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1 UVOD

Péstovani révy vinné (latinskym nizvem Vitis vinifera) ma v Ceské republice
dlouhou tradici, p¥i¢emz plochy vinic v Ceské republice dosahuji bezmala 18 000 ha.
Nase republika se fadi mezi malé vinaiské zemé. Obliba vina jeho spotieba vSak neustéle
stoupa, coz je predpoklad pro dalsi rozvoj vinohradnictvi. Jen v Evropé vinice pokryvaji
plochu ptes 4 000 000 ha. Z globalniho hlediska zaznamenala v poslednim desetileti
nejvétsi rozmach vysadby vinic Cina, jejiz vinice zaujimaji plochu pies 800 000 ha. Réva
vinna se péstuje predevsim pro své plody, ze kterych se vyrabi alkoholovym kvasenim

vino, ale vyuzivaji se také pro pfipravu mosti nebo jako suSené ovoce.

V souvislosti s ristem péstovani révy vinné, a tedy i poptavce po vysadbovém
materidlu, zejména po podnozovych odriidich révy vinné, je stile vice vyuzivano
mnozeni rostlinného materidlu v podminkach in vitro. Tato metoda je vyuZivana
V experimentalnim vyzkumu a v mnoha Slechtitelskych a mnozitelskych podnicich.
Nespornou vyhodou této metody je produkce velkého mnozstvi rostlin, které lze
vypéstovat na pomérn€ malém prostoru v porovnani s tradiénimi metodami vegetativniho
rozmnozovani. Kultivace neni z&visla na ro¢nim obdobi a také rychlost mnozeni je vyssi

nez u tradi¢nich metod. Dalsi vyhodou je produkce bezvir6zniho materialu.

Zakotenovani pryti v podminkach in vitro je pomérné pracné a tento proces
zvysuje celkové naklady na mnoZeni rostlin. Usp&iné zakofenéni je kli¢ové pro produkci
zivotaschopnych rostlin. Cilem je indukce adventivnich kofenti a vytvotreni kofenového
systému, ktery dostatené vyzivi nové vytvotenou rostlinu. Pro zakotfetiovani v kulturach
in vitro jsou Siroce vyuzivany auxiny. Tyto rostlinné hormony ovliviiuji samotnou
rhizogenezi, indukci tvorby adventivnich kofent, funkénost, délku a pocet kofent.
Slozeni média a pomér regulatorti rostlinného ristu auxinového typu je klicovy pro

uspésnost rhizogeneze.
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2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni reSerSi a na zdklad¢ ziskanych
znalosti o kultiva¢nich médiich navrhnout vhodné slozeni médii pro zakofenovani Vitis
vinifera v podminkach in vitro. Po pievedeni rostlin do sterilnich podminek bylo cilem

sledovat pribéh zakotenovani rostlin a hodnotit tspésnost na jednotlivych médiich.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Botanicka charakteristika révy vinné

3.1.1 Botanické zarazeni révy vinné

Druh: Vitis vinifera

Rod: Vitis

Celed: Vitaceae

Rad: Vitales

Ttida: Rosophida
Odd¢leni: Magnoliophyta
Podtise: Tracheobionta

Rise: Plantae

3.1.2 Puvod, Kklasifikace a rozsireni rodu Vitis L.

Pavlousek (2011) uvadi ze ¢eled’ Vitaceae L. zahrnuje asi 700 druhti zafazenych do
14 rodd. K hospodaisky nejvyznamnéjs$im rodim patii Vitis L. (réva), ktery se vyuziva

pro produkci hroznti a k vyrobé vina prakticky po celém svéte.

Z okrasného zahradnictvi je to Cissus L., Ampelopsis Planch., Ampelocissus
Planch. a Parthenocissus Planch. Pro vinohradnictvi je dulezita klasifikace dle Planchona

(1887), ktery rozdéluje rod Vitis L. na dva odlisné podrody — Muscadinia a Euvitis.

3.1.3 Podrod Muscadinia

Podrod Muscadinia obsahuje téi druhy — Muscadinia munsoniana, Muscadinia
popenoi a nejvyznaméjsi Muscadinia rotundifolia. Divoky botanicky druh Muscadinia
rotundifolia je puvodem z jihovychodni ¢asti Spojenych stati, ma velmi vysokou
odolnost proti had’atktim, plisni, ¢erné hnilobé a rzi. Diky §lechténi odrid odolnych vici
rozsahlé aplikace fungicidd, jejichZ pouziti je ndkladné, nadro€né na pracovni silu a mize
mit negativni dopad na zivotni prostiedi. Druhy podrodu Muscadinia maji vyssi pocet
chromozomt (2n=40) nez podrod Euvitis (2n=38) a lisi se také morfologickymi
vlatnostmi (Pap, 2016).
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3.1.4 Podrod Euvitis

Podrod Euvitis ma asi 70 druhti pochézejicich ze tii areal rozsiteni. Nejvice jich
vyrusta v lesich Severni Ameriky a Kanady (révy americké), které maji taktéz zvySenou
odolnost proti nékterym Skodlivym Ciniteltim, s nimiz se béhem svého tisiciletého vyvoje
setkavaly. Jejich hrozny jsou vétSinou malé, s drobnymi, tézko pozivatelnymi bobulemi.
Vino ziskané z takovych hroznii je nizké jakosti a s nepfijemnymi aromatickymi latkami
Skodlivym ¢initeliim se nékteré z americkych rév vyuzivaji ve Slechténi k tvorbé podnozi
odolné k révokazu. Jiné slouzi ke Slechténi odrtid odolnych proti houbovym chorobam.
réva amurska, Vitis amurensis Rupr., diky své vysoké mrazuodolnosti, kratkému

vegeta¢nim obdobi a zvySené odolnosti proti houbovym chorobam.

Z Evropy pochazi jediny druh-réva evropska, nazyvana téz réva uslechtila-Vitis
vinifera L. Pochdzi z oblasti Kavkazu a byla postupné hojné Slechténa vyspélymi
kulturami v oblasti Orientu a vychodniho Stfedomofi. Odtud se dostaly odridy k
Féni¢antim, poté prostiednictvim Rekt do zapadni Evropy, a nakonec je Rimané rozsifili
do celé Evropy. Jedna se o predchiidce dnes péstovanych kulturnich odrid révy vinné,
které nalezi k podrodu Vitis vinifera poddruhu sativa Hegi. (Hubaéek a Kraus, 1982;
Sedlo, 1994)

3.2 Morfologie révy vinné

Réva vinna nebyla vZzdy typickou lidnou a neméla ani Gponky. Pivodné byla
ketfovitou rostlinou, rostouci v lesostepi na slunnych mistech. Pfi pohlcovéni slunnych
mist lesem hrozilo, Ze nizko rostouci révu zadusi. Postupem ¢asu zacala vytvaret kmen a
uponky a zménila se na popinavou révu (Kraus a kol., 2000; Kraus, 2012). Dlouhodoby
vyvoj révovitych rostlin v lesnich podminkach Evropy, Asie a Ameriky zpUsobil, Ze
rostliny zacaly vytvaret liany, které se pnou po kmenech stromu, aby zachytily dostatek

svétla pro svoji asimilacni ¢innost.
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Réva vinna je vytrvala rostlina s oboupohlavnimi kvéty, hrozny a bobulemi slouzici
pro vyrobu vina nebo pro piimy konzum. V podminkach mirného pasu je péstovana na
opérnych draténkach a konstrukcich. Svétlomilnost je dilezitou vlastnosti u révy vinné

(Kraus, 2012).

Révovy ket miizeme rozdélit na nadzemni a na podzemni ¢ast. Nadzemni ¢ast tvori
dfevnaté a zelené Casti kete. Mezi dievnaté Casti patii star¢, dvouleté a jednoleté dievo,
mezi staré dievo patii kmen a kordonova ramena. Jednoleté dievo je zdfevnatély letorost
po opadu listt a ukonceni vegetace. (Pavlousek, 2011). Podzemni ¢ast tvoii kofenovy

systém.

3.2.1 Kofenovy systém révy vinné

K hlavnim funkcim kofenového systému patii absorpce vody a mineralnich latek,
produkce hormonti zajiStujicich rostlinné funkce, upevnéni révového kete v pudé a
ukladani sacharidi a minerélnich latek pro budouci vyuziti. Kofenovy systém zajistuje
dualezité biochemické a fyziologické funkce a bylo prokazéano, ze jak vytéznost kete, tak

kvalita hroznii zavisi na zdravotnim stavu kofent (Morlat, Jaquet, 1993)

Kofenovy systém révy vinné je tvoten kofenovym kmenem. Na kofenovém kmenu
se vytvafi tfi typy kotent-hlavni, vedlejsi a povrchové. Povrchové neboli rosné koteny
vyrustaji z ¢asti tésn¢ pod povrchem pidy. Rosné kotfeny nejsou zadouci a museji byt
predevsim 1-4 roky po vysadbé odstraniovany. V tomto obdobi se tvoii nejcastéji a jestlize
maji podminky pro rozvoj, rostlina miize zakofenit pouze tésn€¢ pod povrchem pidy.
Pokud vyrustaji z uslechtilé odridy mize se rostlina stat pravokofennou a tim nachylnou
k napadeni révokazem. Hlavni kofeny jsou mohutnéjsi a byvaji rozvétveny v zavislosti
na typu podnoZe. Na jemnych kofenech nartista kofenové vlaseni s aktivnimi kofenovymi
Spickami odebirajicich vodu a v ni rozpusténé ziviny. (Sedlo, 1994) Kotfenové vlasky jsou
velice tenké (asi 10 pm Vv priiméru) a pronikaji i pfes nejmensi ptidni pory. Predstavuji az
60 % z celkové plochy kotfenového systému. Nejvétsi kofenova hmota se nachazi obvykle

v hloubce 0,3-0,4 m (Pavlousek,2011).
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Hlavni kofeny v z&vislosti na mate¢ni hornin€, hloubce podzemnich vod nebo typu ptdy
mohou prorist az do hloubky 30 metrd (Galet, 2000). Hloubgji dortistaji v kamenitych a
pisCitych ptdach nez v utuZzenych puadach s vysokym podilem jilovitych castic.
Nejvyznamnéjsi jsou ale vedlejsi kofeny, které se tvori az po vysadbé a vyrusta z nich
velky objem kofenového vlaseni, které slouzi k pfijmu vody a zivin z pudy, ¢imz
zabezpecuji kvalitni rist a vyvoj révového kete. Dilezité je tedy zapéstovat vedlejsi

kofeny jiz v prvnich letech po vysadbé (Pavlousek, 2011).

3.3 RozmnoZovani révy vinné

Rozmnozovani révy vinné je dulezitym aspektem v produkci révy vinné.
Révu vinnou Ize rozmnozovat nepohlavné Ccili vegetativné, nebo pohlavné C¢ili

generativné.

3.3.1 Generativni zpiisob rozmnoZovani

Generativni zplsob rozmnozovani se vyuziva pii Slechténi novych odrid révy
vinné. Rostliny jsou rozmnozovany pohlavné pomoci semen. Z kazdého semene, které
vzniklo spontannim nebo cilenym opylovanim, miZze potencionalné vzniknout nova
odruda. Rostliny mnozené generativnim zptisobem nedédi znaky a vlastnosti rodi¢t, maji

variabilni morfologické a fyziologické vlastnosti (Pavlousek, 2011).

3.3.2 Vegetativni zptsob rozmnoZovani

K vegetativnimu rozmnozovani slouzi rizné ¢ésti rostliny, které jsou schopné
zakofenit a regeneracni schopnosti obnovit chybéjici organy. Vegetativniho zpisobu
mnozeni (fizkovani a roubovani), vyuzivame V péstitelské praxi pfi rozmnozovani

podnozovych a uslechtilych odrud révy vinné.

Tento zpisob rozmnozovani se rozSifil zejména v disledku vyskytu
Dactulosphaera vitifoliae v 2. poloving 19. stoleti. Ceskym nazvem Msicka révokaz se
oznacuje velmi nebezpecny skiidce vinic, ktery mlize parazitovat na kofenovém systému
ina listech. Listova forma révokazu zplisobuje tvorbu halek, ve kterych se nachazi vajicka
Skiidce. ZmenSuje se tak fotosynteticky aktivni listova plocha a mtze dojit ke sniZeni

vynosu a zhorSeni kvality hroznt.
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Kofenova forma se vyskytuje hlavné na kofenovém systému evropské révy vinné —
Vitis vinifera L. Kofenova forma je nebezpecna tim, ze vytvaii na kofenech nadory, které
se oznacuji jako tuberosity a nodosity. Tuberosity dokazi narusit vodiva pletiva hlavnich
kofenti a tim zptisobi postupné odumirani kete. Jediny zpisob boje proti Dactulosphaera
vitifoliae je vyuzivani rezistentnich a tolerantnich podnozi. Dal§imi diivody pro pouzivani
podnozi je ovlivnéni intenzity rastu, pfizpisobeni plidnim podminkdm stanoviste,
zvySena odolnost vuci chlordze nebo odolnost vi¢i zimnim mrazikiim (Pavlousek 2009).
Vegetativni zplisob mnoZeni se vyuziva predevSim proto, aby se beze zmény udrzely

kladné vlastnosti vyslechténych kulturnich rostlin (Kincl, 2000).

3.4 Kultivace révy vinné v podminkach in vitro

Bauer v roce 1939 definoval explantat jako fragment zivého pletiva, cely organ,
nebo komplex organd, ktery je vytrzeny z korela¢nich vztahti k celku a je péstovan
vV umélych podminkach. Explantaci mizeme také definovat jako aseptickou kultivaci
rostlin a jejich ¢asti na sterilnich Zivnych pidach v podminkach, které muizeme

kontrolovat a rostliny lze péstovat ve sklenéné nebo plastové nadobé (Hradilik, 2005).

Na rozdil od zivocicht, kde procesy bunécné a tkanové diferenciace jsou obecné
ireverzibilni, existuje u rostlin schopnost pfechodu diferenciovanych bunék a pletiv do
meristematického stavu charakterizovaného intenzivnim bunéénym délenim a néslednou
cytodiferenciaci a regeneraci organti, respektive celych rostlin. Rostlinnd somaticka
bunika je totipotentni, tj. obsahuje kompletni genetickou informaci nutnou k vyvoji
celistvého organismu. Za ur¢itych podminek, které mohou byt v podminkach in vitro
definovany a kontrolovany, jsou morfogenetické procesy dovrSeny regeneraci celych
rostlin. Kultivaci in vitro lze vyuzit v experimentalni biologii nebo k ziskani novych

genetickych zdroju (Novak, 1990).
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3.4.1 Rostlinné explantaty a jejich historie

Na zacatku 20. stoleti némecky botanik Gottlieb Haberlandt kultivoval izolovana
pletiva jednodéloznych rostlin. Byl to pozoruhodny pocin vzhledem k tomu, jak malo
byla v t¢ dobé prozkoumana rostlinna fyziologie. Bohuzel Haberlandtem kultivované
rostlinné bunky se dale nedé€lily, a tak nemohl dokazat svoji teorii o jejich totipotenci.
Pravdépodobnym diivodem jeho netspéchu bylo to, ze kultivaéni médium neobsahovalo
latky potfebné pro bunécné déleni a proliferaci, tedy regulatory rostlinné¢ho rastu. Ty v té
dobé jeste nebyly objeveny. V roce 1934 byl objeven prvni regulator rostlinného rustu
kyselina indolyloctova. Kyselina indolyloctova je ptirodné se vyskytujici regulator
rostlinného ristu a patii do tfidy auxini. Béhem 30. let se diky tomuto objevu podatilo
zdokonalit metody explantace. V roce 1961 publikovali Gifford a Hewith prvni odbornou
praci zabyvajici se mikropropagaci v podminkach in vitro u révy vinné. Jiz v letech 1985-
1989 byla vyuzivana metoda velkovyrobni techniky mnozeni in vitro u révy vinné v praxi

a bylo namnozeno nékolik tisic rostlin (Trigiano, 2000).

3.4.2 Techniky kultivace révy vinné v podminkach in vitro

K rozmnozovani rostlin vin vitro podminkach lze pouzit nékolik metod.
V zavislosti na druhu rostliny lze vyuzit Ctyii zakladni a nejpouzivanéjsi metody:

kalusovou kulturu, emryokulturu, kulturu izolovanych organd a meristémovou kulturu.

Kalusova kultura

Terminem kalus oznacujeme soubor nediferenciovanych parenchymatickych
bunék. Lze jej odvodit z riznych ¢asti rostlin jako napiiklad ze vzrostlych vrcholt, stonkt
nebo nodalnich segmentt. V in vivo podminkach se vytvati pti poranéni rostliny a chrani
ranu poskozenou napiiklad fezem dfevin. V in vitro podminkach je kalus indukovan
pfitomnosti auxinii a cytokinind v zivném médiu. Koncentrace auxinti by méla byt
pomémé vysoka (1-10 mg.I"}). Kalusova kultura se fadi mezi genotypové nestabilni coz
znamena, Ze se v praxi mize vyuzivat ve §lechténi rostlin diky vyskytu mutaci a dosazeni

genetické variability (Edwin a kol., 2007).
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Kultura izolovanych organt

Kultura izolovanych organt, pfi niz se odebiraji pupenové explantaty nebo
internodie s laterarnimi pupeny, slouzi ke kultivace uzitkovych a nekulturnich dfevin.
Vzniklé rostliny jsou vhodné k dalSimu pouziti pfi rozmnozovani v in vitro podminkach

a zachovavaji si genetickou stabilitu (Bajaj, 1992).

Embryokultura

Kultivace embryi in vitro je nejstar$i oblast explantatovych kultur, kdy bylo
dosazeno regenerace celych rostlin z izolované c¢asti organismu. Zakladni slozkou
kultiva¢nich médii pro izolovana embrya jsou zdroje uhlohydrati-cukry. Riistové latky a
vitaminy jsou klicové slozky kultivaénich médii pro izolovana ambrya, stejné jako pro
ostatni explantaty. Metoda embryokultur se vyuzivé k zachran¢ embryi pfi kiizeni odrid
révy vinné, které tvoti malo semen, nebo pfi kiizeni odrid s dostate¢nym poctem semen

s odrudami které tvoii semen malo.

Meristémova kultura

Meristém rostliny miize byt definovan jako struktura tvofena bunikami, které jsou
schopné déleni a postupné diferenciace. Apikdlni meristém stonku je totipotentni
struktura nezavisla na zbytku rostliny. Pokud je oddélen apikalni meristém od intaktni
matefské rostliny, zachova si schopnost regenerace. Pro rist izolovanych meristémi jsou
vhodna bézna kultivacni média jako Murashige a Skoog a Gamborg et al. (Novak, 1990).
Tato metoda umoznuje ziskani viruprostych rostli a k jejimu zaloZeni se pouzivaji
vrcholové ¢i axilarni pupeny. Pfi této metodé mikropropagace je zachovana geneticka

stabilita u ziskaného rostlinného materialu (Sebanek a Sladky1988).

3.4.3 Metody sterilizace rostlinného materialu

Rostliny nesou na svém povrchu velké mnozstvi mikroorganismu, a pokud neni
explatntatovand ¢ast desinfikovadna, dochazi k pomnoZeni mikroorganismd na Zivném
médiu a poSkozeni explantatu. K desinfekci se vyuzivaji riizné desinfekéni roztoky. Ty
musi likvidovat plisné€ a bakterie a nesmi ptilis poSkodit rostlinné pletiva. Proto je dlezité

dbat na spravnou koncentraci dané desinfekéni latky.
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Mezi pouzivané uCinné latky patii chlorid rtutnaty, ktery se pouziva
v koncentracich 0,1-1,0 % a doba piisobeni se 1i$i v zavislosti na typu explantatu od 2 do
25 minut. Dal$imi komponenty sterilizanich roztokii muZze byt ethanol pouzivany
Vv koncentraci 70 % po dobu péti sekund, bromova voda v koncentraci 1,0-2,0 % po dobu
od 2 do 10 minut nebo 10-30 % peroxid vodiku (Grenan, 1989). Lazo-Javalera a kol.
(2016) zkoumali u¢inky raznych desinfekénich ¢inidel na jednonodalni segmenty révy
vinné. Pracovali se dvéma riznymi koncentracemi chlornanu sodného a s rtiznou dobou
pasobeni desinfekéniho ¢inidla na explantaty. Koncentrace 0,6 % NaOCI s dobou
pusobeni 15, 30 a 60 minut a koncentrace 1,3 % NaOC]l s dobou ptisobeni 15, 30 a 60
minut. Nejlep$ich vysledki bylo dosazeno pti koncentraci 1,3 % NaOCI s dobou

pasobeni 60 minut, kdy bylo 80 % explantatt bez kontaminace.

3.4.4 Metody sterilizace prostiedi

Sterilita manipula¢niho prostedi je zajisténa flow boxem. Toto zafizeni filtruji
nasadvany vzduch a na filtrech jsou zachyceny mikroorganismy i jejich spory. Takto
upraveny sterilni vzduch proudi horizontdln¢ a omyvé pracovni plochu ¢imz zamezuje
ptistupu infekce. Pracovani plocha lamindrniho boxu je sterilnim prostiedim a dovoluje
manipulaci s rostlinnym materialem bez rizika kontaminace. Vnitini prostor je nezbytné
pted kazdou manipulaci s rostlinnym materialem desinfikovat 70 % ethanolem a pouzit
desinfekci k o¢isténi rukou. Uvnitt flow boxu by mély byt pfipraveny vSechny standardné
pouzivané nastroje jako skalpel, pinzeta, tdcky, nadoby s roztoky a podobné (Trigiano,
2000).
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3.4.5 Sterilizace v autoklavu

Autoklav je pouzivan pro sterilizaci pipet, filtri, vody, zasobnich zivnych médii a
nadob s zivnymi médii urCenymi pro explantaci rostlinného materialu. Média pro
rostlinné explantaty mimo to, ze poskytuji idealni podminky pro explantaci, piedstavuji
také idedlni substrat pro mnozeni a rGst hub a bakterii. Autoklavovani je metoda
sterilizace vodni parou za vysokého tlaku. Uvniti autoklavu dochazi ke zvyseni tlaku na
105 kPa a teplota vnitiniho prostoru stoupne na 121 °C. Autoklavovani trva 15-20 minut
Vv zavislosti na velikosti sterilizovanych objektt. Vyhodou sterilizace v autoklavu je
ucinnost tohoto postupu, protoze pii teploté 121 °C jsou niCeny jak vegetativni, tak
generativni formy mikroorganismt. Kovové nastroje mohou vlivem pary zrezivét a

ztupét, proto je lepsi pouzit metodu sterilizace suchym teplem (Sharma, 2012)

Obr.1 Autoklav s pfipravenymi médii k autoklavovani

3.4.6 Kultiva¢ni média pro rostlinné explantaty

Izolaci explantatu z matetské rostliny dochdzi k eliminaci vyzivy dodavané touto
rostlinou, proto musi explantaty pfijimat k riistu potfebné latky z média. Kultivacni
médium svym sloZzenim musi plné zajistit vyzivu rostlinného explantatu na pomérné
dlouhou dobu. K vyzivé rostlinnych explantati jsou nezbytné makrobiogenni a

mikrobiogenni prvky, sacharidy, vitaminy a ristové regulatory (Sebanek, Sladky, 1988).
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3.4.6.1 Voda

Voda je zakladni slozkou pro vyrobu médii pro rostlinné explantaty. Obycejna
kohoutkova voda obsahuje kationty, anionty, organické necistoty, mikroorganismy a
plyny. K ¢isténi vody se pouzivaji rizné metody, naptiklad filtrace vody pres filtry
s aktivnim uhlim K odstranéni organickych necistot a chloru nebo deionizace/
demineralizace vody, coz je proces odstranovani rozpustnych soli z vody iontovou
vyménou, ktera se uskute¢iiuje pomoci iontom¢éni¢t. Tyto iontoméniCe-katexy a anexy
maji schopnost zachytit ionty soli pfitomnych ve vodé a vymeénovat je za vodikové a
hydroxilové ionty. Katexy odstranuji kationty rozpusténych soli a anexy anionty

rozpusténych soli.

Dalsim technologickym postupem K ziskani vysoce ¢isté vody je vyuziti metody
reverzni osmoézy. Reverzni osmoza je proces, ktery vyuziva semipermabilni membrany
k oddéleni a odstranéni koloidnich ¢astic, bakterii a necistot. Voda je pfes tuto membranu
protlac¢ovana pod velkym tlakem. V dalsim stupni ¢isténi voda protéka pies filtr se
spékanym aktivnim uhlim, kde se zbavi chléoru a organickych latek absorpénim
zpusobem. Hlavni jednotkou celého pfistroje je polopropustnd membrana pracujici na
principu reverzni osmozy. Mikrootvory v membrané projdou pod tlakem pouze molekuly

vody, ostatni latky odtecou s odpadni vodou (Trigiano, 2000).

3.4.6.2 Agar

Agar je pouzivan k pfeméné tekutého kultivaéniho média na gel a umoznuje tak
stabilni umisténi explantdtu v médiu a kontakt explantatu se vzduchem. Agar je pfirodni
polysacharid schopny véazat vodu, vyrabény z moiskych fas. Do média je pfidavan
Vv koncentracich 0,5-1,0 %. Vysledkem pfidani vétSiho mnoZstvi agaru je tuzsi médium,
coz miize negativné ovlivnit rist explantatu. Pokud je pouzita nizsi koncentrace (0,4%)
nebo pokud je pH nizké, dojde k vytvoteni ptilis fidkého média. Pro médium s 0,6% agaru
je idealni hodnota pH nad 4,8 (Trigiano, 2011). Za normalnich podminek agar tuhne pfi
45 °C, takze vznikly gel je stabilni pfi teplotach obvyklych pro praci s explantaty. Vedle
agaru je mozné pevné médium vytvofit pomoci dalSich latek jako naptiklad agardzy,

Phytagelu a Gerlite, které se pouzivaji v koncentraci 1,25-2,50 g/I (Hradilik, 2005).
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3.4.6.3Vitaminy

V podminkach explantace muze byt snizena schopnost rostliny syntetizovat
vitaminy nezbytné k jejimu rstu a vyvoji. Vysledkem je zpomaleni, nebo zastaveni riistu
explantatu. Proto mohou byt pro rostlinné buiky, pletiva nebo organy vitaminy
limitujicim faktorem jejich rustu.

Mezi nejpouzivanéjsi vitaminy pridavané do zivnych médii patii:
thiamin 0,1-10,0 mg.I*!

kyselina nikotinova 0,1-5,0mg.I*

pyridoxin 0,1-10,0 mg.I!

myo-inositol 50-5000 mg.I*

V mensich davkach se také nékdy pridava kyselina pantothenova, biotin, kyselina listova,

riboflavin atd. (Prochazka, Sebanek, 1997, Hradilik, 2005).

3.4.6.4 Cukry

Cukr je velice dulezitou slozkou kazdého zivného média a jeho piidavek je klicovy
pro rust explantatu. VétSina rostlin neni schopna v podminkach in vitro efektivni
fotosyntézy z divodu nedostatku chlorofylu, omezené vymény plyni a obsahu CO:
v kultiva¢nich naddobéach. Jako zdroj uhliku a energie je pouzivdna davka 20-60 g.I*
sachar6zy. Mohou byt také pouzity ostatni monosacharidy nebo disacharidy jako

naptiklad glukdza, fruktoza, sorbitol a maltdza (Coffin, 1976).
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3.4.6.5 Makroelementy

V kultivacnich médiich jsou nejdilezitéjsSimi makroelementy fosfor, draslik, dusik,
vapnik, sira a hot¢ik. Optimalni koncentraci nelze pfesné urcit, 1isi se podle druhu rostliny

a podminkach explantace.

Dusik je hlavni mineralni latkou v rostlinnych pletivech a vétSina dusiku je
piijimana z ptidy kofeny. Dusik je v ptid¢ pfitomen v organické a anorganické formé. Je
soucasti aminokyselin, amidt, bilkovin, nukleovych kyselin, chlorofylu, enzymu
a dalSich biologicky aktivnich latek. V rostlindch se jeho obsah pohybuje ve znacném
rozmezi v zavislosti na druhu, organu a stafi rostliny (Lambers, 2005). V pocatecnich

fazich vyvoje je jeho obsah vysoky a s tvorbou biomasy postupné klesa.

Obecné by mélo médium obsahovat alespon 25-60 Nm dusiku v anorganické formé
(z toho 25-40 Nm ve formé nitratové a 2-20 Nm ve formé amonné). Pokud je dusik do
média dodan spole¢né v nitratové forme i ve forme amonnych soli, je dosazeno mnohem
lepsiho ristu (Sladky, Sebanek, 1988). Za normalnich podminek mé nitrat pro vyzivu
rostlin nejvétsi vyznam. Kofeny ho pfijimaji aktivné ve sméru elektrochemického
gradientu. V protikladu s pfijmem je vydej NO3 procesem pasivnim. Nitratovy dusik je
pfijiman pii kyselej$im pH. Pti pH 6,8 se pfijmem NO3z a NH4 v rostlinach mliZe vyrovnat.

Amonny iont plisobi inhibi¢né€ na pfijem nitratové formy.

Fosfor je nedilnou soucasti metabolickych déju, slozkou nukleovych kyselin a
bunéénych membran, které tvoii povrch kazdé bunky, ohranicuji ji a maji podplrnou
funkci. Hlavni bunécné procesy jako fotosyntéza a respirace jsou iniciovany
inorganickymi fosfaty nebo jejich organickymi derivaty. Fosfor patii mezi ziviny v padé

malo pohyblivé (Lambers, 2005).

Draslik je nepostradatelny pro fotosyntézu a dychani rostlin, je dilezity pro
hospodareni rostliny s vodou. Nachazi se jako volny draselny iont v bunécné st'ave, a tak
urcuje osmotickou hodnotu. Pfi nedostatku drasliku klesa turgor v rostlin€ a listy mohou

vadnout. Do médii se dodava ve form¢ dusi¢nanu nebo chloridu (Prochazka, 1998).
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Vapnik se podili na fyziologickych funkcich, zejména na stavbé bunécnych stén a
na reakci s organickymi kyselinami. Ovliviiuje prodluzovaci rist bunék, rust kofent a
meristematickych pletiv. Nedostatek vapniku se projevuje svinovanim okraja listd
smérem nahoru, zabrzdénim riistu a odumiranim vrcholového meristému. Pi1 nadbytku

rostlina Spatné pfijima Mn, B, Fe coz vede k chloroze.

Hor¢ik ma nejvetsi vyznam jako stavebni souéast chlorofylu, a tak ovliviiuje
fotosyntézu. Podili se na tvorbé aminokyselin a zlepSuje transport asimilatd v rostling.

Silny nedostatek prvku omezuje funkci vodivych pletiv (Pavlousek, 2011).

Sira je stavebni sou¢ast n€kterych aminokyselin, bilkovin a vitamind. Do média se

ptidava ve formé sirand. Spolu s dusikem se tcastni syntézy bilkovin.

3.4.6.6 Mikroelementy

Mezi mikroelementy pouzivané pro kultivaci rostlinnych explantatt fadime zelezo,
mangan, zinek, bor, méd’, kobalt a molybden. Koncentrace téchto prvkl v zivném médiu

se pohybuje v rozmezi 0,1 uM do 100 pM.

Zelezo se dodava spoletné se zinkem v chelatové forme, ma vyznam pro dychani
a fotosyntézu, je pottebny pii tvorbé chlorofylu. Nedostatek Zeleza zplisobuje chlorézu a

jeho nadbytek brzdi ptijem Mn (Prochazka, 1998).

Meéd’ ovliviiuje biochemické reakce a podili se na tvorbé chlorofylu. Velky vyznam
ma pro tvorbu sacharidi. Mezi médi, Zelezem a manganem existuje antagonismus, takze

vysoky obsah médi miize vyvolavat nedostatek Fe a Mn (Pavlousek, 2011)

Mangan je dulezity pro kvalitni pribéh fotosyntézy. Ma vyznam pro hospodaieni

rostliny s vodou. Pti nedostatku manganu se na listech objevuje chloroza.
Zinek, bor a dalsi mikroelementy jsou v médiu pfitomné v malém mnozstvi a

hraji ulohu stimulatorti specifickych procesti, naptiklad syntézy auxinti (Prochazka,

1988).
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3.4.6.7 Fytohormony

Rist a vyvoj rostlin byl dlouhou dobu spojovan pouze s vyzivou rostlin. V roce
1880 piisel némecky botanik Julius Sachs s hypotézou tvorby specifickych latek
v rostlinach. Domnival se, Ze n¢které latky ovliviiuji rtst stonku, jiné rast listu, kofene
nebo kvétu. O samotny objev fytohormonti se zaslouzil F.W. Went a to v roce 1928. Déle
se touto problematikou zabyvali F. Skoog, R. Snow a mnoho dalsich. K objevu
fytohormona prispéla i ¢eska botanicka Skola profesord Bohumila Némce a Rudolfa

Dostala.

Z vyzkumu zékonitosti riistu a vyvoje rostlin vypliva, Ze v téchto procesech hraji
vyznamnou roli fytohormony a jejich interakce. Rlistovy proces neni ovliviiovan pouze
jednim fytohormonem a také neexistuje fytohormon, ktery by ovliviloval pouze jeden
ristovy proces (Prochézka, Sebanek a kol. 1997). Piirodni hormony ovliviiuji mistné
prenos genetické informace z jadra bunék pletiv, a tak ptisobi na funkci enzym a jinych
proteind v cytoplazmé a na membrdnach. V tomto pisobeni hormony rtizné interferuji,
pusobi bud’ spolené nebo proti sobé v ndvaznosti na vnitini nebo vnéjsi podnéty. Slozeni

hormonti urcuje jejich vyslednou aktivitu a tim riist a vyvin organt.

Utinky rostlinnych hormont jsou znatelné uz pfi velmi malych koncentracich
(0,001-10 pM). Iniciuji rozvoj a rist kofend, vyhoni a stimuluji bunééné déleni.
V nékterych piipadech je rostlina autotrofni a dokdZe se sama zasobit regulatory
rostlinného ristu. Ve vétsing piipadu je ale nutné tyto latky do média piidat (Trigiano,
2011). Nejdulezitéjsi skupinou fytohormond pouzivanych pii kultivaci rostlin in vitro
jsou auxiny, cytokyniny, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. Mimo skupiny existuji
v rostlinach dalsi latky regulujici rast, které nejsou fazeny mezi fytohormony, nebot’ jsou
ucinné ve vyssich koncentracich. Patii sem zejména polyaminy, oligosacharidy a skupina
fenolickych latek. Cytokininy, gibereliny a auxiny pisobi zejména stimula¢né, naopak

kyselina abscisova a ethylen plisobi inhibi¢né (Machékova, 1998)
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Auxiny

Auxin je nejdéle zndmym fytohormonem. Vznikd v primarnich meristémech,
zejména ve vzrostlém vrcholu stonku, v mladych listech, ale i1 v sekundarnich
meristémech. Podporuje prodluzovaci rust segmentii stonku a apikédlni dominanci,
stimuluje také plos$ny rtst bunéénych stén a déleni bunék (Kincl, 2000). Nejznamé;jsi
Z auxinovych fytohormonti je heteroauxin kyselina indolyloctovd (IAA). S rtstovou
stimulaci souvisi i Uloha auxinu v regulaci tropismi. Pod vlivem gravitace dochazi
k nerovnomérné laterarni distribuci IAA a v duisledku toho k nerovnomérnému ristu.
Stimulaci riistu vyvolava IAA pii koncentracich 107-10° mol.I. Vys&§i koncentrace
naopak casto rast inhibuji v diisledku zvysené tvorby etylenu. DalSim auxinem je kyselina

indolylmaselna (IBA). (Prochazka, Sebanek, 1997).

Dalsi vyznamny ucinek auxinii je stimulace tvorby adventivnich kofend na
segmentech stonktl 1 u explantatii. Auxiny se pouzivaji ke stimulaci zakotenovani tizk.
Rizky z vrcholové &asti letorostii obsahuji vice auxinil, a proto zakofefiuji 1épe nez
Z bazélni ¢asti letorostu, kde je jejich obsah niz§i. Vrcholové tizky také 1épe reaguji na
dodani syntetickych auxind. Auxiny kontroluji v rostliné tvorbu a rist kofene i
postrannich kotentl. Nejvice auxind je obsazeno v kofenové ¢epicce a smérem ke stonku
se jejich koncentrace stale vice snizuje (Torrey, 1976). Tento jev zpiisobuje systém [AA-
oxydazy, ktery je v kofenech velmi silny. Koncentrace auxini se tedy se vzrlstajici
vzdalenosti od vrcholku kotfene méni. Silngjsi koncentrace podnécujici iniciaci hlavniho
kofene a postrannich kofenti ustupuji niz$im koncentracim podnécujicim jejich rust.
Vysoké koncentrace auxinll brzdi zakladéni i riist kotent (Kutina, 1977). Do kultiva¢nich

médii byvaji auxiny piidavany spole¢né s cytokininy (Kincl, 2000).

Mezi auxiny pouZivané do Zivnych médii pat¥i:
Kyselina indolyl-3-octova (IAA)

Kyselina indolyl-3-maselna (IBA)

Kyselina naftyloctova (NAA)

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4,5-T)
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Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony syntetizované v kotfenovych vrcholech a
translokovany symplasticky lykem i1 xylémem do lodyhy a listii. Zde ptisobi piedevsim
svym vlivem na nukleové kyseliny jako konstruktivni Cinitel pii budovani jednotlivych
organt a jejich udrzovani v dobrém zdravotnim stavu a funkci. Bylo zjiSténo, Ze maji vliv
na mnoho vyvojovych, biochemickych, metabolickych a fyziologickych procesi v
buné¢ného déleni a prabéh bunééného cyklu (Mok, 2000). Se stimulaci déleni buné¢k je
spjato urychleni tvorby DNA. Obecné lze fict, Ze cytokininy stimuluji metabolismus
rostlin, zvlasté pak RNA a proteosyntézu. Proto zpomaluji starnuti bun¢k a zvysuji jejich
odolnost proti nepiiznivym vlivim prostiedi (Kincl, 2000). Indukuji také aktivitu
meristémi a tvorbu pupenl. Vyrazn€ snizuji apikélni dominanci a podporuji rist
axilarnich pupenti. Cytokininy se tvofi v kofenech a podnécuji aktivitu déleni bunék a
v nizkych koncentracich mohou stimulovat zakladani kofent, je-li zaroven pfitomen
dostatek auxinid, velmi Casto vSak tvorbu kofent brzdi. Cytokininy jsou také casto

schopny ovlivitovat dlouzivy rist kofenti (Kutina, 1977).

Mezi pouzivané cytokininy do Zivnych médii patri:

Benzylaminopurin (BAP)

Isopentenyladenin (2iP)

Benzyladenin (BA)

Furfurylaminopurin (kinetin)

zeatin

Benzyladenin (BA) vykazuje vyrazné vyss$i cytokininovou aktivitu nez pfirozené se

objevujici zeatin.

Gibereliny

V dnes$ni dobé je znamo vice jak 130 druht derivatd s giberelanovym skeletem.
Poprvé byly objeveny v roce 1938 kdy byly izolovany z houby Fusarium moniliforme.
Houba se péstuje v tekutém zivném prostiedi a gibereliny se z izoluji z filtratu kultivacni
tekutiny (Kincl, 2000). Gibereliny nejsou tak Casto vyuzivané pro kultivaci rostlinnych
explantatli, nékdy se do médii pfidavaji pro stimulaci ristu. Gibereliny stimuluji tvorbu
kalusu a rast zakrslych rostlin. Pokud v médiu neni pfitomen auxin, €inky giberelint se

malokdy projevi (Edwin a kol., 2008).
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Gibereliny jsou nezbytné pro mnoho procesu v rostlinach, vcetné kli¢eni semen,
rust internodii u listl, zrani pylu a indukci kveteni (Daviere, 2013). Stejné jako u auxint
tak 1 giberelini je znamo, Ze stimuluji rast. ZvySuji d€leni mladych buné¢k
Vv meristematickych oblastech a prodluzovani bunék v oblastech dlouzivého ristu.
Zvysuji také primér bunék a ovlivityji tloustku bunécnych stén u dievitych vlaken. Na
rozdil od auxint gibereliny neovliviiuji kofenovy systém, ale stimuluji jen nadzemni ¢asti
rostlin. Aplikace giberelint ke zvySeni nasazeni plodu je ve vétsing piipada efektivngjsi
nez aplikace auxini. Tento ucinek je nejefektivnéjsi u jabloni a révy vinné (Prochazka a
kol., 1998).

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova se v rostlindich nachazi ve velmi nizké koncentraci. Je
syntetizovana v dospélych listech, semenech, pupenech a hlizach, mladych $pic¢kach
kotfenil a v mensim mnozstvi u vSech dalSich organii. Kyselina abscisova je do zivnych
médii pouzivana jen vyjimecné pro indukci somatickych embryi, stimulaci tuberizace,

indukci kveteni, navozeni dormance nebo zabrzdéni riistu explantatu (Sebanek, 1999).

Etylen

Etylen je povazovan za hormon zpilisobujici starnuti rostlin. Etylen mlze byt
produkovan pii mechanickém poranéni rostliny, ale i1 v diisledku choroby. V rostlinach
muze pusobit celou fadu reakei v zavislosti na stafi rostliny a na jeji citlivosti na etylen
(ztrata chlorofylu, odumiréni ¢asti rostlin, Ghyn rostliny). Komeréné se vyuziva

k poskliziiovému dozravani rajcat, banant, hrusek a dalsich plodin (Blankenship, 2000).

Etylen je produkovan v kultivaénim prostiedi samotnymi rostlinami. Zdrojem
etylenu mohou byt také samotné slozky kultivacniho média, nebo pryZové uzavéry
kultivaénich nadob. Produkce endogenniho etylenu je ovliviiovana dalSimi rostlinnymi

hormony, pfedev§im auxinem (Prochéazka a kol., 1998).
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3.4.7 Zakotenovani v podminkach in vitro

Zakotenovani prytii ve sterilnich podminkach in vitro je pomérné€ pracné a zvysuje
naklady na mnozeni rostlin. Dle Hradilika (2005) pouze malé mnozstvi rostlin tvoii
kotfeny na zivném médiu s obsahem cytokinini a u vSech ostatnich je nezbytny pfenos
prytt k zakofenéni na nové médium s obsahem auxin. Vhodné koncentrace jsou u IAA
v rozmezi 0,1-10 mg.It , NAA 0,05-1,0 mg.I"t, IBA 0,1-10 mg.I"t. Pro zakotefiovani je
nékdy doporucovano poloviéni médium s redukovanym (50 %) obsahem makro a
mikroelementl. Nizs§i koncentrace zivin v médiu muze také predstavovat urcity stres,
ktery signalizuje nedostatek zivin v prostiedi a iniciuje intenzivni tvorbu adventivnich
kotenil. Na pevnych agarovych pidach se Casto vyvijeji kofeny bez kotenovych vlaskt
coz souvisi s nedostatkem kysliku v pevném médiu. Pro zakladéani a rist adventivnich
koteni je fyziologickym prostfedim tma, pfesto svétlo vétSinou zakladani a rast kofenti
negativné neovliviiuje. Teplota pro fizenou rhizogenezi se u vétSiny rostlin pohybuje

V rozmezi 25-28 °C.
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4 METODIKA

4.1 Kultiva¢ni mistnost a laborator

Bézna laboratotf by méla byt rozdélena na Cast urCenou pro pfipravu rostlinného
materialu ke kultivaci, na stanovi§t¢ pro pifipravu médii, mistnost pro aseptickou
manipulaci atd. Kultiva¢ni mistnost je vétSinou jednoduse zafizena, vybavena policemi
pro kultivovany material, flow boxem pro aseptickou manipulaci, zafivkami se spinacimi
hodinami a klimatizaci. Pokud je kultivaéni mistnost mala, snadno dochazi k naristu
teploty, proto je kvalitni klimatizace nutnosti. Dobré proudéni vzduchu téz zamezuje
kondenzaci vody Vv petriho miskach nebo jinych kultivaénich nadobach (Beyl, 2016).
Sterilizace kultiva¢nich médii se provani v autoklavu. Rostlinny material je také nutno
sterilizovat, nejéastéji je pozivano desinfekénich roztoku jako je savo, ethanol HgCly,
chloramin. Pokus probihal v laboratofi ustavu genetiky Zahradnické fakulty v Lednici.

Laboratof je vybavena v§emi vyse uvedenymi technologiemi.

4.2 PodnoZovy material

Pro zalozeni primarni kultury byly vybrany ¢tyfi druhy podnozi-Kober 5BB,
Craciunel 2, Kober 125 AA a SO 4.

4.2.1 Kober 5BB-Vitis Berlandieri x Vitis Riparia

Tuto podnoz vyselektoval F. Kober ze série Teleki 5 A, jako vegetativni potomstvo
nékolika kei podobnych vlastnosti. V roce 1920 bylo zahdjeno péstovani této podnoze
v Rakousku a rozsifila se do vSech vinohradnickych zemi v Evropé. Kober 5SBB je bujné
rostouci podnozova odriida a také na ni nastépované odriidy maji bujny rast. Ma velmi
dobrou rezistenci vuci révokazu a je také odolna ke kofenovym had’atkim. Neni k nim
vSak rezistentni. PodnoZ je velmi vhodna pro plodné odriidy, které nejsou citlivé na
sprchavani kvétenstvi. Naopak neni vhodna pro odridy citlivé na sprchavani kvétenstvi.
Je vhodnéa do méné vyzivnych plid, protoZe na ptidach s nadmérnou vyzivou dochazi u
naStépovanych odriid ke Spatnému vybarvovani hroznii, poSkozeni plisni Sedou nebo
sprchavani kvétenstvi. Nejlepsi jsou mirn€é vlhké, hlinité a spraSové pidy. Podnoz je
Vv naSich podminkach tolerantni asi k 15 % aktivniho vapniku v ptd¢. Je méné vhodna
pro stanovisté s delSim obdobim sucha. Kober 5 BB je meélce kofenici podnoz a

zakotenuje velmi dobie. Ma kratké vegetacni obdobi a dobré vyzravani dreva.
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4.2.2 Craciunel 2 - Vitis berlandieri x Vitis riparia

Craciunel 2 je rumunska selekce z populace Vitis berlandieri x Vitis riparia ,, Kober
5 BB*. Vznikla na vyzkumné vinohradnické stanici v Craciunel. Craciunel je bujné
rostouci podnozova odrida. Také nastépované odrudy rostou na této podnozi bujné. Ma
vysokou odolnost vici kofenové formé révokazu, je odolna k plisni révové a padli
révovému. Mé velmi dobrou afinitu s plodnymi odridami nenachylnymi na sprchavani.
Lze na ni Stépovat i odriidy citlivé na sprchavani kvétenstvi. Vzhledem k vyssi odolnosti
vuci suchu je vhodna do lehkych, pisCitych, Stérkovitych, hlinitych i uléhavych pud.
Nesnasi vsak tézké jilovité pudy. Snasi vyssi obsah aktivniho vapniku v pidé (max. 20

%). Ve skolce velmi dobie zakofenuje.

4.2.3 Kober 125 AA - Vitis berlandieri x Vitis riparia

Odrudu vyselektoval F. Kober v Klosterneuburgu jako selekci z ket pochazejicich
od Telekiho. Kober 125 AA je bujné rostouci podnozova odrida. Odridy na ni
naStépované maji slabsi riist nez odridy na Kober 5 BB. Podnoz ma velmi vysokou
rezistenci k révokazu. Afinita je dobra s vétSinou u nas péstovanych odrid. Lze ji pouzit
jak pro odrady jakostni, tak pro odridy plodné. Neni vhodna pro odrudy s nepravidelnou
plodnosti. Omezuje sprchavani kvétenstvi. Je velmi vhodna pro skupinu burgundskych
odrid a Tramin cerveny. Snasi plidy stejnomérné vlhké a dostate¢né hluboké. Neni
vhodné ji vysazovat do mélkych pid a na suchd stanovisté. Nejvhodnéjsi jsou hlinité a
piscCitohlinité¢ pady. Snasi primémne 14 % aktivniho vépniku v pade. Podnoz je velmi
podobna podnozi Kober 5 BB, ale na rozdil od ni ma vétsi toleranci k suchu. Je vhodna

zejména do specidlnich podminek a na vysoké péstitelské tvary.
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4.2.4 SO 4 - Vitis berlandieri x Vitis riparia

Podnoz byla vyselektovana Hansem-Christianem Rodrianem v némecké
vinohradnické $kole v Oppenheimu ze selekce Teleki 4. V podnoZzové vinici ma tato
odrtida stiedni rast. Nastépované odridy maji sttedné bujny rust. Ma vysokou rezistenci
k révokazu a je rovnéz rezistentni ke kofenovym had’atkim. Ma velmi dobrou afinitu
S jakostnimi odrtidami a odriidami citlivymi na sprchavéani kvétenstvi. Velmi vhodna je
pro odridy Ryzlink rynsky, Sylvanské zeleni, Neuburské, Svatovaviinecké a Veltlinské
zelené. Podnoz ptiznivé piisobi na urychleni dozravani hroznii nastépovanych odrad.
Podnoz ma mélky kotfenovy systém, toleruje vysoké hodnoty vapna v pidé (az 18 %
aktivniho vépna) a nejlépe ji vyhovuji humdzni, stejnomérné vlhké, hlinité pidy. Neni
vhodna pro lehké a malo Grodné piidy. Odriida velmi dobte zakotetuje, je to idedlni

podnoz pro vinice na stfednim vedeni (Pavlousek, 1999)

4.3 ZaloZeni primarni kultury

Pro zaloZeni primarni kultury bylo vybrano médium MS (Murashige, Skoog, 1962),
médium pro primarni kultury, které je v laboratoti bézné pouzivano. V destilované vodé
bylo rozpusténo 4405,19 mg-1 * komeréniho MS média, spolu se sacharézou (30 g.I"%),
myoinositolem (100 mg-1?) a regulatory rostlinného riistu BA (0,7 mg-1?), 1AA (0,1
mg-1?). Tato smés byla pfidana k rozvafenému agaru a do jednoho litru doplnéna
destilovanou vodou. Nakonec bylo pH upraveno na hodnotu 5,8. Pfipravené médium bylo
naplnéno do velkych zkumavek v mnoZstvi 10 ml. Zkumavky byly 20 minut

autoklavovany.

Mladé letorosty révy vinné byly odebrany z technického izolatu, nasledné byly
nafezany na jednotlivé jednonodalni segmenty 0 velikosti 5-10 mm. Segmenty byly
vlozeny do Erlenmayerovych bangk a byly zality vodou se saponatem, aby doslo k jejich
odmasténi. Voda se saponatem byla slita a nasledovala povrchova desinfekce, ktera jiz
probihala ve sterilnich podminkach flow-boxu. Do Erlenmayerovych ban¢k byl nalit
chlorid rtut'naty v koncentraci 0,2 %. Po ¢tyfech minutach byly segmenty vyjmuty a byly
tiikrat proplachnuty sterilizovanou destilovanou vodou. Nakonec byly segmenty
Zkraceny, aby se zamezilo kontaminaci explantatd chloridem rtutnatym zbylym
Vv rostlinném pletivu. Po poslednim oplachu zistaly explantaty v destilované vodé, aby

nedoslo k jejich poSkozeni vlivem vyparu vody.

32



Ptipravené a desinfikované segmenty byly pinzetou pieneseny do velkych
zkumavek s médiem pro primarni kultury. Kazdy segment byl vtla¢en do média. Takto
pfipravené vzorky byly kultivovany pfi teploté 22 + 1 °C, fotoperiodé€ 16 hodin svétlo/ 8

hodin tma. K osvétleni byly pouzity zafivkové trubice s intenzitou 20, 25 pmol-m2-s™,

Obr.2 Jednonodalni segmenty na kultivaénim médiu

Jednonodalni segmenty vSech ¢tyt podnoZi byly na médiu kultivovany 3 tydny, poté
byly z podnozi odebirany prorostlé Gzlabni pupeny, které byly pasazovany na Cerstvé
médium. U n€kterych explantatu se projevila kontaminace. Pokud se kontaminace kultury
objevila do tydne po zaloZeni, jednalo se pravdépodobné o nedokonalou sterilizaci
rostlinného materidlu. Pii infekci projevené za deset dni a vice jde pravdépodobné o

endogenni kontaminaci explantatu.

Nejvice vyhovujici pro dalsi praci s rostlinnym materialem byla podnoz CR2, ktera
méla nejvyssi pocet prorostlych tiZlabnich pupent a ani po druhém pasaZovani rostliny
nenekrotizovaly a byly vitalni. U podnozi KSBB, SO 4 a Kober 125 AA dochazelo ve

veétsi mite ke zloutnuti listti, nekrotizaci a postupnému odumirani rostlin.
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Obr. 3 Jednonodalni segmenty podnoze KSBB bez znamek prorustani Gizlabnich
pupent 20. den kultivace

Obr.4 Jednonodalni segment podnoze CR2 s prorostlymi tzlabnimi pupeny
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4.4 Zakorenovani Vitis vinifera v podminkach in vitro

Pro kultivaci byly pouzity rostliny odebrané z primarni kultury podnozové odriidy CR2.

4.4.1 Priprava kultiva¢nich médii

Jako zakladni médium bylo pouzito médium Murashige & Skoog (MS) obohacené
o vitaminy. Do zdkladniho média byly pfidany rozdilné davky kyseliny naftyloctové a
kyseliny indolyl-3-octové, a byly tak vytvoieny Ctyfi typy kultiva¢nich médii.

Slozky média Murashige and Skoog | mg.I*!
NH4NOs 1650,0
CaCl2.2H20 332,2
MgSO4.7H20 370,0
KH2PO4 170,0
H3BOs3 6,2
CuS0O4.5H20 0,025
FeSO4.7H20 27,8
MnSOs. H20 16,9
KI 0,83
NazMoOs. 2H20 0,25
KNOs3 1900,0
CoCl2.6H20 0,025
Na2:EDTA 37,3
ZnSO4 .7TH20 86,0
Myo-inositol 100,0
Glycine 2,0
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Thiamin HCI 0,1

Tabulka 1: Slozeni kultiva¢niho média Murashige and Skoog (Trigiano, 2000)
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Médium C0

Médium s oznacenim CO bylo pouzito jako kontrolni médium a nebyly do n¢j
pridany regulatory rostlinného ristu. V destilované vodé bylo rozpusténo 4405,19 mg-1™
komeréniho MS média, spolu se sacharézou (30 g.I''), myoinositolem (100 mg-17). pH

bylo upraveno na hodnotu 5,8.

Médium C1

V destilované vodé bylo rozpusténo 4405,19 mg-1-1 komer¢niho MS média, spolu
se sacharézou (30 g.I"Y), myoinositolem (100 mg-1) a regulatory rostlinného riistu NAA
(0,15 mg-1), IAA (0,15 mg-1?). Tato smés byla piidana k rozvafenému agaru a do

jednoho litru doplnéna destilovanou vodou. Kone¢né pH bylo upraveno na hodnotu 5,8.

Médium C2

V destilované vodé bylo rozpusténo 4405,19 mg-1"t komeréniho MS média, spolu
se sachardzou (30 g.I"), myoinositolem (100 mg-1?) a regulatorem rostlinného riistu
NAA (0,15 mg-1"). Tato smés byla ptidana k rozvaifenému agaru a do jednoho litru

doplnéna destilovanou vodou. Kone¢né pH bylo upraveno na hodnotu 5,8.

Médium C3

V destilované vodé bylo rozpusténo 4405,19 mg-1"? komeréniho MS média, spolu
se sachardzou (30 g.I"), myoinositolem (100 mg-17) a regulatorem rostlinného riistu IAA
(0,15 mg-1%). Tato smés byla ptidana k rozvafenému agaru a do jednoho litru doplnéna

destilovanou vodou. Koneéné pH bylo upraveno na hodnotu 5,8.

Vsechny média byly naplnény do velkych zkumavek v mnozstvi ptiblizné 10 ml na
kazdou zkumavku, poté byly zakryty pevnym alobalovym vickem. Zkumavky byly
dvacet minut autoklavovany. Pred dalsi praci byly kultivaéni média vychlazené na teplotu

pfiblizné 22 °C.
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4.4.2 ZaloZeni pokusu

K zalozeni pokusu byly pouzity pasazované rostliny podnoze CR2, ktera
vykazovala nevyssi zdatnost. Rostliny byly skalpelem upraveny na ptiblizné stejnou
velikost, a tak aby na rostliné zlstaly dva az tfi listy. Prace probihala ve sterilnich
podminkach flow-boxu, ktery byl pied zac¢atkem prace desinfikovan 70 % ethanolem,
stejné jako tacky, pinzety a skalpely. Pinzeta a skalpel byly pied pouzitim vlozeny na pét
vtefin do sterilizaéni kostky nastavené na 250 °C. Vyhonky byly vtlateny do média a
zkumavky byly nasledné¢ zakryty pevnym alobalovym vickem. Zkumavky s explantaty
byly umistény do stojanii a ulozeny na polici v kultivaéni mistnosti. Vzorky byly
kultivovany pii teploté 22 + 1 °C fotoperiod¢ 16 hodin svétlo/ 8 hodin tma. K osvétleni

byly pouzity zafivkové trubice s intenzitou 20, 25 pumol-m?2-s™,

Réva vinna patii
K rostlinam pomérné naro¢nym na teplotu. Pro multiplikaci je nutné udrzet teplotu
alespon 22 °C. Pii niz$i teploté dochazi ke zpomaleni ristu, pii vysSich teplotach, které

jsou vyssi nez 25 °C, miize dojit k vysychani kultivaéniho média.

Obr.5 Explantat po zaloZeni pokusu na médiu C3
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4.4.3 1.Méfeni

Prvni kontrola prob¢hla po 11 dnech kdy zacaly byt patrné zmény na nékterych

explantatech.

Médium C0

Na kontrolnim médiu bez pridanych regulatort rostlinného rtstu byla po 11 dnech
explantace pozorovana proliferace kofenti u tii explantatd (cca 2-4 mm), na jednom
explantatu se projevila infekce a zbylé vzorky zlstaly beze zmény. Infikovany explantat

byl vyfazen.

Médium C1
U Sesti explantati nebyly pozorovany Zadné zmény, u zbylych deviti byla patrna

proliferace kofenti o délce cca 3 mm (Obr.6).

ODbr.6 Proliferace kofent explantatu na médiu C1
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Médium C2
U deviti explantati nebyly pozorovany zadné zmény, u Sesti explantati doslo ke
znatelnému rustu kofend do délky cca 5-6 mm. Kofeny jsou silné a objevuje se na nich

jemné vlaseni (Obr.7).

Obr.7 Explantat na médiu C2 s vyraznym ristem kofene S kofenovym vlasenim

Médium C3
U média C3 se objevila po 11 dnech explantace infekce u jednoho z explantatu, ten
byl z dalsiho pozorovani vytazen. U jednoho explantatu bylo jiz po jedenacti dnech patné

prorustani dvou kofentl o velikosti cca 4 mm. Ttinact explantatd netvotilo kofeny.
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4.4.4 2. Méreni

Kontrola explantatii po 25 dnech
Médium CO

U deseti rostlin nedoslo oproti minulému métfeni ke zmeéné, rostliny jsou zelené ale
netvoii kofeny. U jednoho explantatu zacina byt patrné proliferace kofenti. U zbylych tii

explantat kofeny vyrazné rostou (cca 1,2 cm).

Obr.8 Explantat na médiu CO s vyraznym rastem kotene

Médium C1

U Sesti vzorkd nedoslo oproti minulému méfeni ke zmeéné, rostliny jsou zelené,
kotfeny nerostou. U dvou explantati prorusta vicero kofent o délce cca 3 mm. Rostliny
jsou zelené a nadzemni ¢ast roste. U Sesti explantatt doslo k drobnému ptirtstku kofenti
oproti minulému méfeni. U jednoho vzorku doslo k vyraznému rlstu rozvétvenych

kofent o délce cca 7 mm.

40



Obr. 9 Explantat na médiu C1 s patrnym ristem kofent

Médium C2

U deviti rostlin se netvoii kofeny. U dvou rostlin doslo k mirnému ptirdstku kofend
oproti minulému méfeni. U ¢ty explantatt doslo k vyraznému ristu kotfend, které se
vétvi, délka kofeni je cca 3-3,5 cm. Rostliny, které zakotenili, vykazovaly od zacatku

explantace také mohutny riist nadzemni casti.

Obr.10 Explantaty na médiu C2 s mohutnym ristem kofend
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Médium C3
U tohoto média nedochézi u explantatu k ristu kofenti ani nadzemni ¢asti, rostliny
jsou zakrslé a v misté styku s médiem Cernaji. Jedna rostlina je vitalni, roste jak kofen,

tak nadzemni ¢ast.

4.4.5 3. Méreni

Kontrola po 39 dnech
Médium C0

U média CO se po 39 dnech objevila u jednoho explantatu infekce. U péti rostlin
nedoslo k proliferaci kotfend. U jednoho explantatu jsou kofeny cca 3,5 cm dlouhé a
rozvétvené. Dva explantaty maji cca 1,5 cm dlouhé nerozvétvené kotfeny. U Ctyf

explantatli dochazi k postupné proliferaci kofentli cca 3-4 mm.

Médium C1

U péti explantati nedoSlo od posledniho métfeni k Zddnému pfiristku kotent,
kofeny nerostou, rostliny jsou malé se zlutozelenymi listy, které se svinuji smérem
dovnitt. U ¢tyt rostlin byly kofeny stejné jako pfi predeslém méieni, nicméné rostliny
zvétsili nadzemni Cast, jsou zelené a vitalni. U dalSich péti explantatt doslo k vyraznému
rustu kotfent, kter¢ jsou silné a vétvi se. Délka kotentl dosahla cca 1,4-2 cm. Posledni z 15
explantatl mél rozvétvené koteny o délce cca 2,2 cm. Nadzemni €ast rostliny byla

vyrazné€ vyssi nez ostatni explantaty na tomto médiu.

Obr.10 Explantaty na médiu C1, které nevytvaii kofeny

42



Obr.11 Explantaty na médiu C1 s vyraznym ristem kotenti

Médium C2

U deviti rostlin nedoslo od posledniho métfeni ke zméné, rostliny netvoii koteny,
jsou zakrslé, listy se svinuji smérem dovnitt. U dvou explantat doslo k pfirtistku kotenti
cca o 4 mm. Ctyii explantaty maji silné rozvétvené kofeny, nadzemni ¢ast rostliny bujné

roste.

Médium C3
U deseti rostlin nejsou patrné zadné zmény, rostliny maji svinuté listy, jsou zakrslé
a v misté kontaktu s médiem Cernaji. U jednoho explantatu je teprve po 39 dnech patrna

proliferace kofene o délce cca 2 mm. Na poslednim explantatu je patrnych pét kotrent.
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Pribéh zakoreriovani explantatl na jednotlivych

médiich
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Graf 1: Pribéh zakotenovani explantatd na jednotlivych médiich

Z grafu je patrné ze nejvEétsi UspéSnost pii zakofenovani mélo médium ClI
s obsahem 0,15 NAA a 0,15 IAA, na kterém tvofilo nejvice rostlin kofeny jiz od pocatku
explantace. Pfi méfeni po 39 dnech byl zaznamenan rast kofend u dalSich dvou
explantatli. Pfi poslednim méfeni po 45 dnech kultivace byla zaznamendna proliferace
kofene u jednoho dalsiho explantatu. Kultiva¢ni médium C2 s obsahem 0,15 NAA
vykazovalo konstantni pocet zakofenujicich rostlin po celou dobu explantace. Rovnéz u
tohoto média bylo pfi poslednim méfeni zjisténa proliferace kotene u jednoho dalsiho
explantatu. Jako nejhorsi kultiva¢ni médium bylo vyhodnoceno médium C3 s obsahem
0,15 IAA, z celkového poctu 15 rostlin zakotenily pouze dvé€. Ostatni nejevily po celou

dobu explantace znamky proliferace kotent.
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5 VYSLEDKY A HODNOCENI
Po 45 dnech byly explantity vyjmuty ze zkumavek, aby bylo mozné ptesné
zhodnotit pocet a rozméry kotfenti. Kazdé médium je hodnoceno samostatné. Hodnocen

je pocet rostlin, které v médiu zakotenili, mnozstvi, rozméry kofent a vitalita rostlin.

5.1 Médium CO0

Na médiu CO bez pfidanych regulatort rostlinného ristu zakotenilo 46,6 % rostlin.
Kofeny dosahly délky v rozmezi 4 mm-4,5 cm. Delsi kofeny byly pomérné tenké a

ktehké. Rostliny, které zakotenily byly celkové vitalni.

Obr. 12 Explantaty vyjmuté z média CO

Obr. 13 Explantaty vyjmuté z média CO
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Obr. 14 Explantaty vyjmuté z média CO

5.2 Médium C1

Médium C1 s obsahem 0,15 NAA a 0,15 TAA bylo zhodnoceno jako nejlepsi co se
tyCe poctu zakofenénych rostlin mezi ostatnimi pouzitymi médii. Z celkového poctu
patnacti rostlin jich zakofenilo dvanact, tedy 80 %. Rostliny dobfe zakofenovaly jiz od
zacatku explantace. Nartst kofend pii méteni po 11 dnech byl cca 3 mm, koteny dosahly
po 45 dnech délky 4 mm-4,0 cm, byly silné a dale se vétvily. Na delSich kofenech

vyrustalo jemné kofenové vlaseni. Rostliny byly celkové vitalni, bez zloutnuti listd.

Obr. 15 Explantaty vyjmuté z média C1

46



Obr. 17 Explantaty vyjmuté z média C1
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5.3 Médium C2

Médium C2 s obsahem 0,15 NAA mélo po celou dobu explantace konstantni pocet
kotenicich explantatii. Z celkového poctu patnacti explantatl jich zakotenilo osm, tedy
53,3 %. Pocet rostlin je sice mensi nez u média C1 s obsahem 0,15 NAA a 0,15 1AA,
kotfeny vSak dosahly délky 3-4,3 cm. Kazdy kotenici explantat mél 4-8 kotfent které se
dale vétvily. Oproti médiu C1 byly kofeny u média C2 silngjsi, delsi a s vétSim poctem
drobného kotfenového vlaseni. Koncentrace kyseliny naftyloctové spolu s kyselinou

indolyl-3-octovou pozitivné ovliviiovala regeneraci rostlin v médiu, rust kofend i

nadzemni ¢asti rostlin.

Obr. 18 Explantaty vyjmuté z média C2
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Obr. 19 Explantat vyjmuty z média C2

Obr. 20 Explantaty vyjmuté z média C2
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5.4 Médium C3

Kultivaéni médium C3 s obsahem 0,15 IAA bylo zhodnoceno jako nejméné vhodné
pro zakofenovani Vitis vinifera v podminkach in vitro v porovnani s ostatnimi pouzitymi
médii. Rostliny na médiu celkové neprospivaly, netvofily kotfeny, byly malé, listy
postupné Zloutly a rostliny odumiraly. Z celkového poctu patnacti rostlin zakotenily
pouze dve, tedy 13,3 %. U jednoho explantatu doslo K proliferaci dvou velmi malych
kotenil (4 mm), druhy explantat zakofenil velmi dobie (3,6 cm) kotfeny byly silné a

rostlina byla celkov¢ vitalni.

Obr. 22 Explantaty vyjmuté z média C3
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Obr. 23 Explantaty vyjmuté z média C3
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Délka kofenu na jednotlivych médiich
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Graf 2: Délka koteni na rostlinu na jednotlivych médiich

Na grafu je zndzornén pocet zakotenujicich rostlin na jednotlivych médiich a délka
kotenii kazdého explantatu. Je jasn¢ vidét, Zze co se tyCe délky kotfentl, byly vysledky

nejlepsi na médiich C1 a C2.

Pocet kofenu na jednu rostlinu
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Graf 3: Pocet kofenti na rostlinu na jednotlivych médiich

Na grafu je zndzornén pocet kotenil na kazdém explantatu na rozdilnych médiich.

Nejlepsi vysledky opét vykazuje médium C1 a Médium C2 s nejvys$im poctem kotfeni.
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6 DISKUZE

Diplomova prace byla zaméfena na zakotenovani Vitis vinifera L. v podminkach in
vitro. In vitro kultivace rostlinnych explantati je ovlivnéna mnoha faktory, jako naptiklad
slozenim kultiva¢niho média, typu explantatu nebo genotypu. Kazdy rostlinny druh a
kazdy regulator rustu, pokud jde o zakoifenovani, maji své specifické vlastnosti a
schopnosti. Dle Auduse (1963) podnécuji zakofenovani auxinoidy IAA, IBA, NAA,
kyselina 2-chlorfenoxypropionova a dalsi. VSechny uvedené auxinoidy jsou velmi
ucinné, musi se vSak dodrzovat spravna koncentrace, jinak jsou toxické, zabrzdi rist a
rostliny uhynou (Kutina, 1977). Pfi multiplikaci révy vinné v podminkach in vitro Ize
pouzit rizné Casti rostlin. Pro zaloZeni primarnich kultur byly v této praci pouzity
jednonodalni segmenty ¢tyi podnozovych odrid révy vinné (CR2, Kober 5BB, Kober
125AA a SO4). Nejvétsi uspésnost multiplikace vykazovala odrida CR2 a byla proto

pouzita k dalsi praci.

Singh a kol., (2004) provedli pokus s multiplikaci révy vinné na médiu MS
obohaceném o BA (2,0 a 4,0 mg.I'Y) a NAA (2,0 mg.I"Y). V médiu BA (2,0 mg.I'})
s pfidanym IBA (2,0 mg.1") a aktivnim uhlim (200 mg.1") dochazelo k nejlepsimu riistu
vyhonki i kotene. Uginky NAA se projevovaly mén&. V mém pokusu viak dochézelo u
média C2 (které obsahovalo pouze NAA 0,15 mg.I") k vyraznému rtstu kotfent i
nadzemni ¢asti rostlin. Absence regulatori rostlinného ristu BA a IBA tedy explantaty
negativné neovlivnila. Naopak niz§i koncentrace NAA, nez uvadi Singh a kol. (2004)

méla pozitivni vliv na rast rostlin.

Kurmi a kol. (2011) zkoumali u€inky riznych auxint v riznych koncentracich na
vyhoncich révy vinné ziskanych z kultury jednonodélnich segmentt odriidy Thompson
Seedless a Karnet. Na médiu obohaceném o kyselinu naftyloctovou s koncentraci NAA
0,5 mg.I"t ,byla uspésnost zakotenéni 75 %, rostliny tvofily primérné 3,2 kotent a délka
kotenti byla 4,07 cm. Na médiu s 0,1 mg-I" byla usp&snost rhizogeneze 70 %, explantaty
tvorili primérné 3 kotfeny a primérna délka byla 3,90 cm. U média C2 s obsahem 0,15
mg.I" NAA byla uspésnost rhizogeneze 53 %, primérmy podet kofent na rostlinu byl 3,1
a delka kotenil 3,4 cm. Srovnani vysledkd ukazuje, Ze 1 velmi malé snizeni koncentrace

NAA ptisobilo na explantaty negativné.
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Zhang et al. (2006) zkoumali t¢inek IAA, NAA a IBA na zakofetiovani vyhonkt
Vitis piasezkii. Z koncentraci 0,1 mg.l?, 0,2 mg.l? 05 mgl *a 1,0 mgl? IAA
zakotenovaly rostliny nejlépe na médiu s koncentraci 0,2 mg.1™ IAA s 44 % tspésnosti a
na médiu s0,1 mg.l? s34 % uspénosti zakofenéni. Pii stejnych koncentracich
vyhodnotili jako nejlepsi médium obohacené o NAA médium s 0,5 mg.I"t s uspésnosti
38 % a médium s NAA 0,2 mg.I"ts 30 % uspésnosti zakofenéni. Pocet kofenicich rostlin,
délka kofent a pocet kofenti na explantat klesal, pokud byly koncentrace nizsi nebo vyssi
nez vyse uvedené. V mém pokusu jsem dosahla lepsich vysledki na médiu C2 s obsahem
0,15 mg.I NAA, kde byla tspésnost zakotenéni 53 %. Naopak pfi snizeni koncentrace
IAA oproti nejlep$imu vysledku, kterého doséhli Zhang et al. (2006) s koncentraci 0,2
mg.I IAA, byla Gsp&snost zakofenéni pouze 13 %. Dle Alizadeh a kol. (2010) je u¢inek
rostlinnych hormont znacné variabilni v zdvislosti na jejich koncentraci a pouziti.
Koncentrace G¢inna na jeden druh nebo odriidu nemusi byt stejné ucinna pro jiny druh ¢i
kultivar. To potvrzuje studie Roubelakis-Angelakis (1991), ve které byly zkoumany
uc¢inky regulatort rostlinného ristu na zakofefiovani u patnacti genotypu révy vinné. Pfi
aplikaci stejného hormonu do média se vysledky riznych genotypi vyrazné lisily.
Z vyzkumu vypliva, Ze reakce explantati na obsah regulatorti rostlinného rastu v médiu
je silné genotypové zavisla. Ziskané vysledky diplomové prace ukazuji, Ze pro
zakofenovani Vitis vinifera v podminkach in vitro, konkrétné podnozové odrudy CR2, je
nejvhodngjsi kultivaéni médium s kombinaci kyseliny naftyloctové (0,15 mg.l?) a

kyseliny indolyloctové (0,15 mg.I'!). Na tomto médiu zakotenilo 80 % explantatd.
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7 ZAVER

Péstovani révy vinné je rozsifeno témet po celém svété a v poslednich letech zaziva
vinohradnictvi vyrazny rozmach. Kazdym rokem je ve svété zakladdno mnoho novych
vinic se spotfebou n¢kolika miliond sazenic révy vinné. Velmi vhodnym feSenim pro
uspokojeni poptavky po takovém mnozstvi rostlinného materialu je metoda mnoZeni in
vitro. Metody mnozeni in vitro umoznuji ziskat velky pocet rostlinného materialu pii
minimalnim pozadavku na prostor, je mozné ziskat zcela bezvir6zni materidl a Slechtit

nov¢ odrudy révy vinné.

V diplomové praci na téma zakotenovani Vitis vinifera v podminkach in vitro byly
k zalozeni primarni kultury pouzity ¢tyii podnozové odridy (CR2, Kober 5BB, Kober
125 AA a SO4). Jednonodalni segmenty téchto podnozi byly kultivovany na MS médiu
s piidavkem sachar6zy, myoinositolu (100 mg-1"?) a regulatory rostlinného rtistu BA (0,7
mg-171), IAA (0,1 mg-1"h). Nejvyssi Gspésnost pti kultivaci vykazovala podnozova odriida
CR2 a byla proto vybrana kdalsi ¢asti pokusu, tedy vlastnimu zakofenovani
v podminkach in vitro. Tato odrida byla nasledné multiplikovana na ¢tyfech variantach
MS média s pfidavkem reguldtorti rostlinného ristu. MS médium s oznacenim CO
slouzilo jako kontrolni a nebyly do n¢j ptidany regulatory rostlinného ristu. MS médium
obohacené o 0,15 mg-1t NAA a 0,15 mg-1"! IAA bylo oznaéeno jako C1, MS médium
obohacené o0 0,15 mg-1t NAA bylo oznaceno jako C2 a MS médium obohacené o 0,15
mg-1 TAA bylo oznaceno jako C3. Explantaty byly pravidelné kontrolovany a byla

sledovéna celkova vitalita rostlin a pfirGstek kotent, jejich délka a mnozstvi.

Z namé&fenych vysledkl vypliva, Ze pro zakofenovani bylo nejvhodnéjsi médium
C1 obohacené o regulatory rostlinného ristu 0,15 mg-1* NAA a 0,15 mg-1?t IAA.
Uspé&snost zakofenéni byla 80 %. Rostliny tvofily dlouhé silné kofeny s mnoZstvim
drobného kotenového vlaSeni. Pritomnost kyseliny naftyloctové a kyseliny indolyl-3-
octové pozitivné plsobila jak na rist kofend, tak na rist nadzemni ¢asti rostlin. Jako
nejméné vhodné médium bylo vyhodnoceno médium C3 obohacené o 0,15mg-17 IAA.
Na tomto médiu zakotenilo pouze 13,3 % rostlin. U zbylych rostlin byl inhibovan rist,

rostliny Zloutly a stonky v misté kontaktu s médiem nekrotizovaly.
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U média CO bez ptidanych regulétorii rostlinného ristu podporujicich zakotfenovani
doslo k piekvapive pozitivnim vysledkiim. K rhizogenezi doslo u 46,6 % explantati, coz
je vysledek srovnatelny s médiem C2 s piidavkem 0,15 mg.I" NAA, kde byla Gisp&snost
zakotfenéni 53,3 %. Moznym vysvétlenim je plsobeni slozek zivného média, na kterém
probihala ptedchozi kultivace primarni kultury. Pfedev§im vliv rostlinnych hormoni
muze zna¢né modifikovat postup pii nasledném zakofenovani. V nékterych piipadech
explantat 1épe zakoteni pii Uplné absenci rostlinnych hormont v disledku dostatecného

mnozstvi endogennich auxini, které stimuluji iniciaci a rast kotene.
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8 SOUHRN, RESUME A KLICOVA SLOVA
Souhrn

Cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni reSersi tykajici se slozeni médii pro
zakoteniovani Vitis vinifera v podminkach in vitro a s ohledem na ziskané informace
navrhnout slozeni nékolika zakofenovacich médii. Média obsahovala rozdilné
koncentrace kyseliny indolyloctové a kyseliny naftyloctové. Explantaty na jednotlivych
médiich byly pribézn¢ hodnoceny. Po 45 dnech byly explantaty vyjmuty ze zkumavek a
byla hodnocena celkova uspésnost rhizogeneze na daném médiu, délka a pocet kotfenti.
Jako nejvhodnéjsi z testovanych médii bylo vyhodnoceno médium C1 s obsahem 0,15
mg.I" kyseliny indolyloctové a 0,15 mg.I? kyseliny naftyloctové. Kultivace probihala

Vv laboratoii Mendelovy zahradnické fakulty v lednici.

Kli¢ova slova: Vitis vinifera, in vitro, rhizogeneze, zakotenovani, regulatory rostlinného

rustu

Resume

The aim of this master thesis was to process literary research related to rhizogenesis
of Vitis vinifera in vitro and suggest composition of rooting media with regard to gathered
informations. The media contained varying concentrations of indolylacetic acid and
naphthylacetic acid. Explants on individual media were continuously evaluated. After 45
days, the explants were removed from the tubes and the overall success rate of
rhizogenesis on the medium, the length and the number of roots were evaluated. The most
suitable of the media to be tested was a medium containing 0.15 mg.I" indolylacetic acid
and 0.15 mg.l-1 naphthylacetic acid. Cultivation took place at the Mendel Garden

Faculty's laboratory in Lednice.

Key words: Vitis vinifera, in vitro, rhizogenesis, rooting, plant hormones
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