

Obrazeke. 51: Odida Julius Fabianics de Misefa, MS 2% sacharézale,tewtlo
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Graf¢. 6: Sledované znaky pro jednotlivé ddy na médiu MS s 2% sahar6zy §°C

Obrazeks. 52* Obrazek.53* Obrazek. 54* Obrazek. 55* Obrazeks. 56*

*

Obrazeke. 52: Odida Klimentina MS 2% sachar6za — chladstiev

Obrazeke. 53: Odiida Jan Palach MS 2% sachar6za — chlaglosv

Obrazelke. 54: Odfida Fortissimo MS 2% sachar6za — chladtlev

Obrazelke. 55: Odfida Pastorale MS 2% sachar6za — chlagt)sv

Obrézeke. 56: Odiida Julius Fabianics de Misefa MS 2% sacharézaadckitlo
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5.7 Protokol mnozeniin vitro pro odriadu Klimentina

Sterilizace odidy byla nejvhod§sSi po dobu 3 — 13 minut 0,2% HgGlle velikosti
puperi a nodalnich segment

Odrida nela prokazatel& lepSi podminkyirstu @i letnim odkru, kde se pro-
cento fistu odebranych nodéalnich segniebtizilo 100%. Procenticky nast ¢inil po
desetingsicni kultivaci 100%. Bylo tedy dosaZzeno dvojnasobngbitu barek.

Pro multiplikaini pasaZovani byla pouZita média MS s 2 thgA a 0,1 mg:t
NAA, MS s 0,7 mgfBA.a 0,1 mgfIBA WPM s 1,7 mgt BA. Média byla stdana
dle ristu rostlin a zasychéni spodnich lstk

Pro zakoenovani bylo pouzito médium s %2 koncentraci MS listavych regu-
latori s pidavkem aktivniho uhli. Segmenty #ilg kotinky po tech tydnech kultivace
a jejich délka se pohybovala od 1 do 5 cm.

P¥i prevodu do nesterilnich podminek bylaidi nejprve Sest tydrve skleniku
a poté pesazena do Kuinati. Prevod nevyzadoval delSi dobustu ve skleniku pro
rychly rist odiidy a dobré tvieni kdenového systému. Po osmi tydnech dosahly rost-

liny 30ti cm vzhstu.

5.8 Protokol mnozZeniin vitro pro odradu Jan Palach

Sterilizace nodalnich segmérde jevila jako nejvhodisi po dobu 5 — 13 minut 0,2%
HgCl,, protoze byly odebrany sidj$i vyhony s velkymi pupeny.

P¥i zkoumani podminek odhu bylo dosgno k za¥ru, Ze odiida Iépe reagovala
na zimni odbr. Po desetirsicni kultivacicinil narast kultivovanych bagk 300%.

Pro multiplikaini pasaZovani byla pouZita média MS s 2 thgA a 0,1 mg:t
NAA, MS s 0,7 mgiBA.a 0,1 mgfIBA WPM s 1,7 mgt BA. Média byla stdana
dle ristu rostlin, multiplikace a zasychani spodniclkiist

Pro zakoenovani bylo pouzito médium s %2 koncentraci MS listavych regu-
latori s pridavkem aktivniho uhli. Segmenty t#ilg kofinky po dvou aziech tydnech
kultivace a jejich délka se pohybovala od 3 do 7 cm

Prevod do nesterilnich podminek byl zahdjeniech tydnech kultivace na mé-
diu s ¥ koncentraci MS be#istovych regulatdr s gidavkem aktivniho uhli. Rostliny

po presazeni do skleniku dosahovaly vysky 20 cm. Po tyesiech se rostlinyfesazo-
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valy do kwtinatu. Behem osmi tydf narostly na vysSku 40ti cm. Qidia se vyznéova-
la 100% ujimatelnosti, vysokou rychlosistu a tvorbou kieni.

5.9 Protokol mnozeniin vitro pro odradu Fortissimo

Pro sterilizaci byl zvoledasovy interval v rozmezi 3 — 11 minut 0,2% HgQldivodu
malych pupet.

Pro tuto oditdu byl vhodny odér v zimnim i letnim obdobi, avSak po kultivaci
v délce deseti gsiai ¢inil rozdil v nastu explantat pii zimnim odkru o 60 % oproti
odbsru letnimu.

Multiplika¢ni pasdzovani vyhoiikprobihalo kazdésit tydny na tiznd média, a
to MS s 2 mg:t BA a 0,1 mgf NAA, MS s 0,7 mg:tBA.a 0,1 mgfIBA WPM s 1,7
mg.I* BA. Média byla stdana podle zasychani spodnich listk

Jako zak#enovaci médium bylo pouZito %2 MS befistovych regulatdr
s piidavkem aktivniho uhli. Prvni keny se objevily po prvnim tydnu kultivace, ale pro
dosazeni delSich keni byly pryty ponechany na médiu dalSi dva tydny.ikésdt kae-
nt se pohybovala od 2 do 4 cm.

Rize byly gesazeny do skleniku pieth tydnech. Po dosazeni 8cm vysky byly
rostliny p‘esazeny do kiin&i po jedendcti tydnech. DelSi dobgegazeni se odvijela

od pomaléhotrstu rostlin. Bhem ti tydni rostliny dosahly vysky 13 cm.

5.10Protokol mnoZzeniin vitro pro odrudu Pastorale

Cas sterilizace byl zvolen od 3 do 11 minut 0,2% HgC

Odker v zimnich ngsicich nebyl pro tuto oddu vhodny z dvodu 0% vzchaze-
ni. Letni odr byl vhodrgjsi, presto vyraSilo pouze 40% sterilovanych pupebdiida
byla nachylna k nekrotizaci pupien

Pro multiplikani pasazovani byla pouZita média MS s 2 thgA a 0,1 mg:t
NAA, MS s 0,7 mg:fBA.a 0,1 mgIBA WPM s 1,7 mg BA. Multiplikované vyho-
ny byly po tech aztyiech tydnech vzdy rozpasazovany.

Faze zakienovani a aklimace nebyla provedenaizatiu pomalé multiplikace

rostlin, a tudiZ nedostateému mnozstvi pryt
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5.11 Protokol mnoZeniin vitro pro odridu Julius Fabianics de Misefa

Nodalni segmenty byly sterilizovany po dobu 3 —+riut v 0,2% chloridu rttnatém.

U této odidy nebyly shledany rozdily rasSeni pupepti kultivaci z letnihoci
zimniho odiru.

Pro multiplikani pasaZzovani byla pouZita média MS s 2 thgA a 0,1 mg:t
NAA, MS s 0,7 mgifBA.a 0,1 mgtIBA WPM s 1,7 mgf BA. Podle velikosti a
mnoZstvi namnozenych vyhbibyla pasaz prov&da v rozmeziiech aztyi tydna.

Zakarenovani odéidy probihalo na médiu %2 MS beastovych regulatdr
s piidavkem aktivniho uhli. Ddk vyvinuty kdaenovy systém @y rize po tech tyd-
nech kultivace.

Prevod na zahradnicky substrat s perlitem byl uskute po tech tydnech kul-
tivace na zakienovacim médiu. Ze skleniku byly 5 — 8 cm velké lagtlpresazeny
do kwtinati. Po tech tydnech dosahlykteré vyhony vysky 15 cm.

5.12DNA analyza

Pro owieni stability explantatovych kultur adf Klimentina, Jan Palach, Fortissimo a
Julius Fabianics de Misefa byly pouzity DNA markeNgejvice odliSna je odda Jan
Palach od ostatnich adt, které si byly podobné. Geneticky nejpodg§binsi jsou odii-

dy Klimentina a Fortissimo. Vznikly tedy dva klastqobrazeké. 57), z nichz jeden
klaster se &i na dva podklastery. Byla zj&ta shoda DNA donorovych rostlin a ex-
plantdti az na odidu Klimentina, u které se donorovéa rostlina od arfitu lisila.

Predpokladam, Ze doslo k z&n& vzorku — a v budoucnu bude vzorek opakovan.
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Obrézeke. 57: Dendrogram podobnosti

Zkratky: 11 — odiida Klimentina donor, 12 — ofila Klimentina explantéat, 13 — agta Jan
Palach donor, 14 - oiila Jan Palach explantat, 15 —tmt Fortissimo donor, 16 — adta
Fortissimo explantat, 17 — adta Julius Fabianics de Misefa donor, 18 -tiddrJulius Fabia-

nics de Misefa

Béhem hodnoceni SSR markebyl pramérny patet & alely na lokus (tabul-
ka¢. 6). Velikost jednotlivych produlitbyla ugena v rozmezi 180 — 240 fdvazi (ob-
razek ¢. 58). Ptiméry hodnot byly DI (diversity index) — 0,59, PI (pdgpodobnost
identity) — 0,21 a PIC (polymorfni inforrai obsah) — 0,54.
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Tabulka 6: Vyhodnoceni SSR marker

SSR primer | velikost (pb) | pocet alel DI Pl PIC
CL2980 180 - 220 3 0,63 0,20 0,56
c187 180 - 220 3 0,57 0,23 0,51
H20D08 220 - 240 3 0,56 0,25 0,50
HI9BO1 200 - 230 4 0,736111@,07667820,7082369
H22C01 220 - 240 3 0,65625 0,113760%210938
C139 230 - 240 2 0,375| 0,46093163046875
HOBO7 200 - 230 3 0,625| 0,14843TH5859375
H4F06 200 - 230 3 0,56 0,248 0,5024
pramér - 3 0,59 0,21 0,54

Obrazeke. 58: Polyakrilamidovy gel
Zkratky: 11 — oditda Klimentina donor, 12 — oifla Klimentina explantat, 13 — adta Jan
Palach donor, 14 - oiila Jan Palach explantat, 15 —tmt Fortissimo donor, 16 — adta

Fortissimo explantat, 17 — agdfa Julius Fabianics de Misefa donor, 18 -addrJulius Fabia-

nics de Misefa
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6 ZAVER

Prace byla zattena na zalozZeni explantatové kultury vybranychiddazi. ZaloZzeni
primarni kultury i dalSitstin vitro jednotlivych odiéd ovliviiuje doba odéru explanta-
tu.

Ne¢které odtdy reagovaly I1épe na zimni atb(Jan Palach, Fortissimo a Julius
Fabianics de Misefa), ale jiné rychleji vzchazetylgtnim odkru (Klimentina, Pastora-
le). Odiidu Pastorale se z odebranych puperzimnim obdobi nepotito do podmi-
nek ,in vitro* prevést.

Segmenty @Zi byly sterilizovany 0,2% roztokem chloridu thatého v dob
3 — 13 minut dle sily a vyzralosti odebraného maher

Pro multiplikaci oditd razi ,in vitro* byla vybranaii média s rozdilnym sloze-
nim ristovych regulatdr. Byla to média Murashige a Skoog (1962), které mduzito
dvakrat siiznym sloZzenimustovych regulatagr a Wood plant medium (1980). Opti-
malni bylo stidani jednotlivych médiidhem kultivace.

Pro fazi zakeenovani byla pouzita média Murashige a Skoog (MSrsgenym
obsahem sachardzy na 2% a medium MS o p&tdkioncentraci bezistovych regula-
tori s pfidavkem aktivniho uhli.

Aklimace byla provedena &tyt odrid, a to u odidy Klimentina, Jan Palach,
Fortissimo a Julius Fabianics de Misefa. Tato fida UsgsSna pameérne z 90%.

Genova banka — dlouhodobd kultivagemzkych teplotach - byla zakladana na
médiu MS s 2% sachardzy baitovych regulatdr. Toto médium bylo vybrano jako
nejlepsi zetyi zkousenych médii. Po dvowegicich kultivace $ teplo€ 6 — 8°C byla
kultivace stale 100%.

Analyzy DNA potvrdily @dekavané vysledky. Shoda donorovych rostlin a ex-
plantafi byla 100% az na odldu Klimentina, kde je prawgodobné, Ze doSlo k zé&me

vzorku.
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: Odfida Klimentina po vylahvovani

: Odiida Klimentina po Sesti tydnech

: Odifida Fortissimo po vylahvovani

: Odfida Fortissimo po jedenacti tydnech

: Odfida Julius Fabianics de Misefa po vylahvovani
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Odfida Jan Palach H 2% sachar6za — tepki|sv

Odfida Jan Palach H 5% sachar6za, 3% mandza — teptim sv
Odiida Jan Palach MS 2% sachar6za — tepitigsv

Odiida Jan Palach MS 5% sachardza, 3% manoza — tegllo, s
Odfida Fortissimo H 2% sachar6za — teplétlev

Odfida Fortissimo H 5% sachar6za, 3% mandza — tepitipsv
Odiida Fortissimo MS 2% sachardza — teplétlsv

Odiida Fortissimo MS 5% sacharé6za, 3% manodza — tepitps
Odfida Jan Palach H 2% sachar6za — chlagtisv

Odfida Jan Palach H 5% sachar6za, 3% mandza — chédid, sv
Odfida Jan Palach MS 2% sachar6za — chlafilosv

Odfida Jan Palach MS 5% sachar6za, 3% manoza — chdid, s
Odfida Fortissimo H 2% sachar6za — chladtlsv

Odfida Fortissimo H 5% sachar6za, 3% mandza — chlgtpsv

: Odfida Fortissimo MS 2% sachar6za — chladilev

Odfida Fortissimo MS 5% sachar0za, 3% manotza — chiétos
Odfida Klimentina MS 2% sachar6za — teplaostiy

Odfida Jan Palach MS 2% sachar6za — tepkilesv

Odfida Fortissimo MS 2% sachardza — chladtlev

Odiida Pastorale MS 2% sachar6za — tepl&tlcv

Odiida Julius Fabianics de Misefa, MS 2% sachardzale,tewtlo
Odfida Klimentina MS 2% sachardza — chladstiev

Odfida Jan Palach MS 2% sacharéza — chladlosv

Odfida Fortissimo MS 2% sacharoza — chladilev

Odfida Pastorale MS 2% sacharéza — chlagtlev

Odfida Julius Fabianics de Misefa MS 2% sachar6zaadchkkétio
Dendrogram podobnosti

Polyakrilamidovy gel
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Tabulka¢. 2: Slozeni zakladniho média Murashige a Skoog§2)19
Tabulka¢. 3: SloZeni média Wood plant medium (WPM)
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10 SEZNAM ZKRATEK

2-iP — isopentenyladenin

2,4-D - 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

ABA - kyselina abscisova

AKRYL/BIS — akrilamid/bisakrylamid

APS — amonium persulfat

BA — benzyladenin

BAP — benzylaminopurin

H — médium % Murashuge a Skoog médium lstovych regulatdr s gridavkem ak-
tivniho uhli

IAA — indoly-3-octova kyselina

IBA — indoly-3-méselna kyselina

MS — Murashige a Skoog médium

MSM — Murashige a skoog médium s 0,7 MdIA a 0,1 mgt IBA
NAA — naftyloctova kyselina

PCR - polymerazovietizova reakce

TBE — trishydroxymethyldiaminomethan

TEMED - tetramethylendiamin

UPGMA — metoda parovani pomoci nevazenych aritrkatic prtamera

WPM — wood plant médium
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11 PRILOHY

Seznam Filoh:

Prilohac. 1: Tabulky
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: Vysledky zkouSeného média pro genobanku

: Sumarni tabulka pro mnozeni jednotlivychiaoldn vitro

Prilohac. 2: Poster — prezentace pro Floru Olomoutezén 2015



Piiloha ¢. 1: Tabulky

Tabulka¢. 1: Vysledky sterilizace

Odruda % rostou- % nekrotizova- % kontaminova-

cich explan- | nych explantati nych explantati
tata

Klimentina 60 20 20

Jan Palach 100

Fortissimo 100

Pastorale 20 60 20

Julius Fabianics de Mi- 60 40 0

sefa

Tabulka¢. 2: Hodnoceni znadku odiidy Jan Palachip6 — 8 °C

Odruda Jan Palach — chlad a sitlo

Hodnocené ZkouSena média
znaky

H 2% sa- | H 3% manodza| MS 2% sacha;r MS 3% mandzg
chardza 5% sachar6za roza 5% sacharé6za

Vzrust Maly — cca - Maly — cca | Maly — cca 1cm

lcm 1,5cm
Zakorenéni 100% - 66,67% 100%
Délka korenu lcm - 3cm 1,5cm

Tvorba kalusu

- 100%

Zasychani

listé




Tabulka¢. 3: Hodnoceni znadku odiidy Jan Palachip23°C

Odrida Jan Palach — teplo a sitlo (kontrola)

Hodnocené znaky

ZkousSena média

H 2% sa- | H 3% mano6zg MS 2% sacha; MS 3% mandzg
char6za | 5% sachar6za roza 5% sacharé6za
Vzrust Vysoky — | Maly — cca Maly — cca | Maly — cca 1cm
cca 3,5cm 1,5cm 1,5cm
Zakorenéni 100% 66,67% 33,33% 66,67%
Délka koreni 1,5-6cm 1,5-3cm 1-3cm 1,5-3cm
Tvorba kalusu - - - -
Zasychani listi - ano ano ano

Tabulka¢. 4: Hodnoceni znaku odfidy Fortissimo p 6 — 8 °C

Odruada Fortissimo — chlad a s#tlo

Hodnocené znaky

ZkouSena média

H 2% sa- | H3% man6za| MS 2% | MS 3% manozg
char6za 5% sachar6za| sachar6zal 5% sacharoza
Vzrast Maly — cca Maly — | Maly — cca 1cm
1cm cca 1,5cm
Zakorenéni - 25% - -
Délka korenu - 1-2cm - -
Tvorba kalusu 50% 75% - -
Zasychani lista Ano — 50% - ano ano




Tabulka¢. 5: Hodnoceni znaku odfidy Fortissimo pi 23 °C

Odrida Fortissimo — teplo a s#tlo (kontrola)

Hodnocené znaky ZkouSena média
H 2% sacha{ H 3% manézi MS 2% sa- | MS 3% mandza
roza 5% sachar6z charé6za 5% sachar6za
Vzrust cca 2cm - cca 2,5cm cca 2cm
Zakorenéni 100% - 100% -
Délka koreni 2cm - 2cm -
Tvorba kalusu - - - -
Zasychani lista ano - ano ano
Tabulka¢. 6: Vysledky kontroly pro genobanku
MS 2% sachardza — teplo a sitlo
Hodnocené Klimentina | Jan Pa- | Fortissimo| Pastorale Julius F de
znaky lach Misefa
Vzriast 2-3cm 1-2| 1-2cm | 15-3cm 15-3crn
cm
Zakorenéni 60% 40% 60% 100% 60%
Délka koreni 1-4cm 1-4|1-25cm| 05—-6cm 05-1crn
cm
Tvorba kalusu - - - - -
Znamky zasy- ano ano ano ano ano
chani listi




Tabulka¢. 7: Vysledky zkouSeného média pro genobanku

MS 2% sachar6za — chlad a sitlo

Hodnocené Klimentina | Jan Fortissimo Pastorale| Julius F. de
znaky Palach Misefa
Vzrast 1-2cm 1-2 1-2cm 1-2cm 1,5-3cn
cm
Zakorenéni 40% 50% 30% 20% -
Délka koreni 1-4cm 1-4 |05-15cm 05-1cm -
cm
Tvorba kalusu - - - - -
Znamky zasy- ne ne ano ano ne
chani listi




Tabulka¢. 8: Sumarni tabulka pro mnoZeni jednotlivychimdn vitro

Odrida Odbér Sterilizace Media MS 2BA/0,1| Zakorenovani Prevod na| Piresazeni/ vzist/
0,2% NAA, 0,7BA/0,1 IBA, mnozarnu .
% MS bez RR ujimatelnost
| WPM 1,7 BA
HgCl2 (mi- |
o doba/ délka kareni
nuty) Prepasazovani/ mno
cm
Zitelsky koeficient
Klimentina letni 3-13 4 tydny/ 2 3 tydny/3 6 tydln 8 tydni/ 30 cm
vzrast/ 100 %
Jan Palach zimni 5-13 3 tydny/3 2 tydny/5 6 tydin 8 tydni/40 cm
vzrast /100%
Fortissimo zimni/ 3-11 3 tydny/2 3 tydny/3 11 tydn 3 tydny/11 cm
letni vzrast/80%
Pastorale letni 3-11 3 — 4 tydny/2 - - -
Julius Fabianics de| zimni/ 3-11 3 — 4 tydny/2 3 tydny/1 12 tyfdn 3 tydny/ 15 cm
Misefa letni vzrast/ 100%




Priloha ¢. 2: Poster — prezentace pro Floru Olomoudezbn 2015

Zachrana genofondu vybranych starych odrid riuZi z aredlu Flora Olomouc
pomoci mnoZeni in vitro.
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