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Abstrakt

In vitro indukovana polyploidie u Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link

Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link patfici do celedi hluchavkovité
(Lamiaceae) je léciva rostlina pavodem =z Portugalska. V lidovém 1écitelstvi
se tato rostlina vyuziva na 1ébu zalude€nich kieci nebo zazivacich problému, zanétq,
dychacich potizi nebo na povzbuzeni traviciho traktu. Taktéz se pfidava do koupeli
anebo je vyuzivana pro vyrobu lihovych masti pfi zalude€nich kfec€ich. V soucasné dobé
je rozsifena po celém svéte, nejCasteji péstovana na zahradach jako kotfeni nebo bylina.

Cilem této prace bylo ziskat autopolyploidni rostliny z pivodnich diploidnich
(matetskych) rostlin (2n=2x=28), pomoci in vitro indukované polyploidizace.

Polyploidie byla indukovana u nodalnich segmentt péstovanych na MS médiu
(Murashige & Skoog 1962). Jako antomitotické Ccinidlo byl pouzit oryzalin
v koncentracich 20, 40 a 60 uM/l po dobu 24 a 48 hodin. Uroveii ploidie u ovlivnénych
rostlin byla stanovena pomoci prutokové cytometrie.

Celkem byla ziskana jedna tetraploidni a jedna mixoploidni rostlina. Tetraploidni
rostlina byla ziskana v koncentraci oryzalinu 20 pM/l po dobu plsobeni 24 hodin
a mixoploidni rostlina byla ziskana v koncentraci 60 pM/I po dobu puisobeni 24 hodin.

U novych genotypt byly zjistény urcité morfologické rozdily oproti pivodnim
(matetfskym) rostlinam. Nové genotypy méli napt. vyssi vzrust, vy$si poCet vétveni, vetsi
kotfenovy systém, délku kofent nebo vétsi velikost kvéti. Podle dostupnych zdroja byla

metoda in vitro indukovana polyploidie u 7. camphoratus pouzita poprvé.

Klic¢ova slova: autotetraploid, in vitro, Lamiaceae, mikropropagace, mixoploid,

oryzalin, polyploidie, pritokova cytometrie



Author’s abstract

In vitro induced polyploidy in Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link

Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link belonging to the Lamiaceae family, it
is a medicinal plant native to Portugal. In folk medicine this plant is used to treat stomach
cramps or digestive problems, inflammation, respiratory problems or to stimulate the
digestive tract. It is also added to baths or used to make alcohol ointments for stomach
cramps. Currently it is widespread throughout the world, most often grown in gardens as
a spice or herb.

The aim of this work was to obtain autopolyploid plants from the original diploid
(mother) plants (2n=2x=28), using in vitro induced polyploidization.

Polyploidy was induced in nodal segments grown on MS medium (Murashige
& Skoog 1962). Oryzalin was used as an antimitotic agent at concentrations of 20, 40 and
60 uM/1 for 24 and 48 hours. The ploidy level of the affected plants was determined by
flow cytometry.

A total of one tetraploid and one mixoploid plant was obtained. The tetraploid
plant was obtained at an oryzalin concentration of 20 uM/I for 24 hours and the mixoploid
plant was obtained at a concentration of 60 pM/1 for 24 hours.

Some morphological differences were found in the new genotypes compared to
the original (mother) plants. For example, the new genotypes had a taller stature, a higher
number of branches, a larger root system, a longer root length or a larger flower size.
According to available sources, the in vitro induced polyploidy method was used for the

first time in 7. camphoratus.

Key words: autotetraploid, in vitro, Lamiaceae, micropropagation, mixoploid,

oryzalin, polyploidy, flow cytometry
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1. Uvod

Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link je endemicky druh a vytrvala
aromaticka rostlina z celedi hluchavkovité (Lamiaceae), ktera je Casto péstovana pro své
okrasné, kulinarské a 1écebné ucely (Salgueiro et al. 1997; Shmeit et al. 2020).

Rostlina rodu Thymus, podskupiny Thymastra, pochazi z Portugalska, kde bylo
zaznamenano jedenact druht rostlin tohoto rodu, zahrnuté v péti sekcich, mezi které patfi
endemicky Thymus caespititius ze severozapadniho Pyrenejského poloostrova a Madeiry
a Azorskych, endemicky Thymus mastichina na Pyrenejském poloostrové a endemicky
T. camphoratus, vyskytujici se na jiznim a jihozapadnim portugalském pobtezi (Salgueiro
et al. 1997; Miguel et al. 2004).

Obdobn¢ jako pro jiné rostliny tohoto rodu, je pfirozenym prostiedim oblast
sttedozemniho more, kde se Thymus camphoratus naléza ve vétsim mnozstvi na nizsich
svazich hor, v podrostech, na pustych bfezich nebo na stinnych stanovistich. Jedna se
o vytrvalou a velmi vétvenou rostlinu s lodyhou dosahujici vysky 40 cm, pfiCemz u nas
se pestuje v zahradach a vyuziva se jako kuchyriské koteni (Pohl 1885; Dlouhy 1900).

Bylinné 1€ky ziskané z tymianu se od starovéku pouzivaly k l1écbé alopecie,
bronchitidy, kasle, zanétd, koznich infekci a gastrointestinalnich potizi. V lidovém
lécitelstvi se rostlina vyuziva na 1écbu zaludeCnich kieci nebo zazivacich problémi,
zanétl, dychacich potizi nebo na povzbuzeni traviciho traktu. Taktéz se pridava
do koupeli anebo je vyuzivana pro vyrobu lihovych masti pfi zaludeCnich kfecich
(Dlouhy 1900; Shmeit et al. 2020; Navratilova et al. 2021).

Rostlinna téla obsahuji Sirokou skalu ucinnych latek a silic vCetné, kafru, cineolu,
karvakrolu, borneolu, linaloolu, flavonoidd aj. Obdobné jako u jinych rostlin rodu
Thymus, je hlavni slozkou oleje thymol, u kterého byly prokazany antibakterialni,
antimykotické, antibiotické, antiseptické a protizanétlivé u€inky, coz ma za nasledek jeho
1éCebné vyuziti (Navratilova et al. 2021).

U T. camphoratus je mozné pomoci in vitro indukované polyploidie ziskat
genotypy se specifickymi morfologickymi a fytochemickymi vlastnostmi.

Polyploidie je povazovana za metodu zvySovani potencialu rostlinné produkce
a je znamo, ze genomické mnozeni muze zvysit produkci sekundarnich metabolitd

a také kvalitativné zlepsit jejich biochemicky profil (Tavan et al. 2015).



2. Literarni reSerse

2.1 Taxonomie, botanicky a morfologicky popis

Thymus camphoratus patii do fadu hluchavkotvaré (Lamiales). Tento rad zahrnuje
28 &eledi a asi 28 tisic druhd rostlin. Rad hluchavkotvaré zahrnuje &eledi pf. Acanthaceae,

Callitrichaceae, Lamiaceae, Oleaceae, Paulowniaceae a dalsi.

Taxonomické zarazeni Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link je:

—  Rise rostliny (Plantae)

— Oddéleni krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)

— Trida vys$si dvoudélozné rostliny (Rosopsida)

— Rad hluchavkotvaré (Lamiales)

—  Celed’ hluchavkovité (Lamiaceae)

— Rod Thymus

— Druh Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link

(BioLib 2004; Global Biodiversity Information Facility 2022)

2.1.1 Celed’ Lamiaceae

Celed Lamiaceae je vyznamna rostlinna eled’, ktera se sklada z 250 rodd a vice
nez 7 000 druhd. Siroké mnozstvi druh obyva rizné ekosystémy a ma velkou
rozmanitost s kosmopolitnim rozsifenim (Stankovic 2020). Druhy rodu Lamiaceae
jsou vytrvalé nebo jednoleté byliny se Ctvercovymi stonky s jednoduchymi a opacné
uspofadanymi listy. Nekteré druhy jsou dievité kefe a polokefe, mnohem méné casto
jako listové sukulenty, kiovité liany nebo stromy (Mennema 1989).

K celedi Lamiaceae patfi 12 hlavnich podceledi; Prostantheroideae (2 rody pf.
Westringieae, Chloantheae); Nepetoideae (3 rody pt. Elsholtzieae, Ocimeae, Mentheae);
Ajugoideae (4 rody pf. Rotheceae, Teucrieae, Ajugeae, Clerodendreae);, Lamioideae
(13 roda pt. Lamieae, Leonureae, Synandreae) a dalsi. Charakteristickou vlastnosti
mnoha druht je vétSinou pfijemné aroma, napt. medunky lékarské (Melissa officinalis).
Mnoho druhti rostlin se péstuje pro okrasny tcel a rychle rostouci teak (Tectona grandis)
je nejCasteji pestovana dievina v tropech, pficemz jeho difevo ma vsestranné vyuziti (Zhao

et al. 2021).



2.1.2 Rod Thymus

Rod Thymus zahrnuje vice nez 190 druh rostlin, z nichz vétSina pavodem pochazi

z Pyrenejského poloostrova, oblasti Sttedomoti a Afriky. Odlisuje se po¢tem a morfologii

chromozomt. V ramci nékterych studii, je publikovano nékolik druht s rznymi

chromozomovymi ¢isly od 2n=24 az 2n=60. Rod Thymus zahrnuje 8 sekci, které jsou

rozdélené na bazi spole€ného haploidniho chromozomového Cisla. Thymus camphoratus

(2n=28 a 30) se tadi do sekce , Thymus“ spoleén€ s Thymus vulgaris (2n= 28 a 30)

a Thymus zygis (2n= 14, 28 a 58). Sekce Serpyllum pokryva nejveétsi ¢ast v celém regionu,
kromé& Madeiry a Azorskych ostrovii (Jalas & Kaleva 1967; Stahl-Biskup & Saez 2003).

Tabulka 1: Rozdéleni rodu Thymus do sekci podle haploidniho chromozomového cisla

Sekce Spolecné Priklady druhu Puvodni vyskyt
haploidni spadajicich do sekce
chromozomové
Cislo
. s Pyrenejsky pol.
Micanthes T. caespititius 4S7 Afrika
- —_ ” Endemické na
Mastichina T. mastichina a dalsi S
n=15 Pyrenejském pol.
T. vulgaris, T. Z Stredomoii a S
Thymus camphoratus, T. zygis, Afrika
T. carnosus, T. hyemali
Piperella T. piperella lgggggllg{:a v
.. . Endemické na
Teucrioides I. teucrioides, T. thracicus g1 4ng Albanie
a dalsi Y
a Recka
T. moroderi, T. Pyrenejsky pol.
Pseudothymba n=14 cephalotos, T. longiflorus, a SZ Afrika
T. membranaceus
Stredomoti, Mala
Hyphodromi T. cilicicus, T. comptus Asie, oblast
Cerného more
T. comosus, T. doerfleri, Cely region,
Serpyllum T. herba-barona, kromé Madeiry a

T. longicaulis a dalsi

Azorskych ostrovu

Zdroje: (Jalas & Kaleva 1967; Stahl-Biskup & Saez 2003; Kondo et al. 2008; Mahdavi

& Karimzadeh 2010), sestaveno do tabulky



2.1.3 Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link

Thymus camphoratus je diploidni rostlina, ktera je znama také pod nazvy Thymus
mastichina var. camphoratus (Hoffmanns. & Link) Malag., Thymus algarbiensis Lange,
Thymus camphoratus subsp. congestus FM.Vazquez, Pinto Gomes & Paiva Ferr.
V Ceské republice je obecné znama pod nazvem duska, tymian, kafr nebo matefidouska.

Je to vytrvaly ket s zivotnosti ptiblizné 10 az 15 let, plané rostouci v jizni Evropé
a nejvice rozSifeny je na jiznim a jihozdpadnim portugalském pobfezi. Dnes
se tato rostlina péstuje po celém svéte (Miguel et al. 2004; Shyamapada & Manisha 2016).

Rostlina je dvoudoma a vrostlinnych spoleCenstvich se vyskytuji
jak hermafroditni, tak samici jedinci. PIn€ vzrostla rostlina muze byt 30 az 50 cm vysoka,
se Ctythrannym stonkem a vétvemi; kdy stonek s vékem dfevnati a ma vodorovny
1 vzpfimeny habitus (Naumann 1886; Mustafa et al. 2020).

Bezlodyzné listy jsou vstficné, kratice fapikaté, vejCité az trojuhelnikovité
nebo kosnikovité, které jsou 6-12 mm dlouhé a 2—4,5 mm §iroké. Listy jsou na lici zelené,
lysé nebo chlupaté, jehoz povrch je poset s hustymi zlutavymi kulovitymi zlazkami. Listy
jsou rubu bélavé plstnaté, slabé podvinuté, na vrcholu tupé nebo $picaté (Sir 1889;
Shyamapada & Manisha 2016).

Kvétenstvi ma podobu shloucenych lichopieslent s nerovnym kalichem. Listeny
jsou stfechovité nebo vejcité, které maji zlutou, bilou nebo fialovou barvu. Kalich kvétu
ma zvonkovity tvar a koruna je pyskata, kdy dolni pysk ma nestejné velké laloky. TycCinky
jsou vyniklé a semenik mé gynobazickou ¢n€lku. Rostlina kvete v ¢ervnu az Cervenci.
Plodem jsou tvrdky, které maji elipsoidni tvar tmavohnédé¢ barvy, obsahujici velmi mala
kulatd semena, ktera si zachovavaji kli¢ivost po dobu 3 let (Dlouhy 1900; Mewes et al.
2008; Shyamapada & Manisha 2016).

Mnohé studie uvadi u 7. camphoratus somaticky pocet chromozomt 2n=2x=28
(Mewes et al. 2008) a 2n=2x=30 (Jalas & Kaleva 1967, Pirbalouti et al. 2015).

Fotografie z védecké studie o flore Stiedomoii (Mediteranu) znazorfiuje
karyotypy u Thymus thracicus. Ten se fadi do sekce Teucrioides o chromozomovém cisle
2n=28 a vzhled karyotypu je velmi podobny jako u 7. camphoratus (viz. Obrazek 1)
(Kamari et al. 1994).
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Obrazek 1: Karyotyp Thymus thracicus
Autor: Kamari et al. (1994)

2.2 Puvod a rozSireni

Thymus camphoratus je endemicky druh malého Gzemi na atlantickém pobiezi
Portugalska (Obréazek 2), lokality lezi pfiblizn€ mezi mésty Sinis a Lagos, ktery patii
do sekce Thymus, podsekce Thymastra (Salgueiro et al. 1997).

2.3 Péstovani a rozmnozovani

Ve volné prirodé a v zahradnictvi se prevazné rozmnozuje semeny. Na zahradach
se osivo vyséva Casné€ zjara mélce do pudy. V zahradnictvi lze vysévat jak na jafe,
tak 1 na podzim do skleniku (Bily 1927, Plants Future 2021). Kliceni muze byt
nepravidelné. Jakmile jsou sazenicky dostatecné velké, aby se s nimi dalo manipulovat,
presadi se do jednotlivych kvétinacu a péstuji se ve skleniku alespon prvni zimu. Dorostlé
rostliny se nasledn€ vysazuji do pudy v 1ét€ nebo nasledujici rok na jare (Kalandra 1927).

Thmyus camphoratus lze mnozit 1 ve skleniku pomoci kofenovych fizkda,
fizkovanim mladych vyhonki, nebo odfezkli z polovyzralého dieva v letnim obdobi
anebo oddélovanim trsii na jafe nebo na podzim (Ozgiiven & Tansi 1998; Daji¢-
Stevanovic et al. 2008; Shyamapada & Manisha 2016; Plants Future 2021).

Thymus camphorathus preferuje lehkou, dobie propustnou vapenitou pudu
a slunné stanovisté. Rostliny snaseji obCasné seslapavani a lze je péstovat ve sparach cest

nebo v kvétina€ich. Tymian dobfe snasi sucho a nema rad vlhké podminky,
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zejména v zimé&. Po odkvétu je nutné rostlinu sefiznout (Bily 1927; Kalandra 1927; Plants

Future 2021).

Obrazek 2: Porost Thymus camphoratus  Obrazek 3: Kvét Thymus camphoratus
Autor: Fleurs des Montagnes (2011) Autor: BOTANY.cz (2017)

2.4 Vyuziti

Rostliny z Celedi Lamiaceae zahrnuji vyznamné aromatické 1éCivé rostliny,
které se v zemich Stiedomofii pouzivaji v tradi¢ni medicing jiz tisice let a produkuji
pozoruhodné mnozstvi tékavych sloucenin a extrahuji se jako esencialni oleje (EO).
Pouzivaly se jiz ve starovéku pro své cenné zdravotni vlastnosti, které jsou spojeny
s lécivymi latkami a jejich chemickymi slozkami, zejména EO. Mezi témito druhy
jsou Thymus vulgaris a Thymus camphoratus bézné pouzivané rostliny jako lécivy
prostiedek a kulinarska bylina a maji také dlouhou historii pouzivani pro rizné
potravinaiské, kosmetické nebo 1écebné ucely (Salehi et al. 2018). Mezi hlavni EO
z matefidousky patii fenolové monoterpenové derivaty cymenu, thymolu a karvakrolu

(Obrazek 4) (Hosseinzadeh et al. 2015; Salehi et al. 2019).
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Obrazek 4: Hlavni chemické struktury terpent (thymol, karvakrol a cymen) nalezenych
v tymianové silici

Autor: Nieto (2020)

Thymus vulgaris (Obrazek 5) a Thymus zygis (tymian Spanélsky, tymian bily) maji
velky hospodarsky vyznam diky vysokému obsahu thymolu. Z obchodniho hlediska
jsou slozky, které maji nejvétsi hospodarsky vyznam u téchto rostlin thymol (68,1 %)
a karvakrol (10 %), které tvoti vétSinu a nejvice ucinnych latek v rostlinach. EO vsak
obsahuji vice nez 60 slozek, z nichz vétSina ma vyznamné piiznivé ucinky, vcetné
antiseptickych, antirevmatickych, antioxidacnich, antimikrobialnich, protinadorovych
a mnohych dal§ich vlastnosti (Nabavi et al. 2015; Salehi et al. 2019; Nieto 2020).

U vsech druhti a odriid tymianu se komercné vyuzivaji hlavné listy, a to k riznym
uceltim, od koteni az po bylinkafstvi. Dal§im dalezitym vyuzitim, které se tyka predevsim
druht T. zygis, Thymus hyemalis, Thymus corydothymus (Obrazek 6, 7 a 8) a nekterych
dalSich, je ziskavani silic destilaci. Esence z tymidnu mé& mnohostranné vyuziti
jak v Iékarstvi, tak v parfumerii. Z tymianové silice se ziskavaji balzamické, vermicidni
a baktericidni latky pro velmi rozmanité pouziti (Nabavi et al. 2015; Nieto 2020).

Stejné jako T. vulgaris se T. camphoratus od starovéku pouzival jako ucinné
1é¢ivo k hojeni a 1écbé€ proti infekcim hrudniku a vyvolani slin. Rostlina se pouzivala
také ke hnojeni a v lidovém IécCitelstvi se uziva z né€kolika divodu, naptiklad
pro své protikieGové, modopudné, protihlistové a expektoraéni vlastnosti. Cerstvé listy se
dnes uzivaji jako kofeni k ochuceni pro svou chut' pii vafeni nebo k ulevé od bolesti
v krku. Rostlina se také pouziva jako u¢inny prostiedek pti zanétech dychacich cest a plic
(bronchitida, faryngitida, ¢erny kaSel) a také k 1é¢bé parazitd u déti. (Bily 1927;
Verdaguer 1929; Fachini-Queiroz et al. 2012; Shyamapada & Manisha 2016).

-7 -



Olej a vytazky z T. camphoratus maji 1 Sirokospektralni antibakterialni ucinky
proti bakteriim zpusobujicim kaZzeni potravin a otravy potravin a proti bakteriim
souvisejicim s onemocnénimi lidi z potravin (Hosseinzadeh et al. 2015; Shyamapada &
Manisha 2016). Studie taktéz prokazaly, ze esencialni olej ma antiseptické, antioxidacni,
antivirové, antimikrobialni, svalové relaxacni a karminativni vlastnosti (Shyamapada
& Manisha 2016; Labiad et al. 2022). Slozky esencialniho oleje, thymol a karvakrol,
predstavuji u€inky na zanétlivou reakci (Bily 1927; Verdaguer 1929; Fachini-Queiroz et

al. 2012; Shyamapada & Manisha 2016).

Obrazek S: Thymus vulgaris Obrazek 6: Thymus zygis
Autor: Nieto (2020) Autor: Nieto (2020)
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Obrazek 7: Thymus hyemalis Obrazek 8: Thymus corydothymus

Autor: Nieto (2020) Autor: Centre of Natural and Cultural
Heritage (2022)



2.5 Mikropropagace

Mikropropagace je technika péstovani rostlinnych tkanovych kultur,
ktera se pouziva k péstovani izolovanych rostlinnych bunék, pletiv a organti v axenickych
podminkach (in vitro) za ucelem regenerace a mnozeni celych rostlin. Tato technika
ma oproti konvenénimu vegetativnimu mnozeni mnoho vyhod, jako napf. mnozeni
velkého poCtu rostlin bez patogent v kratkém Case a s vysokou uniformitou (Iliev et al.
2010; Kumar & Reddy 2011).

Uspé&snost mikropropagace ovliviiuje nékolik faktort, jako je slozeni kultivaéniho
média, kultivani prostiedi a genotyp. Ur€ité druhy plodin patfily mezi primarni
produk¢ni modely pro komercéni metody a systémy mikropropagace. Mezi tyto druhy
patii: kvétiny a okrasné druhy (orchideje); plantazni plodiny (banany, ananas, cukrova
titina); zeleninové plodiny (brambory) atd. Mikropropagace se stala dilezitou soucasti
komer¢niho péstovani mnoha rostlin, protoze ma své vyhody jako systém mnozeni (Iliev

et al. 2010; Loberant & Altman 2010).

2.5.1 Mikropropagace léCivych rostlin

Jiz od pradavna bylo mnoho 1é¢ivych rostlin vyuzivano k 1éeni mnoha nemoci.
Staroveéké pisemné zaznamy mnoha civilizaci (napt. egyptské, fimské, ¢inské) podavaji
presveédcivé dukazy o pouzivani 1éCivych rostlin. V soucasné dobé existuje mnoho
zavedenych bylinnych a rostlinnych 1é¢ebnych postupi (4jurvédska medicina v Indii),
které jsou popularni v mnoha castech svéta. V poslednich dvou desetiletich doslo
k velkému nartstu vyzkumu a studii 1éCivych rostlin a byla objevena fada novych
lécivych latek a doSlo k pokroku ve vyrobé. Mezi léivymi rostlinami se vétSina
vyzkumnych studii zabyva produkci a biotransformaci farmakologicky ucinnych latek
pomoci tkanovych kultur, které jsou Siroce vyuzivany pro komeréni mnozeni velkého
poctu druht rostlin, véetné mnoha 1é¢ivych rostlin (Bajaj et al. 1988; Rout et al. 2000;
Sidhu 2010).

Farmaceutické spolecnosti jsou z velké ¢asti zavislé na materidlech ziskavanych
z prirozené se vyskytujicich porosti, které se rychle vycCerpavaji. Piiblizné 40 %
slouCenin pouzivanych ve farmaceutickém primyslu pochazi pifimo nebo nepitimo

z rostlin, protoze chemickd syntéza téchto sloucCenin bud’ neni moznd nebo neni



ekonomicky vyhodna. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) uvadi, ze 80 % lidi
v rozvojovém sveéte pouziva 1éCiveé rostliny k primérni zdravotni péci (Rout et al. 2000;
Sidhu 2010).

V oblasti mikropropagace je ¢asto vénovana pozornost rostlinam, které obsahuji
slouCeniny uzitecné v lékarstvi a farmacii, nebot’ mikropropagace zajistuje dobry
pravidelny piisun 1éCivych rostlin s vyuzitim minimalniho prostoru a c¢asu. Mezi
tyto rostliny patfi naptiklad Catharanthus roseus, ktery obsahuje dimerni alkaloidy
vinkristin a vinblastin pouzivané jako protinadorové latky (Oncovin a Velban), Dioscorea
deltoidea se steroidnim sapogeninem-diosgeninem pouzivanym k vyrobé steroidii nebo
druh Digitalis obsahujici kardenolidy jako digoxin a digitoxin a mnohé dalsi druhy rostlin
(Bajaj et al. 1988; Chaturvedi et al. 2007).

Existuje mnoho faktort ovliviyjici in vitro propagaci 1éCivych rostlin. Rustové
hormony reguluji rizné fyziologické a morfologické procesy v rostlinach a do kultur
je lze ptidavat za Gi¢elem zlepSeni ristu rostlin a zvySeni syntézy metaboliti. V pfipadé
Aloe vera, ktera byla kultivovana na MS médiu obsahujici 2,0 mg 1" BAP, 0,5 mg I'' KIN
20,2 mg 1" NAA, rostlina vykazovala rychlé mnozeni vyhond a na MS médiu obsahujici
1,0 mg 1" BAP a 0,2 mg I"! rostlina vykazovala nejlepsi rist a nejvétsi podet vyhont
(Sidhu 2010).

Sekundarni metabolity u rostlin se pouzivaji jako léCiva, agrochemikalie,
aromatické latky a potravinarské ptisady. Chemicka syntéza mnoha z téchto metabolitd
je mozna pouze v rostlinach, coz vede k nadmérnému vyuzivani a hrozbe vyhynuti mnoha
druht 1é¢ivych rostlin. Tkanova kultura nabizi G¢innou a potencialni alternativu produkce
metabolitl, protoze mnozstvi sekundarnich metabolitd produkovanych v tkanovych
kulturach mize byt vyssi nez v rodiCovskych rostlinach (Chaturvedi et al. 2007; Sidhu
2010).

2.5.2 Mikropropagace rostlinnych druhu z ¢eledi Lamiaceae

Mikropropagacni techniky vyvinuté pro velkoplo§né mnozeni rostlin patficich
do cCeledi Lamiaceae jsou zalozeny predevSim na explantatech, ackoli kombinace
rastovych regulatora se lisi. Jan et al. (2016) uvadi, Ze 1éCebné vyznamné rostliny z Celedi
Lamiaceae byly uspé$né mikropropagovany pomoci tkanovych kultur, kdy ve vétSiné

pfipadii se pouzivalo MS médium s rliznymi koncentracemi auxinii a cytokinint,
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a to bud samostatn€, nebo v riznych kombinacich. Mezi lékarsky vyznamné druhy
rostlin, které byly uspésné mikropropagovany ve velkém métitku patti: Ocimum, Mentha,

Ajuga, Lavandula, Thymus, Salvia, Rosmarinus, Prunella a Coleus (Jan et al. 2016).

2.6 Slechténi rostlin

Slechténi rostlin je aplikovana, multidisciplinarni véda. Jde o aplikaci genetickych
principll a postupl spojenych s vyvojem kultivard, které vice vyhovuji potiebam clovéka
oproti schopnostem rostlin piezit ve volné piirodé. Tradi¢ni (klasické) Slechtitelské
metody jsou primarné zalozeny na kombinovani zajimavych znaka a vlastnosti po kfizeni
rodicovskych rostlin. Témito metodami je mozné vytvorit odrudy, které budou mit lepsi
vlastnosti nez rostlina ptivodni (napf. vétsi vynos, vyssi odolnost vi¢i suchu a rostlinnym
Skudcim nebo odolnost vuéi mrazu). Do tradiénich konvencénich metod Slechténi
se zafazuji metody vybéru, kiizeni, heterozniho Slechténi ¢i mutacniho a polyploidniho
Slechténi (Curn 1995; Graman & Curn 1997; Gepts & Hancock 2006; Smarda 2016).

Metoda vybéru je nejstarsi Slechtitelskou metodou, ktera zahrnuje vybér
z populaci konkrétnich rodicovskych jedinct Slechténych druht, ktefi vynikali svymi
prospésnymi a zadoucimi vlastnostmi. V minulosti tak doslo k vybéru planych druht
travin jako predki pro dnesSni obiloviny. Vybérem se zaroven vyluCuji jedinci
s nezadoucimi kombinacemi znakli a vlastnosti. Pfirodni vybér je daleko pomalejsi
metodou oproti umélému vybéru, a proto se v dneSni dobé vyuziva zejména druhé
varianty. Touto metodou lze efektivnéji selektovat druhy rostlin s urCitymi znaky
a vlastnostmi, kdy jedinci s nevhodnymi znaky jsou z procesu vyfazovani (Graman
& Curn 1997; Smarda 2016)

Druhou nejstarsi Slechtitelskou a nejpouzivanéj§i metodou je metoda kiizeni
(hybridizace). Kfizeni je termin, kterym se oznaCuje rozmnozovani jedinci dvou
odlisnych druha rostlin, jejichz potomek je nasledné oznacovan jako kiizenec (hybrid).
Kfizenim dochézi ke splynuti genetickych informaci dvou nebo vice rodi¢ovskych
rostlin, kdy se tito jedinci odliSuji svym genetickym zakladem a jsou nositeli urcitych
znakll nebo vlastnosti. Ke vzniku rostliny o novém genetickém obsahu dochazi splynutim
samcich a samicich pohlavnich bunék (pfeneseni pylu z pestikll jedné rostliny na bliznu
rostliny druhé). U rostlin muize dochazet ke kiizeni jak wvnitrodruhovému,

kdy rodi¢ovskymi komponenty jsou dvé rostliny stejného druhu, tak ke kiizeni
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mezidruhovému, kdy rodicovskymi komponenty jsou dvé rostliny druhu odlisného
(Curn 1995; Graman & Curn 1997; Rieseberg & Carney 1998; Smarda 2016).

Ve 20. stoleti se povedlo kiizenim ziskat hybrida Dianthus caryophyllus barbatus,
kterou vytvoril Thomas Fairchild zkiizenim Dianthus barbatus a Dianthus caryophyllus
(Rieseberg & Carney 1998).

Heterozni Slechténi je proces, pfi némz nevznikaji trvalé odrady, nybrz odridy
typu F1, které se musi kazdy rok ze znamych rodicovskych komponent znovu vytvaret.
Touto metodou je mozné vytvaret rostliny, u kterych lze pozorovat zvétSeni a mohutnost
rastu jednotlivych organd, zvySeni vynosu, zivotnosti, plodnosti, ranosti a odolnosti vici
nepfiznivym podminkam. Tato generace vnikne kfizenim geneticky rozdilnych genotypt
rostlin (Graman & Curn 1997).

Metoda mutacniho Slechténi je zalozena na ndhlé dédiéné zmeéné genotypu
rostliny, ktera se dédi na potomstvo. K mutacim muaze dochazet u rostlin samovolné
(spontann€) nebo mohou byt uméle vyvolané (indukované). Samovolné (spontanni)
mutace jsou pomeérné vzacné, nebot u rostlin vznikaji chybou v replikacnim a repara¢nim
mechanismu DNA. Mutace indukované jsou naopak uméle vyvolany za pouziti
mutagenut, jako je napf. ionizujici zareni nebo chemické latky (D’Amato & Otto
Hoffmann-Ostenhof 1956; Sigurbjérnsson 1971; Graman & Curn 1997).

Polyploidizace je nejrychlejsi metodou §lechténi rostlin a zpiisobuje zvyseni poctu
chromozomt a zdvojnasobeni mnozstvi DNA v rostlinné bunce. Polyploidie je genomova
mutace, pficemz jejimi prvnimi vyzkumniky v letech 1910-1930 byli vzdélani genetici
Hogo DeVries, ktery identifikoval autotetraploidni mutanty Oenothera biennis nebo Arne
Miintzing, ktery zkoumal polyploidii u Dactylis glomerata, Secale cereale a Galeopsis
spp. a zaroven sledoval vyvoj u dalSich taxoni (Ramsey & Ramsey 2014). Prvni
polyploidizace byla zaznamenana u tabaku v podminkach in vitro (Salma et al. 2017).
Metoda je zalozena na pusobeni antimitotického ¢inidla, inhibujici ¢innost a vznik
mitotického vieténka, vedouci ke zvySeni poétu setd chromozomui v bunce vlivem
abiotického stresu nebo dalsich faktori. Polyploidizace u rostlin se vyznacuje vyraznymi
morfologickymi zménami napt. vétS§imi kvéty, listovou plochou, velikosti, vy$Sim
poctem pruduchi a chloroplastl, vys§im poctem a délkou kofenti nebo naopak
zmengenim rostlinnych organti apod. (Graman & Curn 1997; Van der Peer et al. 2017;

Shmeit et al. 2020).
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Mezi netradicni (nekonvencni) metody Slechténi fadime biotechnologické
a molekularni metody pouzivané az v poslednich desetiletich. KliCovym momentem
pro rozvoj modernich biotechnologii bylo objeveni struktury DNA v padesatych letech
20. stoleti. Mezi tyto metody patii techniky mikropropagace rostlin pomoci rostlinnych
explatatu in vitro, techniky zachovavajici puvodni genotyp a zvySujici genetickou
variabilitu. Nekonven¢éni metody Slechténi predstavuji zejména vyuziti in vitro technik
nukleové kyseliny, vCetné¢ rekombinantni DNA a pouziti pfimé injekcni aplikace
nukleové kyseliny do bun&k nebo organel (Curn 1995).

Mikropropagace se v poslednich letech stala dilezitou soucasti komercniho
péstovani kvuli rychlému mnozeni rostlinného materialu (viz kapitola 2.5).

Genové inzenyrstvi je pomérné nova metoda, ktera umoziuje pifimy zasah
do genomu organismu pomoci modernich DNA technologii. Tyto techniky se uplatiiuji
zejména ve snaze o vytvafeni produktivnéjSich rostlinnych odrid vnasenim cizorodé
DNA do genomu (modifikaci genomu), kdy cilem je ziskani genotypu rezistentnich viici
rostlinnym §ktidcim, houbovych chorobam nebo vici nepfiznivym podminkam.
U této metody lze pro modifikaci rostlinného genomu vyuzit i zivo¢igné geny (Curn 1995;

Graman & Curn 1997; Punja 2001).

2.7 Somaticka indukovana polyploidie in vitro

U rostlin byla polyploidie objevena pied sto lety a je povaZzovana za dulezity rys
evoluce chromozomu. Jeji Siroky vyskyt v pfirozenych populacich naznacuje,
ze predstavuje vyznamnou evolucni silu, ktera pohani speciaci i1 diverzifikaci rostlin.
Polyploidie je obecné definovana jako pfitomnost tfi nebo vice kompletnich kopii jaderné
sady chromozomi (De Storme & Geelen 2013).

Umeélou polyploidizaci 1ze rychleji a spolehlivéji vyvolat pomoci antimitotickych
latek, jako je napt. kolchicin, oryzalin, trifluralin, a dalsi (Eng & Ho 2019).

Polyploidie neboli duplikace celého genomu (WGD) je u rostlin Castym jevem,
zejména u kvetoucich rostlin. Odhaduje se, ze piiblizné 15 % pfipadd speciace

u angiospermt zahrnuje zménu ploidie (Dodsworth et al. 2016; Eng & Ho 2019).
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2.7.1 Antimitoticka ¢inidla

Mezi antimitoticka cCinidla patii sloucCeniny herbicidi dinitroanilinu,
které predstavuji tfidu chemickych latek se strukturou obsahujici dvé nitroskupiny
a aromaticky amin, anilin. V zemédélstvi se dinitroaniliny pouzivaji piedev§im
jako preemergentni herbicidy k regulaci trav a nékterych Sirokolistych pleveld.
Mezi dosud komercializované dinitroanilinové herbicidy patii trifluralin, pendimethalin,
ethalfluralin, oryzalin, butralin, benefin/benfluralin a prodiamin. Pfi indukci polyploidu
se pouziva n€kolik typa antimitotickych Cinidel, napf. kolchicin, oryzalin, trifluralin,
amiprofosmethyl a N>O, avSak u rostlinnych druht se nejcastéji pouzivaji kolchicin
a oryzalin. O vSech téchto chemickych latkach je znamo, ze se vazou na dimery tubulinu,
¢imz zabranuji tvorbé mikrotubult, a tedy i vietenovitych vlaken béhem bunécného
déleni. Tim brani migraci chromatid k opacnym polim. Proces je znam jako mitoticky
skluz, a kromé toho nedochéazi k cytokinezi (Talebi et al. 2017; Chen et al. 2021).

Kolchicin je dalsi silné antimitotické cinidlo, které indukuje polyploidizaci
v rostlinach. Casto je oznatovan jako antimikrotubularmni a antimitoticka latka.
Mechanismus ptsobeni kolchicinu v bunkach byl studovan jiz od 50. let 20. stoleti a dnes
je Siroce pouzivan u rostlin k oddéleni chromozomu v metafazi a k vyvolani polyploidie.
Sloucenina zarovei inhibuje tvorbu vieténka, a tim zabranuje anafazi. AvSak postupem
Casu byl kolchicin nahrazen herbicidy, které maji schopnost daleko 1épe inhibovat mitézu
(oryzalin, trifluralin apod.), diky vyssi afinité k tubulinu. Kolchicin je pfirodni alkaloid,
ktery se ziskava z celych rostlin Colchicum autumnale L., a z Gloriosa superba,
které patii do Celedi Colchicaceae. Tato latka byla nejcastéji pouzivana jako mutagen
v rostlinach diky své ucCinnosti a spolehlivosti pifi vyvolavani polyploidizace

(Bhattacharyya et al. 2008; Eng & Ho 2019).

2.7.2 Metody stanoveni ploidie

Metody pro stanoveni trovné ploidie mohou byt pfimé (pocitani chromozomu,
a prutokova cytometrie) nebo nepiimé (velikost stomat, pocet chloroplastii v ochrannych
bunkach a morfologicka pozorovani). Ke stanoveni ploidie se bézné vyuziva prutokova
cytometrie. Méfeni ploidni urovné ma nejvétsi vyznam v zaveérenych fazich haploidnich

indukénich programi. (Bohanec 2003; Shmeit et al. 2020)
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Pratokova cytometrie ma schopnost méfit optické a fluorescen¢ni charakteristiky
jednotlivych bunék nebo jakychkoli jinych ¢astic, jako jsou mikroorganismy, jadra
a chromozomové preparaty v proudu tekutiny pfi prichodu svételnym zdrojem. Zakladni
princip pratokové cytometrie souvisi s rozptylem svétla a emisi fluorescence,
ke které dochazi pfi dopadu svétla z excitaéniho zdroje (obvykle laserového paprsku)
na pohybujici se ¢astice (viz Obrazek X). Ziskané udaje mohou poskytnout cenné
informace o biochemickych, biofyzikéalnich a molekularnich aspektech ¢astic. Rozptyl
svétla ptfimo souvisi se strukturnimi a morfologickymi vlastnostmi buriky, zatimco emise
fluorescence ziskana z fluorescenéni sondy je umérna mnozstvi fluorescencéni sondy
vazané na buriku nebo bunéfnou slozku. Analyza DNA je nasledné zobrazena
v pocitacovém programu v podobé histogramu, ve kterém dochazi k ristu dominantniho
piku, ktery odpovida poctu jader ve fazi G1 bunécného cyklu (viz Obrazek 11). Vyhodou
této metody je rychlejsi testovani pokusnych rostlin (Macey & Macey 2007; Jahan-Tigh
et al. 2012; Adan et al. 2017).

Pratokova cytometrie byla pouzita pii ruznych vyzkumech polyploidie rostlin
napt. Smallanthus sonchifolius (Viehmannova et al. 2009), Thymus vulgaris (Shmeit
et al. 2020), Hedychium muluense R. M. Smith (Sakhanokho et al. 2009), Ocimum
basilicum L. (Omidbaigi et al. 2010) a mnoha dalSich druht rostlin.

U Smallanthus sonchifolius byla troven ploidie testovana v pratokovém
cytometru. Pro potvrzeni urovné ploidie byly nasledné spocitany chromozomy
u somatickych bunék, které byly ziskany z mladé listové tkané (viz Obrazek 9 a 10)
(Viehmannova et al. 2009).
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Obrazek 9: Pocet chromozomu
oktoploidni rostliny Smallanthus
sonchifolius (2n=2x=58)

Autor: Viehmannova et al. (2009)

Obrazek 10: Pocet chromozomi
hexadekaploidni rostliny Smallanthus
sonchifolius (2n=4x=116)

Autor: Viehmannova et al. (2009)

Obrazek 11: Pritokovy cytometr — schéma

Autor: Jahan-Tigh et al. (2012)
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3. Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo ziskat autopolyploidni rostliny z diploidnich rostlin
(2n=2x=28) pomoci in vitro indukované polyploidizace u Thymus camphoratus
Hoffmanns. & Link.

Cil prace byl stanoven dle nasledujicich hypotéz:

H1: Oryzalin je uinné antimitotické Cinidlo pro polyploidizaci T. camphoratus

H2: Pomoci polyploidie lze vin vitro kulturach ziskat nové genotypy

T. camphoratus s rozdilnymi morfologickymi a biochemickymi znaky
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4. Material a metodika

4.1 Rostlinny material

Thymus camphoratus (2n=2x=28) byl ziskan ze sbirky rostlin Fakulty tropického
zem&délstvi Ceské zemé&d&lské univerzity v Praze, Ceska republika. Rostliny
byly udrzovany ve sklenikovych podminkach v plastovych kvétinacich (5x5 cm), které
obsahovaly smés pisku; zeminy; raselinového mechu a vermikulitu v poméru 1:1:1:1.
Priméma teplota ve skleniku byla 22,5 °C a relativni vlhkost vzduchu se pohybovala

v rozmezi 70 % az 80 %.

4.2 Mnozeni rostlin in vitro

Pred zalozenim samotného pokusu bylo potfeba dostate¢né namnozit rostlinny
material. Vyhonky (1,5 cm dlouhé) z jedné dospélé rostliny byly sterilizovany
a poté kultivovany na MS médiu v podminkach in vitro. Nodalni segmenty byly dikladné
promyty pod tekouci destilovanou vodou po dobu 1 h, namoceny v 70 % ethanolu
po dobu 30 s, sterilizovany 1 % roztokem NaClO obsahujicim dvé kapky Tween 20
(detergent) po dobu 25 min a poté tiikrat proplachnuty sterilizovanou destilovanou vodou.
Kazdy nodalni segment byl kultivovan ve 100 ml Erlenmeyerovych baikach na MS
médiu (Murashige & Skoog 1962) bez rastovych regulatort. V jedné 100 ml
Erlenmeyerové baiice bylo péstovano 5-6 rostlin.

Kultury nodalnich segmentd byly kultivovany pii teploté 25/20 = 0,3 °C
a fotoperiodé¢ 16/8 h (svétlo/tma) s intenzitou svétla 3500 1x. Nodalni segmenty byly
nékolikrat pasazovany a kultivovany po dobu 2 mésict, dokud nebyl ziskan dostatecny
pocet rostlin uréenych pro vlastni pokus.

V ramci namnozenych rostlin byl pokus rozSifen o mikropropagaci rostlin
z apikalnich meristémui (Ra) a nodalnich segmentt (Rn) u 7. camphoratus. Rostliny byly
pestovany ve 100 ml Erlenmeyerovych barkach po jedné rostliné na MS médiu bez

rastovych regulatorti po dobu 8 tydnu.
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Pokus byl zalozen, aby se optimalizovala rychlej§i metoda mikropropagace

z hlediska poctu nové vytvorenych nodalnich segmentt (koeficient mikropropagace).

4.3 In vitro polyploidie

4.3.1 Indukce ploidie

Jako antimitotické ¢inidlo pro indukci polyploidizace v in vitro podminkach
byl vybrén oryzalin. K jeho pfipravé (10 mM) bylo navazeno 0,0346 g oryzalinu
a nasledné rozpusténo v 10 ml rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO) ve sterilni
Erlenmeyerové barnce. Jelikoz DMSO ma sterilizaéni ucinek, nebylo nutné roztok
oryzalinu sterilizovat v autoklavu.

Nodalni segmenty 7. camphoratus byly nasledné ovlivnény antimitotickym
¢inidlem oryzalinem v koncentracich 20, 40 a 60 uM oryzalinu po dobu 24 a 48 hodin
(tabulka €. 2). Pro kazdou variantu pokusu bylo vysazeno a oetfeno piiblizn€ 40 nodalni
segmentt na MS médiu (Murashige & Skoog 1962) bez rustovych regulatort, kdy roztok
oryzalinu byl nasledné opatrné pridavan do kultivacni nadoby pomoci sterilni pipety
s pumpickou.

Po oSetfeni byly ovlivnéné nodalni segmenty vyjmuty z roztoku oryzalinu a tfikrat
oplachnuty ve sterilizované destilované vodé. Rostliny byly nasledné jednotlivé
kultivovany na stejném multiplikacnim médiu v Erlenmeyerovych barikach po Sesti

rostlinach nebo zkumavkach po jedné rostlin€ (viz Obrazek 12).

4.4 Stanoveni urovné polyploidie

Pro zji§téni arovné ploidie ovlivnénych rostlin 7. camphoratus byla pouzita
prutokova cytometrie. Ovlivnéné rostliny byly kultivovany na MS médiu bez pridavku
hormonti (PGR), pasazovany a po 2 mésicich kultivace byl z kazdé rostliny odebran
vzorek z listu. Malé cCasti listové tkané pro rozruSeni pletiva byly nasekany ziletkou
do Petriho misky obsahujici 500 ul Ottova I pufru (0,1 M CsHgO7, 0,5 % Tween 20).
Ziskané vzorky surové suspenze obsahujici izolovana jadra byly nasledné piefiltrovany
pfes 50 uM nylonovou sitku do malych zkumavek. K prefiltrovanym vzorkiim

byl nésledné pfidan 1 ml Ottova II pufru (0,4 M NaHPO4 - 12 H20) obsahujiciho
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fluorescen¢ni barvivo DAPI v koncentraci 2 pg/ml. VSechna méfeni ke zji§téni ploidnich
urovni byla provadéna v relativni intenzit€ fluorescence nejméné 3000 jader
a byla zaznamenana pomoci prutokového cytometru Partec PAS vybaveného
vysokotlakou rtut'ovou obloukovou lampou. Histogramy obsahu DNA byly vyhodnoceny

pomoci softwarového baliku Flomax.

4.5 Statistické hodnoceni vysledku

Béhem pokusu byly pozorovany a hodnoceny morfologické zmény rostlin.
Naméfena data z morfologického hodnoceni byla statisticky zhodnocena dle Kruskal-
Wallisova testu na hladiné vyznamnosti 0,05. Rozdily mezi variantou kontrolni, M 18
a P 68 jsou shrnuté v tabulce €. 3. Rozdily mezi rostlinami Ra a Rn jsou shrnuté v tabulce

¢. 4.
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Obrazek 12: Schéma indukce polyploidizace u Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link: A — rostlina in vitro; B a C- ziskané nodalni
segmenty (o délce cca 1,5 cm); D- nodalni kultura (2n=2x=28); E- aplikace oryzalinu na nodalni kulturu (20, 40 a 60 uM/1, doba ptisobeni

24 a 48 h); F- promyvani nodalnich segmentu sterilni destilovanou vodou; G- kultivace ovlinéného nodalniho segmentu (2n=4x=56)

Autor: Vlastni zpracovani autora (2022)
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S. Vysledky a diskuze

Polyploidizaci bylo ovlivnéno celkem 318 rostlin. V pribéhu pokusu néekteré
rostliny uhynuly a vysledny po&et ovlivnénych rostlin byl 148. Usp&snost polyploidizace
byla testovana pomoci prutokové cytometrie, kde bylo analyzovano postupné vSech 148
vzorkd a vzorek rostliny kontrolni.

Nejlépe rostliny reagovaly pti koncentraci oryzalinu o 20 uM/l a 60 uM/1. Vliv
na miru preziti rostlin méla i doba trvani pokusu. Rostliny Iépe reagovali na koncentraci
oryzalinu pfi krat§im Casovém useku (24 h). Vysledny pocet rostlin po ukonceni pokusu
byl tudiz ovlivnén jak mirou koncentrace oryzalinu, tak i ¢asovym intervalem trvani
pokusu. U&innost polyploidizace byla u nové ziskanych genotypt odlisna
(viz Tabulka 2).

Celkem byla ziskéana jedna mixoploidni rostlina, ktera byla oznacena jako M 18
a jedna tetraploidni rostlina, kterd byla oznacena jako P 68. Tetraploidni rostlina byla
ziskana pfi koncentraci oryzalinu 20 pM/l po dobu kultivace 24 hodin, zatimco
mixoploidni rostlina byla ziskana pfi koncentraci oryzalinu 60 pM/l po dobu kultivace
24 hodin (viz Tabulka 2).

Béhem pokusu byly sledovany oba ziskané genotypy M 18 a P 68 spolecné

s kontrolni rostlinou.
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Tabulka 2: Vliv pasobeni oryzalinu na nodalni segmenty v in vitro podminkach na miru pfeziti a pocet polyploidi u 7. camphoratus

Koncentrace Doba Pocet Pocet rostlin  Mira Pocet Pocet U¢innost
oryzalinu pusobeni rostlin  po ukonceni preziti  tetraploidnich mixoploidnich polyploidizace
(pMN) (hodiny) pokusu (%) rostlin rostlin (%)
24 56 24 42,86 1 0 4,17
20 48 62 37 59,68 0 0 0
24 46 29 63,04 0 0 0
0 48 54 29 53,7 0 0 0
24 50 17 34 0 1 5,88
0 48 50 12 24 0 0 0
Celkem 318 148 46,54 1 1

Autor: Vlastni zpracovani autora (2022)

-23 -



U tetraploidni rostliny ukazal histogram dvojnasobny pocet chromozomi

(Obrazek 14) oproti kontrolni rostlin€ (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Histogram zobrazujici obsah DNA v buiikach u kontrolni rostliny
(2n=2x=28) —pik na kanalu 200 odpovida jadrim kontrolni rostliny
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Obrazek 14: Histogram zobrazujici DNA polyploidni (tetraploidni) rostliny P 68
(2n=4x=56) - pik nakanalu 400 odpovida jadrim tetraploidni rostliny po ptisobeni
oryzalinu o koncentraci 20 uM po dobu 24 hodin
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5.1 Morfologické hodnoceni polyploidi

Nové ziskana tetraploidni rostlina genotypu P 68 a rostlina mixoploidni genotypu
M 18 byly kultivovany na MS medium bez pfidavku ristovych regulatorti. Sledovana
byla i kontrolni matefska (diploidni) rostlina, kdy kazd4 rostlina byla namnozena
a nasledné pak samostatné umisténa do Erlenmeyerovy baiiky o objemu 100 ml
nebo zkumavky. Rostliny byly kultivovany po dobu 9 tydnt a béhem jejich doby
kultivace byly hodnoceny jejich morfologické zmény. Rozdily mezi kontrolni rostlinou
a autopolyploidnimi rostlinami (tetraploidni a mixoploidni) jsou shrnuté v tabulce €. 3.

Ziskané vysledky byly statisticky zhodnoceny dle Kruskal-Wallisova testu
na hladin€é vyznamnosti 0,05. U tetraploidni a mixoploidni rostliny byly pozorovany
vyznamné zmény oproti kontrolni (diploidni) matecné rostlin€. Nejvétsi primérna vyska
rostlin (6,97 + 2,47 cm) byla pozorovana u genotypu P 68 (viz Tabulka €. 3). Tyto rostliny

meély také mnohem vétsi listy oproti kontrolni rostling (viz Obrazek 15).

1cm

A B C

Obrazek 15: Morfologické rozdily u kontrolni, mixoploidni a tetraploidni rostliny po
9 tydnech kultivace: A — Kontrolni rostlina (2n=2x=28); B — Mixoploidni rostlina M 18;
C — Tetraploidni rostlina P 68 (2n=4x=56)

Nejveétsi pocet kotenti byl pozorovan u genotypu M 18 (5,08 + 3,68 kotent), oproti
genotypu P 68 (2,67 + 2,53 korenu) a kontrolni rostliné, kdy kontrolni rostlina po dobu
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kultivace nevytvarela kotfeny zadné (viz Obrazek 15). Nejdelsi kofeny byly taktéz
pozorovany u genotypu M 18 (1,44 = 0,93 cm), stejné tak jako tloustka hlavniho stonku
(0,97 £ 2,51 mm) a poCet vétveni (4,17 + 0,12 vétveni) oproti genotypu P 68 a kontrolni
rostling (viz Tabulka €. 3).

Naopak u genotypu P 68 byl zaznamenan nejvy$si pocet nodu (6,08 + 1,08 nodi)
a nejvetsi praimérna velikost internodu (1,13 + 0,27 cm), oproti kontrolni rostliné (5,17
+ 1,03 nodt a 0,68 £ 0,21 cm) a genotypu M 18 (5,5 £ 2,66 nodt a 1,11 + 1,17 cm).
Hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Béhem kultivace dochazelo u kontrolni rostliny a genotypu P 68 k tvorbé
kvétenstvi. Genotyp M 18 kvétenstvi nevytvarel. U genotypu P 68 byla vypozorovana
veétsi velikost a pocet kvétt v kvétenstvi oproti kontrolni rostliné (viz Obrazek 16). Kvét
u kontrolni rostliny dosahoval velikosti 0,5 cm, zatimco u tetraploidni rostliny genotypu
P 68 dosahoval kvét velikosti 0,7 cm. Koruna kvétu tetraploidni rostliny oproti kvétu
rostliny kontrolni byla vétsi spolecné s dvoumocnymi ty¢inkami. Horni a dolni pysky
dosahovaly Sirsi velikosti a kalich kvétu byl taktéz vyssi a Sirsi. Barva kvétu u kontrolni
rostliny a genotypu P 68 byla beze zmény (viz Obrazek 16 C). U genotypu M 18 a P 68

byla taktéz pozorovana vétsi velikost listti, obzvlast u genotypu P 68 (viz Obrazek 15).

Obrazek 16: Morfologické zmény kvétenstvi u Thymus camphoratus: A — Kvétenstvi
kontrolni rostliny (2n=2x=28) B — Kvétenstvi tetraploidni rostliny P 68 (2n=4x=56)

C — Porovnani kvét kontrolni a tetraploidni rostliny
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Morfologické a biochemické vlastnosti tetraploidni a mixoploidni rostliny bude
potteba nadale sledovat v in vitro i v ex vitro podminkéch.

Ziskané vysledky potvrzuji obé hypotézy H1 1 H2. Vlivem oryzalinu byla ziskana
tetraploidni rostlina, tudiz pokus in vitro indukované polyploidie u 7. camphoratus
byl uspésny a potvrzuje se tim hypotéza H1. Tetraploidni a mixoploidni rostlina méla
odlisny genotyp oproti kontrolni rostliné a byly u nich pozorovany statistické rozdily
oproti kontrolni rostliné (viz Tabulka €. 3), ¢imz se potvrdila i hypotéza H2.

Avsak jelikoz mira umrtnosti rostlin vlivem oryzalinu byla vysoka a zisk
autopolyploidnich rostlin byla pouze jedna tetraploidni a jedna mixoploidni rostlina,
pfi nasledujicim studiu bude potifeba provést dalsi pokusy polyploidizace. Snizeni
koncentrace oryzalinu po delsi dobu puasobnosti mize byt ucinngj§i metodou
pro polyploidizaci u 7. camphoratus. Je pravdépodobné, ze vysoké koncentrace oryzalinu
mohli byt pro nodalni segmenty toxické, coz zpisobilo vysokou umrtnost rostlin. Zaroveri
bude potieba provést polyploidizaci za pouziti jinych antimitotickych Ccinidel,
jako je kolchicin nebo trifluralin.

Tetraploidni rostlina a rostlina mixoploidni by mohly slouzit k dalSimu vyzkumu
morfologickych a zejména biochemickych vlastnosti této rostliny. Pfi nasledujicim studiu
bude potieba provést morfologickd pozorovani v podminkach ex vitro a zaroven
pro zjisténi rozdili biochemickych vlastnosti mezi kontrolni (diploidni) rostlinou
a rostlinou tetraploidni a mixoploidni bude potieba provést biochemické analyzy.

Béhem pokusu byly pozorovany morfologické zmény i u rostlin péstovanych
z apikalnich meristémui (Ra) a nodalnich segmenta (Rn) (Obrazek 17). U rostlin Ra byly
nameéteny nejvyssi pruimérné hodnoty jako je vyska rostlin (4,37 £ 1,81 cm), pocCet vétveni
(5,28 + 1,84 vétveni), pruméma velikost internodu (0,79 + 0,37 cm), pocCet kotenti (4,78
+ 3,28 korent1) a délka korent (2,59 + 2,02 cm). Rostliny Ry dosahovaly prumérnych hodnot
u vysky rostliny 4,37 + 1,81 cm, poctu vétveni 3,22 = 2,29, pramérné velikosti internodu
0,61 + 0,33 cm, poctu kotent1 0,94 + 2,1 a délky kotent 0,81 =+ 1,8 cm. Hodnoty tloustky
hlavniho stonku u Ra (0,76 £ 0,2 mm) a Rn (0,76 £ 0,22 mm) byly bez rozdilu. Hodnoty
o morfologickych zménach jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Ziskané vysledky prokazali, ze rostliny kultivované z apikalnich meristémt (Ra)
dosahuji daleko lepSich hodnot oproti rostlinam kultivovanych z nodalnich segmentd
(Rn). Divodem lepsich vysledka u rostlin Ra je kultivace z apikalnich meristému, nebot

se jedna o primarni délivé pletivo, umisténé na vrcholu u nékterych rostlinnych organa.
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Naopak u rostlin péstovanych z nodalnich segmentt byla pozorovana zmeéna v poctu
stonkti. Zatimco rostliny varianty Ra vytvarely jeden hlavni stonek, rostliny varianty Ry
vytvarely dva rostlinné stonky, z nichz jeden byl stonkem hlavnim a druhy stonkem
vedlejsim (viz Obrazek 17 B). Z hlediska poctu nové vytvorenych nodu (koeficient
mikropropagace), rostliny mnozené z apikalnich meristéma vytvorily v pruméru 5,28
+ 1,84 nodu a rostliny mnozené z nodalnich segment vytvotily 5,56 + 2,15 nodu.
Statisticky mezi nimi neni zadny rozdil. To znamena, Ze pro mnoZzeni rostlin mizeme
pouzivat jak rostliny péstované z apikalnich meristémt, tak rostliny péstované

z nodalnich segmentd.

Obrazek 17: Morfologické rozdily rostlin Ra a Rn: A — Rostlina Ra B — Rostlina Ry
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Tabulka 3: Morfologické hodnoceni tetraploidnich rostlin a rostliny kontrolni po 9 tydnech kultivace v in vitro

Rostlinny Vyska Tloust’ka hl. Pocet Pocet Prum. velikost Pocet Délka
material/varianta rostliny ?:1(1)21];: vétveni* nodu* internodu korenu* korenu (cm)*
(cm)* (cm)*
Kontrolni rostlina  39+174*  0,75+0,18° 4+ 1,65 517+1,03*  0,68+0.21% 0? 0?
M 18 556247  0,97+251* 417+0,122  55+2,66% 1,11+ 1,17° 5,08+3,68°  1,44+0,93"
P 68 6,97+247° 0,88+0,16* 292+173* 6,08+ 1,08 1,13+0,27° 2,67+253>  092+0,86°

*Cisla v sloupci oznadena stejnym pismenem nejsou od sebe vyznamné odligna (Kruskal-Wallistv test, p < 0,05)

Autor: Vlastni zpracovani autora (2022)

Tabulka 4: Morfologické hodnoceni rostlin kultivovanych z apikalnich meristémt a nodalnich segmenta po 8 tydnech kultivace v in vitro

Rostlinny Vyska Tloust’ka hl. Pocet Pocet Prum. velikost Pocet Délka korenu
material/varianta rostliny ?:1(1)21];: vétveni* nodu* internodu korenu* (cm)*
(cm)* (cm)*
Ra 437+1,81*° 0,76+£02°  528+184* 528+113* 0,79+037 478 +3,28%  259+202°
RN 2,87+ 1,49  0,76+022* 3224229 5564215 0,61+ 0,332 0,94+ 2 1° 0,81+ 1,8°

*Cisla v sloupci oznadena stejnym pismenem nejsou od sebe vyznamné odligna (Kruskal-Wallistv test, p < 0,05)

Autor: Vlastni zpracovani autora (2022)
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Pokus in vitro indukované polyploidie za pouziti oryzalinu u Thymus camphoratus
Hoffmanns. & Link byl uspé$ny. Oryzalin byl efektivnim ¢€inidlem pro indukci ploidie
zejména u riznych druht rostlin, napfiklad u rostlin Alokazie (Thao et al. 2003), tymianu
(Shmeit et al. 2020), motylovce (Sakhanokho et al. 2009), jakonu (Viehmannova et al.
2009), riznych druha orchideji (Miguel & Leonhardt 2011) a u mnohych dalSich rostlin.

Tetraploidni a mixoploidni rostlina u 7. camphoratus vykazovaly morfologické
zmény jako je vétsi vyska rostlin, tloustka hlavniho stonku, pocet vétveni a nodd,
prumérna velikost internodu a pocet a délka kofenti. K podobnym vysledktim dosli autofi
(Omidbaigi et al. 2010) u bazalky pravé a (Portela de Carvalho et al. 2005) u orelaniku
barvitského, u kterych polyploidizaci doSlo k morfologickym zménadm a ke zvySeni
hmotnosti biomasy rostlin. ZvySeni mnozstvi biomasy vykazovaly také polyploidni
rostliny Thymus persicus, které vykazovaly dalsi zmény jako napiiklad vétsi velikost
pruducht na listech, vétsi produkei listt, které méli vyrazné vice trichoma a v nich i vy$si
obsah ucinnych latek (Tavan et al. 2015). U tetraploidnich rostlin chmele (Humulus
lupulus) byla naopak pozorovana nizsi tvorba bocnich vyhont, ten¢ich bazalnich stonkd,
mensich listh a kvéti oproti pivodni diploidni rostliné (Trojak-Goluch & Skomra 2013).

Biochemické analyzy u nové ziskanych genotypt 7. camphoratus (tetraploidni
rostlina a rostlina mixoploidni) zatim nebyly provedeny. V nasledujicich studiich bude
potfeba nadale sledovat a provést biochemické analyzy v in vitro i ex vitro, nebot l1ze
predpokladat, ze u tetraploidni a mixoploidni rostliny doslo k biochemickym zménam.
Po vystaveni antimitotickym c¢inidlim byly podobné efekty pozorovany u jinych druht
rostlin. Napftiklad u hexaploidnich a oktoploidnich rostlin jakonu byl detekovan nizsi
obsah sacharézy a zvySeny obsah fruktozy a glukézy (Viehmannova et al. 2009). Vyssi
obsabh silic byl detekovan u tetraploidnich rostlin Thymus vulgaris (Shmeit et al. 2020).
Navyseni riznych druh latek polyploidizaci bylo pozorovano také u Tetradenia riparia
(Hannweg et al. 2016), Achillea millefolium (Hofmann et al. 1992), Trachyspermum
ammi L. (Noori et al. 2017) a Lippia integrifolia (Iannicelli et al. 2016).

Polyploidizace u T. camphoratus byla provedena poprvé, zatimco u jinych druha
z Celedi Lamiaceae byla jiz provedena, naptiklad u Thymus vulgaris (Shmeit et al. 2020),
Thymus persicus (Tavan et al. 2015), Thymus loscosii (Lopéz-Pujol et al. 2004)
a mnohych dalSich druhd.

Pro rychlou mikropropagaci T. camphoratus lze pouzit jak apikalni meristémy,

tak axilarni meristémy (nodalni segmenty) na MS médiu bez pfidanych rastovych
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regulatori. Podobné vysledky se uvadi pro mikropropagaci u T. vulgaris a T. persicus.
Pro mikropropagaci u T. vulgaris a T. persicus se pouzivaji nodalni segmenty kultivované
na MS médiu doplnéném 3 % sacharozy a 0,8 % agaru u 7. vulgaris a na 0,8 % agaru
ztuzeném MS médiu doplnéném 100 mg 1"! myoinositolu a 30 g 1! sacharézy u T. persicus

bez ptidavku rustovych regulatora (Tavan et al. 2015; Shmeit et al. 2020).
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6. Zavér

Pomoci indukované polyploidizace v in vitro podminkach bylo ziskana jedna
tetraploidni rostlina a jedna rostlina mixoploidni u Thymus camphoratus Hoffmanns.
& Link. Podle dostupnych zdroji byla metoda in vitro indukovana polyploidie
u 7. camphoratus pouzita poprvé.

Pouziti  antimitotického cCinidla oryzalinu pro indukci polyploidie
u T. camphoratus v in vitro podminkach bylo uspésné. AvsSak pro zvySeni UcCinnosti
polyploidizace a miry pfeziti rostlin bude zapotrebi otestovat nové miry koncentrace
oryzalinu po odliSnou dobu puasobeni, pfipadné jiné druhy antimitotickych Cinidel.

Vzhledem k tomu, ze tento druh ma Siroké vyuziti zejména jako 1éciva bylina,
nove ziskané genotypy bude zapotiebi nadale sledovat v in vitro i ex vitro podminkéach
z hlediska morfologickych a biochemickych vlastnosti novych genotypu.

Nové ziskané genotypy rozsifuji variabilitu u Thymus camphoratus Hoffmanns.
& Link a mohou se pouzit jako novy geneticky material ve Slechtitelskych programech

tohoto druhu.
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Priloha 2: Grafické znazornéni prumérych

morfologickych vlastnosti u varianty Ra a Ry
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Tabulka 1: Slozeni kultivaéniho média MS (Murashigo & Skoog 1962)

Médium Murashige — Skoog

Zivné roztoky do 1 1 dest. H>0 Navazky na 1 1| Médium pH 5,7 na
zivného roztoku 1 1 odméfit

NH;NO; 16,5 ¢
KNO; 19¢g

A | CaCl, 33¢g 100 ml
MgSO; . 7 H,0 37¢g
KH,PO4 1,7¢
H3;BO; 620 mg

B | MnSO; . 4 H,O (H,0) 2,23 (1,69 g) 10 ml
ZnSOy . 4H,0 (7H,0) 860 mg (1, 06 g)
KI 83 mg

C NaMoOy . 4 H,O 23 mg 10 ml
CuSO4 .5 H20 2,5mg

D CoClI2 .6 H20 2,5 mg 10 ml

E | NAEDTA 3,72 g
FeSO4 . 7 H,O 2,78 g 10 ml
Kyselina nikotinova 50 mg

V | Pyridoxin (B6) 50 mg
Thiamin (B1) 10 mg 10 ml
Glycin (aminokyselina) 200 mg

Prima navazka do média: Myo-inosotol 100 mg

Sacharoza 30g
Agar 8¢g

Autor: Murashigo & Skoog (1962)
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