Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra zahradnictvi

CESKA '
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Indukce somatické embryogeneze u plamenky latnaté

(Phlox paniculata) v podminkach in-vitro

Bakalarska prace

Autor prace: Ondiej Sasek
Vedouci prace: Ing. Pavel Matiska, Ph.D.
© 2014/2015 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalarskou praci "Indukce somatické embryogeneze u plamenky
latnaté (Phlox paniculata) v podminkach in-vitro" jsem vypracoval(a) samostatné pod
vedenim vedouciho bakalatské prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich
zdroji, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor
uvedené bakalaiské prace dale prohlaSuji, ze jsem v souvislosti s jejim vytvoienim neporusil

autorska prava tietich osob.

V Praze dne 12.04.2015




Podékovani

Rad bych touto cestou pode€koval Ing. Pavlovi Matiskovi, Ph.D. za cenné rady a

vedeni v prib¢hu prace.



Indukce somatické embryogeneze u plamenky latnaté (Phlox

paniculata) v podminkach in-vitro

Plamenka latnatda (Phlox paniculata) je vyznamna trvalka velice Casto péstovana
v zahradach a parcich. Mnozeni somatickou embryogenezi md u ni vyznam primarné ze
Slechtitelského hlediska, kdy je vyuzivano genetické stability ziskanych rostlin a zaroven
vyhod kultivace in-vitro. V této praci byla zkouméana mozZnost indukce somatické
embryogeneze u plamenky latnaté¢ s cilem stanovit nejvhodnéjsi kombinaci regulatort
rostlinného rastu produkujici nejvice somatickych embryi. Jako explantaty byly zvoleny
listové segmenty velikosti zhruba 1 cm’ a kultivace probihala na Zivném médiu Murashige
and Skoog (1962) se 3 % sacharézy, 0,5 mg.| " thiaminu, 0,5 mg.| ™" pyridoxinu,
0,05 mg. I"* kyseliny nikotinové, 100 mg. I * inositolu a 2 mg. I glycinu (MS médium). Byl
testovan u¢inek auxint 2,4-D (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova), IAA (kyselina indolyl-3-
octova) a cytokininu BAP (6-benzylaminopurin) na indukci somatické embryogeneze.
Nejlepsich vysledki z pohledu tvorby embryogeniho kalusu a nejvy$siho poctu ziskanych
Zivotnych embryi bylo dosaZeno u variant obsahujicich 2,4-D 1 mg. 1" + BAP 0,5 mg. | * a
2,4-D 2 mg. I + BAP 0,5 mg. I*. Indukce tvorby embryogenniho kalusu prob&hla u 100 %
explantati v ptfipad¢ prvni varianty a u 94,94 % pfi pouziti druhé. Mezi vySe zminénymi
variantami nebyl zjiStén statisticky prikazny rozdil v ziskaném mnozstvi embryi. Rovnéz
bylo prokazano, ze pro indukci a pribéh somatické¢ embryogeneze je nutna kultivace
explantatl v plné kontrolovanych podminkéach inkubatoru. Dozravani a kliceni somatickych
embryi probihalo na MS médiu poloviéni koncentrace Zivin se 2 % sacharozy , v tomto
pokusu bylo prokazano, ze somatickd embrya musi byt pro dalsi vyvoj kultivovana oddélené.
Nejlepsi kliivost embryi byla dosazena pii pouziti varianty 2,4-D 2 mg.|™" + BAP
0,5 mg. I"". Pfevodem kligicich embryi do substratu bylo dokazano, Ze rostlinky se uchyti, az
kdyz maji vyvinuté kofeny i zaklady prytu a listt. Kli¢ivost embryi byla u varianty 2,4-D
2 mg. It + BAP 0,5 mg. " 2,35krat v&tsi po 3 tydnech a 1,96krat ve&tsi po 8 tydnech oproti
2,4-D 1 mg.I™" + BAP 0,5 mg. ™" a diky tomu z ni bylo ziskano 1,83krat vé&tsi mnozstvi
ptevedenych rostlin.
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Induction of somatic embryogenesis in garden phlox (Phlox paniculata) in

condition in-vitro

The garden phlox (Phlox paniculata) is an important perennial plant, usually grown in
gardens and public parks. From a point of view of plant breeding, the somatic embryogenesis
propagation is a significant process in which the advantage of the genetic stability of the
acquired plants is taken as well as the advantages of the in-vitro cultivation. This thesis
investigated the possibility of the induction of somatic embryogenesis in garden phlox with
the goal to set the most suitable combination of the plant growth regulators producing the
highest number of somatic embryos. The leaf segments measuring 1 cm? were chosen as the
explants and the cultivation took place on Murashige and Skoog medium (1962) + 3 %
sucrose, thiamine 0,5 mg. I, pyridoxine 0,5 mg. I, nicotinic acid 0,05 mg. I, inositol 100
mg.I™" and glycine 2 mg.I" (MS medium). The effect of auxins 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid), IAA (Indole-3-acetic acid) and cytokinin BAP (6-
Benzylaminopurine) on the induction of somatic embryogenesis was tested. Combinations
containing 2,4-D 1 mg. I”* + BAP 0,5 mg. I* and 2,4-D 2 mg. I* + BAP 0,5 mg. I were
most effective in formation of the embryogenic callus and the highest number of the acquired
vital embryos. The induction of formation of the embryogenic callus took place in 100 % of
the explants while using the first variant and in 94,94 % of the explants while using the
second one. While using these two variants there was no statistical evidence proving the
difference in the number of developed somatic embryos. It was also proved that for the
induction and the process of the somatic embryogenesis the cultivation of the explants in a
incubator is necessary. Somatic embryo maturation and germination took place in half-
strength MS medium containing 2 % sucrose without the growth regulators. This experiment
proved that somatic embryos have to be cultivated separately for the further development. The
most effective germination was obtained while using the combination of 2,4-D 2 mg. I"* and
BAP 0,5 mg. I"%. Transfer of the germinated embryos to substrate was successful when the
plantlets had their roots and shoots well developed. The embryo germination was 2,35times
higher after 3 weeks and 1,96times higher after 8 weeks while using the variant 2,4-D
2 mg. I* + BAP 0,5 mg. I'* than while using the variant 2,4-D 1 mg. | * + BAP 0,5 mg. I"*
and thus the variant 2,4-D 2 mg. I'* + BAP 0,5 mg. | * produced 1,83times more transferred

plants.
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1. Uvod

Phlox paniculata (Plamenka latnatd) je vytrvala rostlina nalezici do celedi
Polemoniacea (jirnicovité). Pochazi z vychodni a stfedni c¢asti USA, odkud byla
introdukovana do celého svéta jako efektni kvetouci rostlina pro péstovani v zahradach
a parcich. V soucasné dob¢ existuji stovky okrasnych kultivar, casto mezidruhovych
kiizencu, n€kdy oznaCovanych jako Phlox x hortorum. Tyto zahradni odridy davaji pii
generativnim rozmnozovani nejednotné potomstvo a vyuziti semen je u toho druhu tedy
vhodné pouze pro ucely Slechténi. Klasické metody vegetativniho mnozeni pii kterych jsou
odridové vlastnosti zachovany zahrnuji u plamenky latnaté dé€leni trst, stonkové a kofenové

tizky. Mnozitelsky koeficient je ale nizky a pro uspokojivou produkci nejsou ptili§ vhodné.

Vyuziti explantatovych kultur umoziuje vypéstovani velmi velkého mnoZstvi rostlin
na malé plose a bez ohledu na ro¢ni obdobi. Kultivace in-vitro umoziuje vyvoj dvéma

hlavnimi zplisoby - organogenezi a somatickou embryogenezi.

Somaticka embryogeneze ptredstavuje metodu klonového mnozeni rostlin na zaklade¢
somatickych embryi, tedy embryi vzniklych z jinych bun¢k nez je zygota.V podminkach in-
vitro lze stimulovat ptisobenim regulator rostlinného rustu jejich tvorbu z celé fady typi
explantatl, naptiklad listil, kofent, d€loh, okvétnich listk, atd. Takto vznikla embrya mohou
ve vhodnych podminkach vykli¢it v celistvé rostliny. Somatickd embryogeneze miize
probihat bud’ pfimo bez kalusového stadia, coz neni tak cCasté, nebo nepfimo pies stadium
neorganizovaného kalusu. V praxi je vyuZivana u mnoha druhl pro vysoky vynos embryi

a hlavné jejich genetickou stabilitu, Siroké uplatnéni tedy naléza primarné ve slechtitelstvi.



2. Cil prace

Cilem prace je experimentdlni urceni nejvhodnéjsi kombinace fytohormonii pro
indukci somatické embryogeneze pii mnozeni plamenky latnaté (Phlox paniculata)

v podminkach in-vitro.

Déle pak statisticky zpracovat vysledky, ohodnotit pouZzitelnost této metody a ziskat

finalni rostliny schopné riistu v podminkach ex-vitro.



3. Literarni reSerse

3.1.Plamenka latnata (Phlox paniculata)
3.1.1. Biologicka klasifikace

e Ri3e: Plantae (rostliny)

e Podrise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)

e Odde¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné)

e Ttida:Magnoliopsida (dvoudélozné)

e Rad: Polemoniales (jirnicotvaré)

e Celed: Polemoniaceae (jirnicovité)

e Rod: Phlox (plamenka)

e Druh: Phlox paniculata (plamenka latnata)
(Novak a Skalicky, 2012)

3.1.2. Popis rodu plamenka (Phlox)

Nézev ma plivod v feckém slové phlox = plamen. Rostlina byla takto pojmenovana
pro zafivé Cervené kvéty pivodniho druhu. Tento rod méa vice nez 50 druhii jednoletych
a vytrvalych bylin, pochazejicich pifevazné ze Severni Ameriky. Zahradni vytrvalé plamenky
1ze rozdélit do dvou skupin: nizké, Casto s poléhavymi lodyhami, kvetouci ¢asné na jate,

a vysoké, s ptimymi lodyhami, kvetouci v 1ét€ a na podzim (Golovkin a kol.,1986).

3.1.3. Popis druhu plamenka latnata (Phlox paniculata) a jeji
kultivace

Phlox paniculata dortusta vysky az 100cm, kvete od konce Cervna do srpna. Kvéty
puvodniho druhu jsou karminové Cervené, zahradni odridy, kterych je nékolik set, kvetou ve

vSech odstinech od bilé aZ do modrofialové.



Plvodni druh Phlox paniculata je domovem na vychodé USA, kde roste na loukach
a v fidkych luznich hajich, na urodnych a vlhkych fi¢nich naplavech. Rostliny maji tuhé,
piimé, nevétvené stonky, olisténé po celé délce. Listy jsou vstiicné, ptisedlé, podlouhle
kopinaté, se sitovitou nervaturou. Kvétenstvim je bohata vrcholova lata, Casto jesté zvétSena
mensimi latami, vyristajicimi z pazdi hornich listi. Kvéty maji dlouhou trubku a plochy,
Siroky lem s péti zaoblenymi nebo mirné vykrojenymi cipy. Kvét piijemné voni (Golovkin
a kol.,1986).

Byla objevena v roce 1700, v roce 1732 se tato plamenka vydala na cestu do Evropy,
nejdiiv do Francie, kde se jeji kultury ujal zahradnik Lierval a zaroven i znamy Slechtitel
P. L. V. Lemoine (1832-1911), jenz se rovnéz vénoval zuSlechtovani této plaménky. Zlatou
dobou $lechténi plamenky latnaté - Phlox paniculata (Phlox x hortorum), kdy bylo ziskano

nejvice nejhodnotnéjSich odrid, je prvnich padesat let tohoto stoleti ( Bohm, 1991).

Pod nazvem Phlox paniculata jsou uvadény ¢etné zahradni formy a kultivary, vzniklé
slozitym mezidruhovym a meziodridovym kiiZzenim, kterym ptedal své znaky hlavné
piivodni druh P. paniculata. Cetné kulturni formy jsou mnohem vétsi nez pivodni druhy.
Dosahuji vysky do 150cm i vice, kvéty maji primér pfes 5 cm a jsou rtiznych barev, Cistych
i smiSenych tont, Casto s odlisné zbarvenym stiedem. VSechny nové vyslechténé kultivary
stejn¢ jako ptivodni druh piijemné voni. Podle doby kveteni se zahradni plamenky d¢li do tii
skupin: rané - kvetou v prvni polovin€ Cervna, stfedni - zacinaji kvést v druhé poloving

¢ervence a pozdni - vykvétaji v druhé poloving srpna (Golovkin a kol, 1986).

3.1.3.1. Péce, stanovisté

Pro zdarnou kulturu vyzaduji plamenky peclivé zpracovanou, had’atkem nezamotenou,

primétené vlhkou a zivnou ptidu. Za sucha jsou vdééné za dostatecnou zalivku (Béhm, 1991).
Hertle a kol. (2000) doporucuji stanovisté na vysluni, pfevazné chladnéjsi a pred

priliSnymi vétry chranéné. Pida by méla byt Cerstva az vlhka, propustnd, zivinami bohata,

humozni.

3.1.3.2.  Skudci, choroby

Nejveétsim problémem pro plamenky je napadeni had’atkem zhoubnym. Typickymi
pfiznaky napadeni jsou sklovit¢ odd¢litelné stonky, deformované, odlisné zbarvené listy

a zalostny stav rostliny. Zatim neexistuji zadné ochranné prostiedky, a tudiz je nutno



napadené rostliny ihned vyjmout z pidy a spalit. Na zamofenych zahonech uz nelze plamenky

péstovat (Bohm, 1991).

Dale pak mohou trpét houbovymi chorobami, a to konkrétné¢ padlim (Hertle
a kol.,2000), septoriozou a verticilézou (Golovkin a kol.,1986).

3.1.3.3. Mnozeni

Jelikoz je zaddouci prendset na potomstvo vlastnosti dané kulturni odrtidy, vyuziva se
u zahradnich plamének hlavné rtznych zplsobti vegetativniho rozmnozovani. Mnozi se
hlavné délenim silnéjSich trsa, ale téz kofenovymi a vrcholovymi fizky na jafe, jakmile

dosahnou vyhonky délky asi 20 cm (Bohm, 1991).

Tyto pouzivané metody maji pouze maly mnozitelsky koeficient, a proto je vhodny
dalsi vyzkum na poli rozmnozovani pomoci explantatovych kultur, kde je dosahovano
maximalnich vynost vypéstkl. In-vitro techniky také nabizeji moznost ozdraveni od virdz
a zminénych had’atek.

3.1.34. Kultivar 'Mt. Fuji’ obr. 1 Phlox paniculata ‘Mt. Fuji’

‘Mt. Fuji' je po fadu let popularni
kultivar. Je to vzpiimena, trs tvofici trvalka,
typicky dorustajici vysky 3-4 stopy (pozn. 90-
120 cm). Kvéty jsou aromatické, bilé,
trubkovité, ploché, maji v priméru 1 palec
(pozn. 2,54 cm) a jsou pétilalocnaté. Objevuji se
v 1ét¢ ve velkych, termindlnich, pyramidalnich
latach dlouhych az 15 palct (pozn. az 37 cm).
Vzptimené lodyhy jen malokdy potifebuji oporu.
Listy jsou uzké, vstiicné, kopinaté, dlouhé az
5 palcti (pozn. 12,7 cm). Vhodna kvétina k fezu
(Anonym, [cit. 2015-02-17]).

Pro tento kultivar se také nckdy pouZzivaji

Zdroj: Anonym, [cit. 2015-02-17]

jména 'Fujiyama' nebo 'Mount Fujiyama'.



3.2.Kultury in-vitro

Obecn¢ Ize vyhody a praktickou vyuzitelnost téchto technik mnozeni rostlin shrnout takto:

Mikromnozeni je vhodné tehdy, jestlize se maji vyrobit zdravé rostliny pfi napadeni
porostu novymi patogeny, nebo je-li normdlni mnozeni pomalé a je mozné jen v uréitém
obdobi, nebo je-li rozmnozovaci koeficient pii normalnim mnozeni pfili§ maly a nebo neni-li
vegetativni mnozeni obvyklymi metodami viibec mozné, ve Slechténi dale k ziskani vysoce
homozygotniho materidlu a tim wurychleni Slechtitelského procesu, ke zvySeni genetické
variability vychoziho materialu, k piekonani nekfizitelnosti nékterych druhli, ke zvySeni
moznosti  vyuziti mutageneze a k uchovadni  genetickych  zdroji  rostlin.
Prvni metoda vyuziva kalusové kultury somatickych rostlinnych pletiv, druhd meristémova
pletiva vegetacnich vrcholkli a tfeti izolované protoplasty nebo pylové buiky (vznik
haploidnich rostlin), popt. zarodky embryi (diploidnich, haploidnich, mutagennich apod.)
(Krutina, 1988).

V této praci budou dale podrobné&ji rozvedeny pouze metody a latky piimo souvisejici

se zadanim.

3.2.1. Teorie explantatovych kultur

Na rozdil od zivoc¢icht, 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 s néslednou
cytodiferenciaci a regeneraci organt, resp. celych rostlin. Rostlinna somaticka buiika je
totipotentni, tj. obsahuje kompletni genetickou informaci nutnou k vyvoji celistvého
organismu. Za urcitych podminek, které mohou byt v podminkach in-vitro definovany

a kontrolovany, jsou morfogenetické procesy dovrSeny regeneraci celych rostlin (Novak,
1990).

Ostatné termin totipotentni pochdzi z anglického "total genetic potential” (Moore,
1979).

3.2.2. Pracovni podminky, vybaveni

vvvvvv

je sterilita. Jakékoliv mikrobialni kontaminace rychle znehodnoti kulturu v niz se nachdzi



a muze ohrozit i ostatni, kultivatni média jsou totiz takika idedlnim prostfedim pro rast

Sirokého spektra mikroorganismd.

Kova¢ (1995), Jha and Gosh (2005) a Smith (2012) doporucuji pro sterilizaci
pracovnich mistnosti germicidni zafivky (UV-C), které efektivné nici mikroorganismy
a jejich zarodky ve vzduchu i na ozéafenych plochach. Pouzivaji se k desinfekci pied
samotnou praci, napi. v noci, protoze UV-C zédfeni nesmi piijit do styku s lidskym
télem.VeSkeré pracovni nastroje a nadoby musi byt sterilizovany horkovzduSnym
sterilizatorem, autokldvem a nebo chemicky desinfikovany. VeSkera prace s kulturami by
méla byt provadéna v boxech s laminarnim proudénim sterilniho vzduchu (tzv. flowboxech),
které zajisti minimalizaci vzdusné kontaminace kultur. Kultivaéni média se sterilizuji téz

pomoci autoklavu, samotné explantaty pak pomoci dezinfekcnich ¢inidel a destilované vody.

Smith (2012) také doporucuje drzet v mistnostech uréenych ke kultivaci nizkou
vzdusnou vlhkost, jelikoz vysoka vlhkost mize vést k nezadoucimu mnozeni mikroorganismi

a tak zvySovat riziko kontaminaci.

3.2.2.1. Autoklav

Sterilizace autoklavovanim se provadi v autoklavu a jedna se o sterilizaci horkou
parou za zvySencho tlaku. Tento zplsob sterilizace se pouZziva pro sterilizaci vatovych zatek,
plastikovych uzédvéri, filtrti, skla, pipet a pfedevSim pro sterilizaci médii. Sterilizace se
provadi pii teploté 121 °C a pretlaku 100kPa. Délka sterilizace je u médii zavisla na objemu,

u ostatniho materidlu se pouziva doma 15-20 minut (Kovac, 1995).

3.2.2.2.  Asepticky box (laminarni box, flowbox)

Jednd se o zafizeni slouzici k prevenci vzdusné kontaminace. Vzduch je hnan skrz
vysoce efektivni filtr (HEPA), ktery odstrani 99,97% ¢astic o priméru 0,3 um. Filtrovany
vzduch proudici z boxu tak na pracovni ploSe zajistuje sterilni pracovni podminky (Jha and

Gosh, 2005).

3.2.3. Kultiva¢ni podminky

Kultivaéni podminky umoziuji rist a vyvoj v explantitové kultufe. Zahrnuji
pfedevS§im médium, které pfedstavuje zdroj energie, vyZivy a regulacnich latek. Déle k nim

patii svételny rezim, tj. intenzita a kvalita svétla a fotoperioda. Vyznamnou tlohu hraje



1 teplota. Do kultiva¢nich podminek musime zahrnout i plynnou fazi uzavieného kultiva¢niho
prostiedi - zvySeny ¢i snizeny obsah nckterych plynd, piipadné mnozstvi vodni pary

(Prochazka a kol., 1997).

Kultivaéni podminky lze tedy rozdélit na podminky fyzikadlni (vnéjsi vlivy)

a chemické, které predstavuje hlavné kultivacni médium.

3.2.3.1. Fyzikalni podminky kultivace

Teplota a svétlo vyznamné ovliviiuji vyvoj rostlinnych explantatti. Prili§ nizka teplota
vede k vyznamnému zpomaleni, piipadné zastaveni metabolickych procestt v explantatech
a tim negativné ovliviiuje rychlost rGstu. Na druhou stranu pfili§ vysoké teplota ma na rtst

obdobn¢ negativni vliv.

Neumann et al. (2009) uvadi, Ze optimalni teplota pro vétsinu explantatovych kultur je
v rozmezi 20 - 30 °C, ale mé¢la by byt definovana pro konkrétni péstovany druh, jelikoz
druhové pozadavky se rizni. Napiiklad nékteré studované kultury vykazovaly nejlepsi
rustové vlastnosti v teplotnim rozmezi 30-35 °C. Teplota se vétSinou po Cas kultivace udrzuje

konstantni.

Svétlo je pro rostliny, jakozto autotrofni organismy dilezité predevsim z hlediska
fotosyntézy, ale mize ovliviiovat i jiné procesy. Fotosynteticky aktivni explantaty vyzaduji
svétlo pro sviyj rust, ale napiiklad kalusové kultury, jejichZz vyziva je primarné heterotrofni
mohou rast i ve tmé. Smith (2012) dodava, ze vétSiné explantitovych kultur vyhovuje
osvétleni fluorescencnimi zafivkami se svételnym spektrem podobnym dennimu svétlu.

Optimalni fotoperioda je 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

Dalsi z vyznamnych podminek je také vlhkost vzduchu obklopujiciho explantaty, ale
vzhledem k tomu, Ze jsou péstovany v uzavienych nadobach, je jeji regulace problematicka.
S vysokou vzdu$nou vlhkosti je také spojen jev zvany vitrifikace. Kovac¢ (1995) uvadi, Ze jde
hlavné o nedokonalou funkci praduchi, $patné nebo vibec vytvorenou kutikulu a tvorbu
prilis vodnatych pletiv. Vitrifikované rostliny jsou pouze v malém mnozstvi pripadti schopné

ptevodu do podminek ex-vitro.



3.2.4. Kultivac¢ni média

Média pouzivana v explantatovych kulturach rostlin obsahuji vyzivové latky, které
jsou nezbytné pro rist a vyvoj péstovanych explantatt. Uspéch explantatové kultury velmi
zalezi na pouzitém typu média, rtizné druhy rostlin vyzaduji rizné latkové slozeni médii.
Médium pro rostlinné buniky je komplexni. Optimalni slozeni média pro dané vyuziti zavisi
na druhu rostliny a zptisobu pouziti. Podminky pro péstovani béznych rostlinnych bunék jsou
dobfte popsané, ale pfi praci s novymi druhy musi byt empiricky zjistény. Slozeni média miize
byt také zménéno pro indukci urcitého procesu. Nutri¢ni pozadavky daného pletiva musi byt
urceny pokusem a omylem. Je obtizné navrhnout jedno slozeni pro optimalni rast vSech

rostlinnych pletiv (Jha and Gosh, 2005).

Vyznamnou soucédsti média jsou mineralni Ziviny, tj. makroprvky a mikroprvky,
a organické latky, predevsim cukry, jako zdroje energie a uhliku a dulezity faktor ovliviiujici
osmotickou hodnotu média, vitaminy a aminokyseliny a ptipadné i dalsi specidlni organické
latky. VSechny slozky zivného média se navzajem ovliviiuji a spolecné se podileji na

usmériiovani procest, které probihaji v kultivovanych pletivech (Prochdzka a kol., 1997).

V zavislosti na G¢elu mize dale médium obsahovat regulatory riistu a ztuzujici latku.
Jako ztuzujici latky pro ptipravu pevnych médii uvadéji Kovac (1995) a Jha and Gosh (2005)

agar (pouzivany ve vétsin€ ptipadil), agarosu a synteticky Phytagel (Gelrite).

Velky vyznam maé také koncentrace vodikovych iontd (pH) v kultivaénim médiu,
Kovac (1995) doporucuje hodnou 5,5-6,0, ale n¢které druhy mohou mit odlisné pozadavky.
PH se v pfipadé potieby miize upravit pomoci hydroxidu draselného nebo kyseliny
chlorovodikové.Jha and Gosh (2005) dodavaji, Ze pH média ma vyrazny vliv na jeho tuhnuti,
agarové médium spatné tuhne pii pH niz§im nez 5 a naopak pii pH nad 6 mize byt médium

prilis tuhé.

Existuje velké mnozstvi riznych typd kultiva¢nich médii navrzenych pro riizna
konkrétni pouziti a n¢kterd z nich se ukazala jako Siroce vyuzitelna. V souCasné dobé¢ je
nejvyznamnéjSim MS médium (Murashige and Skoog, 1962).
Jako dalsi 1ze jmenovat média, ktera popsali Gamborg et al. (1968) - BS médium, Shenk and
Hildebrandt (1968) - SH médium a mnoha dalsi.



3.2.4.1. MS médium

MS médium formulovali Murashige and Skoog (1962) za tcelem in-vitro kultivace
tabaku, posléze bylo zjisténo, ze je mimofadné¢ vhodné pro kultivaci Sirokého spektra

explantata raznych rostlinnych druhti a nyni je nejpouzivanéjsim Zivnym médiem.

Jha and Gosh (2005) uvadéji, ze jeho slozeni je odvozeno z analyzy obsahu latek
'v samotném pouzitém tabakovém explantatu. Toto médium se vyznacuje vysokym obsahem

makroelementu, hlavné dusiku a drasliku.

Tabulka slozeni média je uvedena v praktické ¢asti prace.

3.3.Fytohormony, regulitory rostlinného ristu

3.3.1. Charakteristika latek regulujicich rist rostlin

Prochazka a kol. (1997) uvadéji, ze rostlinny hormon (fytohormon) je latka
syntetizovana v jedné €asti rostliny, kterd po translokaci do €asti jiné vyvolava fyziologickou
reakci a je G€inna ve velmi malych dévkéch. Fytohormony jsou pfirozené regulatory ristu,
jsou tedy endogenni. Druhou skupinou jsou pak regulatory ristu pfipravené synteticky nebo
izolované jinych organismi, nez jsou rostliny. Pfikladem muze byt naptiklad auxin 2,4-D
nebo cytokinin kinetin. Dfive bylo zvykem tyto latky s ristové regulacnim ucinkem d¢lit
podle ptevazujiciho stimula¢niho nebo naopak inhibi¢niho efektu, od tohoto rozdéleni se
ovSem upousti, jelikoz bylo prokazéano, Ze vysokd, nebo naopak nizkd koncentrace regulatoru

muze mit opacny ucinek.

Neexistuje ristovy proces, ktery by byl ovliviiovan (regulovan) pouze jednim
fytohormonem, a na druhé strané neexistuje fytohormon, ktery by ovliviioval pouze jediny
rustovy proces. Tento pleiotropni Gc¢inek fytohormonti lze uvazovat jako nésledek interakci
dvou, resp. tii slozek. Hlavni sloZzkou je pocet aktivnich molekul fytohormonu spojenych
s mistem jejich uCinku v bunce. Tako hodnota zavisi na biosyntéze a metabolismu
fytohormonil 1 na regulaci jejich importu a exportu (tj. transportu). Druhou slozkou je
senzitivita bun¢k k endogennim fytohormonim. Mize byt pfesnéji definovana jako pocet
receptorll (vazebnych mist) pro hormony a jejich afinita k fytohormoniim (Prochazka

a kol.,1997).
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Na zaklad¢ urcitych analogii s pasobenim hormont zivociSnych je pét skupin
endogennich rlstovych reguldtorii povazovdno za rostlinné hormony. Jsou to auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a etylen. Mimo né existuje v rostlinach mnozstvi
latek s rustové regulaéni aktivitou, které mezi hormony fazeny nejsou, nebot’ jsou u¢inné ve
vyssich koncentracich ¢i nezndme dostatecné obecnost jejich plisobeni. Jsou to zejména
brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova, oligosacharidy a velka skupina fenolickych

latek (Prochazka a kol., 1998).

obr. 2 Kklasifikace regulatort rostlinného ristu

Nativni (pfirozené) fytohormony

Syntetické

A. Rustové litky (stimuldtory)

Auxiny

kyselina indolyl-3-octova
(TAA)

4-chlor-IAA

kyselina fenyloctovd (PAA)

kyselina indolyl-3-maselna
(IBA)

Gibereliny (GA, GA,, atd.)
Cytokininy

izopentenyladenin

trans-zeatin

dihydrozeatin

derivéty Né-benzyladeninu (BA)
difenylmocovina

tidiazuron

Auxiny

kyselina a-naftyloctova (NAA)

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovi
(24-D)

kyselina 2.4,5-trichlorfenoxy-
octovi (2,4,5-T)

kyselina 2-metyl-4-chlorfenoxy-
octovd (MCPA)

Cytokininy

N®-benzyladenin (BA)
Ne-(m-hydroxybenzyl)adenin
kinetin

B. Zabranné latky (inhibitory)

kyselina abscisovd (ABA)
xantoxin

kyselina jasmonovi
fenolické latky

maleinhydrazid (MH)

kyselina 2,3,5-trijodbenzoova
(TIBA)

chlorcholinchlorid (CCC)

ancymidol

paclobutrazol

AMO-1618

B-995 (kysclina N-dimetyljantarova)

C. Etylen

kyselina 2-chloretylfosfonova
(CEPA)

D. Ostatni

brassinolid

polyaminy (spermin, spermidin)
oligosachariny

turgoriny

benzolinon
a daldfi (viz kap. 9 a 26)

Zdroj: Prochazka a kol. (1997)




3.3.2. Klasifikace regulatori  rostlinného ristu pouZivanych
v explantatovych kulturach

3.3.2.1.  Auxiny

Moore (1979), Kovac (1995) a Prochéazka a kol. (1997,1998) uvadéji, ze auxiny jsou
nejstars§i zndmou skupinou rostlinnych hormont, jejich existence byla prokdzdna uz ve
dvacétych letech 20.stoleti. Prvni znamou latkou z této skupiny byla kyselina indolyl-3-

octova (IAA).

Kyselina indoly-3-octova byla dlouho jedinym znamym piirozenym auxinem.
V rostlindch bylo nalezeno celé spektrum indolovych slou¢enin, z nichZz mnohé jsou
v metabolickém vztahu k IAA, ale nevykazuji biologickou aktivitu. V posledni dob¢, diky
zavedeni novych citlivych analytickych technik, byly v rostlindch nalezeny kyseliny indolyl-
3-maselnd (IBA) a 4-chlor-IAA, dfive povazované za latky syntetické. DalSim pfirozenym
auxinem je kyselina fenoxyoctova (PAA). Pii hledani latek s ristoveé regulacni aktivitou byla
nalezena fada syntetickych latek s G¢inky podobnymi ucinkiim IAA. Tyto latky nazyvame
syntetické auxiny (Prochédzka a kol., 1998).

Pro piehlednost 1ze syntetické auxiny rozdélit do 5 skupin:
1. indolové kyseliny: Kyselina indolyl-3-propionova (IPA) ma velmi slabou aktivitu, IBA a
4-CI-IAA se vyskytuji v rostlinach,
2. naftalenové kyseliny: a-naftyloctova (NAA), B-naftoxyoctova (NOA),
3. chlorfenoxykyseliny: 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T), 2-metyl-4-chlorfenoxyoctova (MCPA),
4. benzoové kyseliny: 2,3,6- a 2,4,5-trichlorbenzoova, dicamba,
5. derivaty kyseliny pikrolinové: picrolam.
Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti téchto latek jsou obdobné IAA a PAA; jde
vetsinou o latky stalé (Prochdzka a kol., 1997).

Auxiny jsou v kultivaénim médiu pouZivany pfedev§im za ucelem stimulace rhstu
kalusu a bun¢k, v nékterych ptipadech k indukci tvorby pryti a zejména kotentl, k indukci

somatické embryogeneze a stimulaci ristu pryta (Kovac, 1995).

Morfogenetickd reakce v explantatové kultuie je znaéné zavisla na vzajemném pomeru

auxinu a cytokininu v kultivaénim médiu. Iniciace tvorby kotfenti, embryogeneze a iniciace
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tvorby kalusu je stimulovana, je-li pomér auxinu k cytokininu vysoky. Je-li tento pomér

nizky, je indukovana tvorba adventivnich, ¢i axilarnich pryta (Kovac, 1995).

Kyselina indolyl-3-octova (IAA)

obr.3 1AA
IAA je pravdépodobné nejvyznamnéjSim
nativnim auxinem, dle Prochazky a kol. (1997) se jedna Ig
P e
o krystalickou latku Spatné rozpustnou ve vode v kyselé H(l‘ h’ ﬁ CH, — COOH
a neutrdlni oblasti, dobfe se rozpousti v organickych HC%C/ C\N/ i
H H
rozpoustédlech a ve vodném alkalickém prostiedi. Je to
slaba organickd kyselina, dosti nestdld, snadno Zdroj: Moore (1979)
dekarboxyluje. Je citliva se svétlu a zejména k UV zéfeni.
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)
obr.4 2,4-D
2,4-D je jeden z nejvyznamngjSich syntetickych O — CH,COOH
auxini, Jha and Gosh (2005) uvadéji, Ze jde nejspiSe Cl
0 nejucinnéjsi auxin pouzivany v explantatovych kulturéch,
dle Kovace (1995) jeho ucinnost 8-12x pievysuje IAA.
Vlastnostmi je podobna ostatnim auxinéim, ale Prochazka Cl
a kol. (1997) dodavaji, ze jde o latku stalou. Zdroj: Moore (1979)

3.3.2.2.  Cytokininy

Moore (1979) uvadi, Ze prvnim znamym regulatorem rostlinného rlstu ze skupiny
cytokinini byl kinetin (6-furfurylaminopurin, KN). Ten se podafilo extrahovat
z autoklavované DNA sparmatu sledé, neni tedy rostlinného plivodu. Prvni nativni cytokinin

byl extrahovan z nezralych zrn kukufice (Zea mays) a byl pojmenovéan zeatin.

V soucasné dobé zname pies 30 pfirozenych cytokinint. Strukturdlné vsechny
vychédzeji z adeninu substituovaného na exocyklické aminoskupiné v poloze N-6. Dalsi
skupina cytokinin@i obsahuje aromaticky substituent. Patfi sem zejména N°-benzyladenin
a jeho derivaty s hydroxylovanym benzenovym jadrem v poloze orto a meta. Cytokininy
odvozené od N°-benzyladeninu byly dlouho pokladany za syntetické riistové regulatory.
Jejich existence jako ptirodnich latek byla zjisténa pomérné nedavno. Vse nasvédcuje tomu,
ze se uplatiiuji zejména pii regulaci morfogeneze a zpomalovani starnuti rostlin (Prochazka

a kol., 1997).
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Nékteré aromatické derivdty mocoviny a thiomocoviny jsou vysoce aktivni
v biotestech na cytokininy. Nejaktivngj$i jsou N,N'-difenylmocovina, N-fenyl-N'-

pyridylmocovina a tidiazuron (TDZ) a jejich derivaty (Prochazka a kol., 1998).

Jha and Gosh (2005) popisuji jako hlavni ucinky cytokinini v explantatovych
kulturach podporu bunééného déleni, podporu riistu vyhonii , ovliviiovani bunécného cyklu,
indukci axilarnitho vétveni, tvorbu adventivnich vyhonl, embryogenezi a inhibici riistu

kofenu.

Cytokininy obecné popisuje Prochazka a kol. (1997) jako skupinu rostlinnych
hormontl vyznacujici se schopnosti stimulovat v pfitomnosti auxinu bunééné déleni né¢kterych

rostlinnych tkanovych kultur.

6-benzylaminopurin (6-benzyladenin, BAP)

Dle Kovace (1995), a Prochazky a kol. (1997,1998) jde obr.5 BAP

o jeden z nejcastéji pouzivanych cytokininii v explantatovych . /(.”\3 </ 7X
kulturach, hned vedle tidiazuronu (TDZ) a kinetinu. Dlouho byl N =
( ) y NE /\wN
N
K .//—f\>
N~ I

I

povazovan za Cist€¢ syntetickou latku, ale spole¢né¢ s jeho dal$imi
derivaty byl prokazan nejdiive v topolu a poté v mnoha dalSich
rostlinach. Jedna se o stabilni latku $patné rozpustnou ve vodé, dobie  Zdroj: Moore (1979)

se rozpousti v roztocich 1M HCl a 1M NaOH.

3.3.2.3.  Gibereliny

Prochazka a kol. (1998) uvadéji, Ze k objevu giberelini pfispél vyzkum houby
Gibberella fujikuroi, ktera zptusobovala neptiméfeny dlouzivy rist ryze. Z bezbunééného

extraktu této houby byla posléze extrahovana kyselina giberelova (GA3).

Je znamo zhruba 90 giberelind, nejcastéjsi z nich je GAs. Gibereliny nejsou ¢asto
pouzivany v zivnych médiich. Jejich hlavni U¢inky v explantitovych kulturach jsou
prodluzovani stonkl, formovani cibulek a hliz, dozravani embryi, ale také mohou inhibovat

rust kalusu a kotfenti (Jha and Gosh, 2005).

Z chemického hlediska se jedna o diterpeny (Moore, 1979).
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3.3.2.4. Kyselina abscisova

Prochazka a kol. (1997,1998) a Moore (1979) uvadéji, ze kyselina abscisova byla

objevena v n¢kolika vyzkumech soucasné, méla proto vice nazvii, napt. dormin nebo abscisin.

Kyselina abscisova (ABA) je seskviterpen s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou casti
v molekule. Mize se vyskytovat ve formé¢ n¢kolika izomerti; fyziologicky aktivni je vyhradné
jeji (+)-S-izomer. VétSina chemickych zmén v molekule kyseliny abscisové vede ke znacné
redukci az ztrat¢ aktivity. Vyjimkou jsou epoxyslouceniny s vysokou aktivitou - takovou

latkou je xantoxin, pfimy prekurzor kyseliny abscisové (Prochazka a kol.,1998).

Jeji pouziti v explantatovych kulturdch neni tak casté, jako moznosti jejiho vyuziti
uvadéji Jha and Gosh (2005) a Kovac (1995) hlavné inhibici ristu prytt a pred¢asného kli¢eni

embryi, pfipadné jejich optimalni dozravani.
3.4.Vyvoj explantati v podminkach in-vitro
3.4.1. Regenerace prima a neprima

K regeneraci miize dochézet pfimo na izolovaném pletivu bud’ ze zalozenych zakladi,
nebo de novo tak, Ze buika nebo bunky, které dediferenciovaly, se zac¢nou podilet
bezprostfedné na vytvaieni nové struktury. V obou uvedenych piipadech se jedna o regeneraci
pfimou. Jindy déleni meristematickych bunck vnesenych spolu s explantitem nebo vzniklych
dediferenciaci vede nejprve k vytvafeni kalusu a teprve v takto vzniklé kalusové kultuie
dojde, vétSinou po zméné kultivacnich podminek, k regeneraci novych struktur. V tomto
ptipadé se hovoii o regeneraci nepiimé. Mezi ptivodni organizovanou strukturou explantatu

a nove vzniklou organizovanou strukturou je tedy kalusové stadium (Prochazka a kol., 1998).

Novak (1990) popisuje dediferenciaci jako proces, pii kterém trvalé pletivo resp.

diferencované bunky revertuji do meristematického stavu a vytvareji neorganizovany kalus.

Diferenciace rostlin in vitro probiha v téchto riznych systémech:
1) organizované struktury - meristémy a zygoticka embrya,
2) diferencovana pletiva resp. komplexy pletiv,
3) pletiva na rizném stupni dediferenciace, zejména ve formé kalusu,

4) izolované bunky a protoplasty.
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Morfogeneze kazdého uvedeného systému ma své specifické vlastnosti, které se odrazeji jak

pti fyziologické regulaci, tak i v genetické determinaci vyvojovych procesti (Novak, 1990).

3.4.2. Zpusoby regenerace

Morfogeneze ¢i regenerace probihd v podminkach in vitro v zasadé dvéma zpusoby:

organogenezi nebo embryogenezi (Prochazka a kol., 1998).

3.4.2.1. Organogeneze

Prochazka a kol. (1998) popisuji organogenezi jako proces regenerace jednotlivych
rostlinnych organii nebo jejich soubort, naptiiklad kotenti, prytt, ale i cibulek ¢i hlizek.

Nevznikd vSak bezprostfedné celistva rostlina, ale jen jeji Casti, které vyzaduji dalsi kultivaci.

Obecny model regenerace rostlin in vitro v prvnim stupni vyzaduje regeneraci prytli na
cytokininovém médiu a ve druhém stupni jejich zakofenéni na auxinovém médiu (Novak,

1990).

Pfi organogenezi, ke které dochazi ze zékladi, jez se jiz vyvinuly pfed odbérem
explantatu, se uplatiuji obdobné zakonitosti jako na intaktni rostlin¢. Tak je tomu v piipade
izolovanych apikalnich ¢i axialnich meristémt, u kterych cytokinin potlacuje apikalni
dominanci, a tak vyvolava okamzitou tvorbu postrannich vétvi z pravé zaloZenych axilarnich

meristémil (Prochazka a kol. 1998).

Kovac¢ (1995) popisuje tyto metody vyuzivajici ptimé regenerace: metoda kultivace
vzrostnych vrcholli a metoda kultivace jednonodalnich segmentti. Obecné je jejich cilem
ziskani tzv. kultury mnohonasobnych prytd, které slouzi jako zdroj dalSich explantatti, nebo
jako fizky k zakofenéni a ziskdni findlnich rostlin. Jde o nejpfirozenéjsi metody
mikropropagace, navic pfi nich neni porusena integrita rostliny (pupent) a tak tento zpisob

mnoZeni poskytuje geneticky stabilni klony.

Druhou cestou je nepfima organogeneze, kdy dochazi nejprve k tvorbé kalusu a az

potom k samotné organogenezi.

Pti organogenezi viceméné plati pravidlo, které formulovali Skoog and Miller (1957).
Pribéh organogeneze pfimo zavisi na obsazenych reguldtorech rostlinného riistu a jejich

poméru. Vysoka koncentrace auxinu a nizka koncentrace cytokininu indukuje tvorbu kotent,
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pfi vyrovnané koncentraci dochédzi k tvorbé neorganizovaného kalusu a pii vysoké

koncentraci cytokininu na ukor auxinu jsou regenerovany pryty.

Casto také zalezi na aktivité daného regulatoru, naptiklad Novak (1990) a Prochazka
a kol. (1998) uvade¢ji, ze auxin 2,4-D je tak efektivni, Ze Casto indukuje tvorbu kalusu i pfi

neodpovidajicich pomérech s cytokininem, ptipadné dokonce pii jeho vynechani.

Kofenové a stonkové meristemoidy se zakladaji v kalusovém pletivu nezavisle.
Vzhledem k tomu, ze diferenciace obou struktur vyzaduje rozdilné hormonalni slozeni
kultiva¢niho média, ztidka kdy dojde k regeneraci celych rostlin v pribéhu jedné subkultury.
Organogeneze muze vychazet z jediné somatické bunky, avSak castéjsi jsou ptipady
diferenciace meristemoidi z n€kolika vzajemné prostorové (ziejmeé i funkéné) komunikujicich

bunck (Novak, 1990).

Proto Novék (1990) a Prochézka a kol. (1998) zduraznuji riziko vzniku genetickych

chimér pfi nepfimé organogenezi.
3.4.2.2. Embryogeneze

V normalnich podminkéach ptfedstavuje embryogeneze proces, pii kterém postupnym
strukturdlnimi zménami vznika z jedné bunky zarodek. Uvedenou prvni bunkou byva
nejcastéji zygota, jez vznika splynutim samci a samici pohlavni buiiky. Délenim zygoty se
pfes rizna stadia vyviji dospély (zraly) zarodek, ktery je uloZen v semeni. To pak za
normdlnich podminek vykli¢i a vznikd celistva rostlina. Pribéh embryogeneze je odlisny
u jednotlivych skupin rostlin. Vyznamné se od sebe liSi pfedevSim rostliny nahosemenné
a krytosemenné, ale 1 v ramci té€chto velkych skupin je fada riznych modifikaci (Prochdzka

a kol., 1998)

V umélych podminkach kultivace (in-vitro) se vsak mohou zarodky vyvijet i dal§imi
vice ¢i méng ptirozenymi zpusoby, Prochazka a kol. (1998) proto rozlisuji tyto ¢tyfi typy
embryogeneze:

- embryogenezi zygotickou
- embryogenezi gametofytickou (prezygotickou)
- embryogenezi somatickou (postzygotickou)

- somatickou polyembryogenezi
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Zygoticka embryogeneze

Kultivace embryi in vitro je nejstarsi oblast explantatovych kultur, kdy bylo dosazeno

regenerace celych rostlin z izolované ¢asti organismu (Novak, 1990).

Pii zygotické embryogenezi je zakladem vyvijejictho se embrya zygota. Ta muize

vzniknout bud’ pfed izolaci explantatu, nebo i po jeho izolaci (Prochazka a kol.,1998).
Prochazka a kol. (1998) tedy rozlisuji dva zpiisoby zygotické embryogenze a to:

1) kultury izolovanych embryi neboli embryokultury, kdy je kultivovan zarodek vznikly jesté

pied odbérem explantatu.

Cim je zarodek méné vyvinuty, tim musi byt slozit&jsi kultivaéni médium. To musi
obsahovat fadu organickych latek od aminokyselin ptes ristové latky az k riznym vitaminam.
Vyznamné pozitivni vliv mohou mit ne piesné definované smési latek, jako jsou kokosové
mléko, kvasni¢ny extrakt ¢i hydrolyzaty kaseinu. Velkou roli hraje osmotickd hodnota média,
kterda musi byt pomémé vysoka. S pokrocilejsimi vyvojovymi stadii se zjednodusSuje slozeni
kultivaéniho média. NejpokrocilejSim vyvojovym stadiim pak Casto staci pii kultivaci roztok

sachar6zy ztuzeny agarem (Prochazka a kol. 1998).

2) explantaty, ve kterych jeste¢ nedoslo k oplozeni a nevznika zygota, v tomto ptipadé€ jako
explantat poslouzi kvét, pestik, placenta s vajicky nebo samotna vajicka, k opyleni pak

dochazi uméle v podminkych in-vitro.
Gametofyticka embryogeneze

Embryogenezi Ize vyvolat in vitro i u nékteré z bunék gametofytu. U semennych
rostlin se tento vznik embryi rozdéluje podle toho, s jakym gametofytem vznikaji, na

gynogenezi a androgenezi (Prochazka a kol., 1998).

Vysledkem gynogeneze i androgeneze jsou pak haploidni regenerované rostliny,

které nalézaji Siroké vyuziti hlavné ve Slechtitelstvi.
Stru¢na definice téchto metod vychazejici z Novaka (1990) a Prochazky a kol. (1998):

Pii gynogenezi dochazi k regeneraci z haploidnich bunék zarodeéného vaku, ve
srovnani s celistvou rostlinou tedy jde o apomixii. Jako explantaty slouzi celé pestiky, jejich

¢asti, nebo izolovand vajicka. Embryogeneze tohoto typu je ovSem znama u relativné malé
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skupiny rostlin a ke gynogenezi dochazi obvykle maximalné u 15% explantati. N&kdy se
nepodaii navodit embryogenezi, ale pouze vznik nediferencovaného haploidniho kalusu, ktery
muze byt regenerovan, ale diky spontanni diploidizaci mohou pak vznikat rostliny na razném

stupni ploidie.

Naopak pii androgenezi dochazi ke vzniku zarodki z pylovych zrn v procesu pylové
embryogeneze. Kultivaéni podminky in-vitro umoznuji atypicky rust pylovych zrn, kdy pies
stadia klasické zygotické embryogeneze vznikaji haploidni zarodky. Pro naprostou vétSinu
postupil je typické vyvolani Soku (teplotniho, osmotického,...) na kultivovana pylova zrna,
ktery spusti jejich abnormalni vyvoj. Pfitomnost riistovych reguldtort se dramaticky 1isi podle
druhu rostliny a jejich piitomnost v kultivaénim nemusi byt nezbytnd. Regenerace muze,

stejné jako u gynogeneze, probihat také neptimou cestou ptes vytvoreni haploidniho kalusu.
Somaticka embryogeneze

Somatickd embryogeneze je podrobn¢ rozebrana i s ptiklady dale v této praci.
Somaticka polyembryogeneze

Prochazka a kol. (1998) uvadé;ji, ze tento jev je charakteristicky hlavné pro jehli¢nany.

V normalnich podminkach ma vSeobecné rané somatické jehli€nand silné vyvinuty
suspenzorovy aparat a skupinu embryondlnich bunék, ze kterych v dalSich fazich vznika
vlastni zarodek. Stejné nebo témet stejn€ je tomu 1 v umélé kultufe. Prvni rana somaticka
embrya vznikaji pii kultivaci nezralych nebo zralych zygotickych embryi ze zadrzenych
embryi, ktera se nachazeji v oblasti suspenzoru nebo jeho zbytkil a kterd vznikla St€penim
puvodniho jednoho zygotického embrya. Pfeneseni do umélych podminek umoziuje jejich
dalsi vyvoj, ke kterému by za normalnich podminek nedoslo. Vedle toho vznikaji dal$i rana
embrya na dalSich ¢astech izolovaného zygotického embrya, napt. na délohach. Podafilo se je
odvodit i na jehlicich kli¢nich rostlin. Tato embrya vznikaji pravdépodobné normalni pfimou
nebo nepiimou somatickou embryogenezi. V kazdém pitipad¢ vedle nich vznika i kalusové
pletivo. Neni vSak obtizné vznikla rand somatickd embrya od kalusu izolovat. Rand somaticka
embrya se takto mnozi opakované. Rychlost celého procesu, ktery probihd vétSinou za
ptitomnosti kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a cytokininu je zna¢na. Pro dalsi vyvoj ranych
somatickych embryi je tfeba zménit kultivaéni médium. Nejdiive se zvysi jeho osmoticka

hodnota. Poté vlivem kyseliny abscisové pokracuje vyvoj smérem k plné vyvinutym
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embryim. Ta se dale obvykle vyvijeji bez pfitomnost ristovych latek (Prochazka a kol.,
1998).

3.4.3. Somaticka embryogeneze

Zarodek (embryo) muze vznikat i ze somatickych bun¢k.

Novak (1990) a Prochazka a kol. (1998) uvadégji, ze tento jev je mozny i v pfirodé
v pfirozenych podminkach, jedna se o apomixii u né¢kterych druht (pt. Citrus) kdy zarodek
vznikd z diploidnich bun¢k pletiv vajicka a semeniku, pfipadné u nckolika dal§ich druht

z bungk list, ale to je vyjimecné.

Kovag (1995) a Novak (1990) rozdéluji somatickou embryogenezi u explantatovych

kultur na dv¢ rozdilné vyvojové moznosti:

1) Pfimé somaticka embryogeneze, kdy je vyvoj embrya iniciovéan z jediné buniky explantatu
(nejcastéji epidermis) bez tvorby kalusu. To je vysvétlovano pritomnosti proembryonalnich

determinovanych bun¢k (PEDC), které je mozno stimulovat k vyvoji somatickych embryi.

2) Nepiima somatickd embryogeneze, kdy je uméle stimulovana tvorba tzv. indukovanych
embryogenné determinovanych bun¢k (IEDC), které jsou embryogenné¢ kompetentni a ze

kterych pak mohou vznikat somatickd embrya.

Prochazka a kol. (1998) uvadéji jesté sekundarni somatickou embryogenezi, spadajici
pod regeneraci piimou (1). V tomto pfipadé novd embrya vznikaji z pokozkovych bun&k

embryi, kterd vznikla bezprostfedné piedtim taktéZz somatickou embryogenezi.

Je zfejmé, Ze oba typy embryogenné kompetentnich bunc€k se nachazeji na urcitém
stupni diferenciace, ktery urcuje jejich strukturu i funkci. Napfiklad buné¢na suspenze mrkve

je sloZena ze dvou typt bun¢k:

1) velkych a vysoce vakuolizovanych parenchymatickych bunck, které ztratily embryogenni

potencial a jsou volné€ rozptyleny v médiu,

2) malych bunék s hustou cytoplazmou, které tvoii bunétné shluky. Tento typ bunck je
embryogenné kompetentni a po urcitém vnéj$im stimulu se zacne vyvijet v organizovanou

strukturu somatického embrya (Novak, 1990).
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Prabéh somatické embryogeneze 1ze rozdélit do n¢kolika hlavnich fazi: indukce, vyvoj

somatickych embryi, jejich zrani a kliceni.

Indukce vlastné piedstavuje fazi, pfi které somatickd buiika nabyva stejnych vlastnosti,
jako ma zygota. Nékteré buiiky k tomu potfebuji vymanéni z vlivu celistvé rostliny a umisténi
embryogenné determinovanymi. Pro jejich indukci mé v naprosté vétSiné pripadi zésadni
vyznam piitomnost latek auxinového charakteru v kultivaénim médiu. K nejvyznamnéjSim

patii kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, mén¢ se uplatiiuje kyselina a-naftyloctova (Prochazka

a kol., 1998).

Prochazka a kol. (1998) také uvadéji vyznamnou vlastnost tohoto typu mnoZeni a to,
ze v Zadné z moznosti somatické embryogeneze nevznikaji chiméry, které casto vznikaji pfi

organogenezi (somatickd embrya maji ptivod v jednotlivych bunkach).

Na rozdil od zygotickych embryi nevytvaii somatickd embrya funkéni suspenzor.
Somaticka embrya Casto vytvaieji vice déloh a za nevyvazenych podminek vyzivy in vitro
jsou u nich casté dalsi morfologické odchylky. Abnormalni proliferaci embryi (repetitivni
tvorba embryi), tvorbé nadpocetnych déloh a piedasnému kliceni embryi je mozné
v nekterych piipadech zabranit aplikaci kyseliny abscisové (ABA) do kultivacniho média
(Kovac, 1995).

Velmi dilezitou roli hraji ristové latky. Jak uz bylo uvedeno, pro indukci
embryogennich bun€k je nutna pfitomnost latek auxinové povahy, predevSim 2,4-D, na
pocatku kultivace. VyuZzivaji se i znaén¢ vysoké koncentrace, ale pouze po omezenou dobu
(tzv. pulzni pasobeni). Po sniZzeni koncentrace téchto latek dochdzi k pribéhu vlastni
embryogeneze. V této dobé je nutna pfitomnost cytokinind, pokud tyto latky uz nebyly

v médiu 1 v prvni fazi (Prochazka a kol., 1998).

Dozravani a nasledné kliCeni somatickych embryi probiha jiz na zivném médiu bez

regulatorti riistu, nebo pouze s velice nizkou koncentraci (Jain et al., 2002).

3.4.3.1. Piklady

Pii kultivaci bazalky pravé (Ocimum basilicum L.) pouzili Gopi and Ponmurugan
(2006) explantaty z mladych listli. Tvorba kalusu byla iniciovana na MS médiu obsahujicim

3% sacharozy, 0,9% agaru a 1,0 mg. I* 2,4-D. Diferenciace embryi zatala na po presunu

21



kalusti na MS médium obsahujici 0,5 mg. I 2,4-D a 1,0 mg. I'* BAP. Dozravani, kliceni
a produkce novych embryi pak pokradovalo na MS médiu s BAP 1,0 mg. It + NAA 1,0
mg. I”* + KN 0,5 mg. I'*. Kompletni rostlinky byly poté presazeny do plastovych kelimk se

substratem a po aklimatizaci do venkovnich podminek.

Piovan et al. (2014) indukovali pfimou i nepfimou somatickou embryogenezi
u Brassica repanda subsp. glabrescens. Pro nepfimou somatickou embryogenezi vyuzili
explantati z kotfenll a listi semenacu starych 3 tydny, pro pfimou pak celych semendct
starych 2 tydny. K vyvolani nepiimé somatické embryogeneze byla nejvhodnéjsi kombinace
regulatord 1,0 mg. I BAP a 1,0 mg. I"* NAA, pro piimou cestu bylo nejvhodngjsi 1,0 mg. I
BAP a 1,0-2,0 mg. I™* NAA. Dozravéni a kliceni embryi probihalo na MS médiu poloviéni
koncentrace s 3% sacharozy. Nejvetsi vynos embryi byl u celych semenéacii a listovych

explantati.

Manrique-Trujillo et al. (2013) se zabyvali vlivem riiznych auxind (2,4-D a 2,4,5-T),
kyseliny abscisové (ABA) a kyseliny giberelové (GA3) na pribéh somatické embryogenze
u povijnice batatové (Ipomoea batatas), konkrétné odrid 'Jonathan' a 'Jewel'. V prvni fazi
byly ve tmé kultivovany lateralni meristémy na MS médiu s 3% sacharézy a 1,3 mg. It 2,4,5-
T (2,4-D vykazovalo nizsi aktivitu). Vzniklé embryogenni kalusy byly pasazovany na MS
médium obsahujici 1 mg. " ABA pro optimalizaci zrani embryi. Vyvoj rostlinek z embryi

probihal nejlépe na MS médiu s 0,424 mg. I GAs.

Karami et al. (2006) studovali vliv koncentrace sacharozy v kultivaénim médiu na
prubéh somatické embryogeneze u hvozdiku karafiatu (Dianthus caryophyllus L.). Explantaty
byly odebrany z okvétnich listki a kultivovany na MS médiich obsahujicich 0,989 mg. I
2,4-D (9uM), 0,1802 mag. I BAP (0,8uM) a rizné koncentrace sachardzy. Nejvétsi
frekvence tvorby embryogenniho kalusu bylo dosazeno pti koncentracich 9 a 12% sacharézy.
Indukce somatickych embryi probihala na MS médiu bez regulatori. Pocet vznikajicich
embryi se zvySoval s koncentraci sachardézy az k 12%, pfi 15 a 18% jiz klesal. Vznikla
embrya regenerovala v celé rostliny po pfesunu na polovicni MS médium s 3% sachardzy

a bez regulatort.

Somatickou embryogenezi u Cephaelis ipecacuanha popsali Rout et al. (2000).
Listové explantaty vytvofily kalus na MS médiu s 3% sacharozy, 0,5 mg. I* kinetinu a 4,0

mg. I™* 2,4-D. Somatickd embryogeneze byla indukovana na MS médiu s 3% sacharézy, 2,5
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mg. It kinetinu a 1,0 mg. | 2,4-D. Dozravéani a kli¢eni embryi pak na MS médiu s 2%
sachar6zy a bez regulatorti. Rostliny byly pfesazeny do substratu a pred vysadbou ven

kultivovany ve skleniku.

3.4.3.2.  Plamenka latnata (Phlox paniculata)

Jain et al. (2002) dosahli nejlepsich vysledki pii kultivaci na klasickém MS médiu
s 3% sachardzy, v prvni fazi kultivace byla stimulovéna tvorba kalusu aplikaci 2 mg. I'* IAA
a 0,5 mg. ™" BAP. Pro indukci somatické embryogeneze byly kalusy pfeneseny na médium
obsahujici 0,5 mg. ™" IAA a 1,5 mg. I"' BAP. Nasledn& byla vznikla somatickd embrya
kultivovana na MS médiu polovi¢ni koncentrace s 2% sachardzy a bez rustovych regulatort.
Po vykliceni byla embrya piesazena do sterilniho substratu a postupné aklimatizovéna pro

venkovni podminky ve skleniku.

3.4.4. Faze mikropropagace

Vyvoj rostlin v podminkach in-vitro je mozné rozdélit do 4 zakladnich stadii nebo

fazi.

V prvnim stddiu jde o odvozeni sterilni kultury - primokultury, které spociva
v odebrani vhodného explantatu a jeho sterilizaci a kultivaci na Zivném médiu. Material
odvozeny v primokultufe je potom vyuzivan ve druhém stadiu, které se oznacuje jako stadium
multiplikaéni €1 proliferacni. Cilem druhého stadia je dosdhnout vysokého koeficientu
mnozeni a ziskat co nejvétsi pocet novych rostlin, resp. novych explantatii. Toto stadium
muze byt opakovano pasaZzovanim na téze proliferacni médium nebo miize nasledovat treti
stadium, které je vétSinou spojeno s zakotfenovanim. Posledni, ¢tvrté stadium piedstavuje
stadium pievodu rostlin z podminek in-vitro do podminek in-vivo a je spojeno nékdy se
zakofenovanim in-vivo. Tato stadia jsou charakteristickd urc¢itym vyvojem kultury in vitro,
ktery je ovlivnén zménou kultiva¢nich podminek v téchto jednotlivych stadiich. K témto
zékladnim stadiim je nékdy zatazovano stadium 0, které piedstavuje fazi, kdy je urcitym

zpusobem pfipravovan mate¢ny material (rostlina) k odbéru explantatu (Kovac, 1995).

3441 Stadium 0 - vybér matecné rostliny a jeji priprava pro odbér
explantati

Pti odbéru vychoziho materidlu pro odvozeni explantatové kultury je nutné znat

piesné piivod matecné rostliny - o jakou varietu ¢i kultivar se jedna. Vychozi rostlina by m¢la
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byt zdrava a péstovana v optimalnich podminkach - nejlépe sklenik nebo fytotron. Uspéch
odvozeni sterilni kultury a rist explantatii je ovlivilovan obdobim roku, kdy je explantat
odebran. Zmeény teploty, délky dne, hladiny osvétleni, dostupnosti vody v prabéhu roku
ovlivituji obsah sacharidli, proteinli a ristovych latek v rostlinach a maji tak vliv i na rist
explantatd, z nich odebranych. Nejlepsich vysledkii je dosahovano, je-li explantat odebran z

rostliny v aktivni fazi ristu (Kovag, 1995).

3.4.4.2. Stadium 1 - odvozeni aseptické kultury

Prvnim pfedpokladem tspésné kultivace in vitro je vybér vhodné rostliny, ktera bude pouzita
k odbéru explantatl. Teoreticky je k odvozeni explantatové kultury mozné pouzit jakoukoliv
¢ast rostliny (explantat).Hlavnim cilem tohoto stadia je odvodit sterilni kulturu (primokulturu)
s co nejvetsim procentem UspéSnosti. Odvozeni sterilni primokultury je spojeno s povrchovou
dezinfekci materialu pouzivaného jako explantat. Tento proces zahrnuje oplachnuti explantatu
vodou a jeho povrchovou desinfekci pomoci jednoho nebo vice dezinfekénich ¢inidel. Po
desinfekci, resp. sterilizaci je nutné desinfekéni roztok z explantatu dokonale odstranit
opakovanym vypiranim ve sterilni destilované vodé. Poskozené konce explantdtu se odstrani
skalpelem a explantat se upravi do pozadované velikosti popt. se z né¢ho izoluji vlastni

explantaty (Kovac, 1995).

3.44.3. Stadium 2 - faze ristu explantatové kultury

Hlavnim cilem stadia II je namnozeni explantati. Rostlinny materdl ze stadia
I (primokultury) je opakované pasazovan na Cerstvé médium, pficemz se v zavislosti na
dosazeném koeficientu mnoZeni zvySuje pocet explantatli v kultufe. Tento proces mnoZzeni
trvéa az do dosaZeni Zadaného poctu explantatt ( prytd, buné€k, somatickych embryi, pacibulek,

atd.) (Kovag,1995).

3.4.4.4. Stadium 3 - zakofenovani in-vitro

Pryty odvozené in vitro mohou tvofit kofeny bud’ in vitro ve stadiu III nebo in vivo ve
stadiu IV. Stadium III pfedstavuje vétSinou jednordzovou kultivaci prytlh odvozenych ve

stadiu II po dobu 2-4 tydnt. V pribchu této kultivace pryty zakofeni. Zakotfetiovani rostlin

vvvvvv
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3.4.45. Stiadium 4 - zakoFefiovani in-vivo

Zakofenovanim in Vvivo se rozumi zakofenovani prytd odvozenych in vitro
Vv nesterilnich podminkéch na substratech, jinych nez jsou kultivaéni média. Jedna se rizné
umélé pidy popt. porézni materialy. Prikladem mohou byt perlit, vermikulit, smési obsahujici

pisek, raselinu, ¢ediCovou vatu atd. (Kovac, 1995).

4. Metodika

4.1.Vybaveni, pracovni a kultiva¢ni podminky

Veskera prace s in-vitro kulturami byla provadéna v laboratofi k tomu vybavené,
kultivace pokusnych kultur probihala ve specidlnim stojanu s linearnimi zativkami (bez

regulace teploty) a inkubatoru.

Kultury byly péstovany pii jednotné fotoperiodé osvétleni 16 hodin svétla a 8§ hodin
tmy, teplota v inkubatoru byla za svétla 23 °C a za tmy 18 °C. Kultivacni podminky
v inkubatoru byly stabilni a neménné. Naopak stojan pouzity v prvnim pokusu a pro péstovani
kultur prytd nemél moznost regulace teploty - pohybovala se v rozmezi 18 °C a 28 °C
v zavislosti na okolnich podminkéach. Dochazelo zde také k nezadoucimu zahiivani kultur
stoupajicim ohtatym vzduchem z osvétleni v nizsich patrech. Vychozi rostliny byly od
vyraseni az do odbéru explantatii péstovany ve skleniku aby se snizila pravdépodobnost

kontaminace mikroorganismy.

Prace na pokusech probihala ve flowboxu, nastroje (skalpel, jehla, pinzeta,..), sklo
a kultiva¢ni média byla sterilizovana pomoci autoklavu ( standardni sterilizace - tlak 101,5
kPa a teplota 121 °C po dobu 20 minut), substrat pro dopéstovani somatickych embryi byl
sterilizovan v mikrovlnné troubé (vykon 800w, 1-2 minuty v zavislosti na objemu).
V prubehu prace ve flowboxu bylo Sifeni nezadoucich mikroorganismu také minimalizovano
prabéznym desinfikovanim pracovni plochy, néstroju a skla technickym ethanolem a ptipadné
nad plamenem lihového kahanu. Samoziejmosti pak bylo dikladné myti rukou, pouZivani

ochrannych pomucek a udrzovani €istoty pracovniho prostiedi.
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4.2.Média a regulatory rostlinného rastu

Jako =zakladni kultivaéni médium bylo zvoleno MS médium. Pro jeho takika
univerzalni vyuzitelnost bylo pouzito v praci zabyvajici se somatickou embryogenezi u Phlox
paniculala (Jain et al., 2002), jeho Gspé&$né vyuziti u explantatovych kultur Phlox paniculala
dale uvad¢ji Matiska (2009) a Declerck and Korban (1995).

Prvni faze kultivace explantati probihala na MS médiu s kompletnim obsahem Zivin,
faze dozravani a kli¢eni somatickych embryi pak na MS médiu polovi¢ni koncentrace zivin

a s 2 % sachardzy (2/3 obsahu plného MS média) podle doporuceni Jain et al. (2002).

MS médium pro indukci tvorby embryogenniho kalusu bylo obohaceno o regulatory
rostlinného rastu ( RRR) 2,4-D, IAA a BAP v riznych kombinacich a koncentracich., nékteré
vychazely z Jain et al. (2002) dalsi z teoretickych pfedpokladii tvorby kalusti a indukce
somatické embryogeneze a pak z poznatkl ziskanych v pribéhu experimentli . Médium pro

dozravani a kliceni somatickych embryi neobsahovalo zddné RRR.

4.2.1. Priprava MS média

MS médium se michd z pfedem pfipravenych zasobnich roztoki, slozek navazenych
samostatné a destilované vody. Slozeni jednotlivych zasobnich roztoki mize byt rizné, v této
praci byl vyuzit postup uvedeny v nasledujici tabulce. Pti ptipravé 1 litru média se nejprve
odméfi zasobni roztoky v uvedeném potadi do 1000ml odmérné banky, nasledné se odvazi
sachardza, agar a myo-inositol, tyto tii latky se destilovanou vodou pievedou do roztoku
(v ptipadé agaru suspenze) a v daném pofadi vmichaji do smési v odmérné bance. Vznikla
smés zivin a agaru je pak doplnéna destilovanou vodou po rysku odmérné banky. Tekuté
médium se pfevede do vhodné nddoby (kadinka, erlenmeyerova batka) a upravi se jeho pH
na optimalni hodnotu 5,7 - 5,8. Ke zvySeni pH byl pouzit 1M roztok hydroxidu draselného, ke
sniZzeni pak 1M roztok kyseliny citronové. Pokud ma médium obsahovat RRR je nutné je

ptidat jesté pred Upravou pH ve formé predpiipravenych roztokd.

Médium uréené k plnéni petrtho misek se autokldvuje  hromadné
v 1 | erlenmeyerovych baiikkich a do jednotlivych misek se rozléva ve flowboxu jiz
sterilizované, v piipadé¢ plnéni 100 ml erlenmeyerovych ban€k je médium rozvafeno

v mikrovInné troubé do dokonalého rozpusténi vSech slozek (pti vykonu 800W zhruba 10-15
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minut pfi piipravé 1 litru) a pak rozlito do ban€k jeSté pred jejich samotnou sterilizaci

v autoklavu.

Zasobni roztok A: Navazkanall:
NH4NO3 16,59
KNOs3 19,09
CaCl; . 2 H,0 449
MgSQO, . 7 H,0 3,79
KH2PO4 1,79

Zasobni roztok B:

Navazkanall:

H3BOs

0,629

MnSOs . 4 H,0 (H,0)

2239 (1,690

ZnSO, . 4 H,0 (7 H,0)

0,869 (1,06 g)

Zasobni roztok C:

Navazkanall:

KJ

0,083 g

NazMOO4. 2 Hzo

0,025 g

Zasobni roztok D:

Navazkanall:

CuSO4 .5H,0

0,0025 g

CoCl; . 6 H,O

0,0025 g

Zasobni roztok E:

Navazkana 11(0,51):

Na,EDTA . 2 H,0O

3739 (1,86 Q)

FeSO, .7 HO 2,789 (1,399)
Zasobni roztok V: Navazkanall:
kyselina nikotinova 0,059
pyridoxin 0,059

thiamin 0,019

glycin 0,209

Piima navazka:

sacharosa 30,09
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agar 8,09
myo-inositol 0,19
Na 1 1 média pipetovat: 100 ml A
10ml B
10mIC
10mI D
10ml E
10 ml vV
pH upravit na5,7 - 5,8

4.2.2. Pouzité varianty

Celkem byly zkouméany tyto varianty (uvedeno mnozstvi RRR na 1 litr kultiva¢niho média):

Kontrola ( bez regulétorti - pro srovnani)
2,4-D1mg

2,4-D 2 mg

BAP 5mg

BAP 1,5mg + IAA 0,5 mg

BAP5mg +IAA 1,5mg

BAP 0,5 mg +2,4-D 1 mg

BAP 0,5 mg + 2,4-D 2 mg

4.3.0dbér a oSetieni explantati

Vychozi rostliny byly pfed odbérem explantati kultivovany ve sklenicich arealu CZU
pro minimalizaci kontaminace rostlin Skiidci a patogeny z venkovniho prostfedi. Rostliny
v kvétinacich byly do skleniku umistény na zaCatku jara jesté pted vyraSenim, ve skleniku
rychle obrazily a po dosazeni vysky prytl zhruba 20cm byly pfipraveny k prvnimu odbéru

explantata ( pokus ¢€.1), odbér pro pokus ¢.2 nasledoval po né€kolika tydnech.

Jako nejvhodnéjsi explantaty byly zvoleny segmenty listh odebranych z horni tietiny
vyhoni. Byly vybirany listy dosahujici minimalné 2/3 plné velikosti, rozdil mezi explantaty

z dospélych a mladych listi nebyl zkouman.
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Jelikoz explantaty musi byt pfed kultivaci in-vitro sterilni, bylo nejprve nutné
experimentalné zjistit jak je co nejefektivnéji desinfikovat pfi pouze minimalnim nebo
zadném poskozeni pletiv. Jako desinfekéni cinidlo byl zvolen vodny roztok chlornanu
sodného (NaClO) - komer¢ni desinfekéni ptfipravek SAVO (4,7 % NaClO) s nckolika
kapkami smacedla (ptidavano dokud nezacal roztok pénit). Na pokusnych listech bylo jako
nejvhodnéjsi zjisténo pouziti 20% roztoku sava po dobu 10 minut, tento pokus nebyl detailné
vyhodnocovén, byla pouze vybrana varianta, u které¢ jiz nedoslo ke kontaminaci explantat

a ty nebyly nijak vyznamné¢ viditelné poskozeny.

Ptiprava explantati: odebrané listy byly nejprve desinfikovany v 20% roztoku
ptipravku SAVO se smacedlem po dobu 10 minut a poté 3x promyty sterilni destilovanou
vodou po dobu 15 minut pro odstranéni zbytkid desinfek¢niho ¢inidla. Sterilni listy byly ve
flowboxu déle skalpelem zbaveny stfedové Zzilky, okraji poSkozenych pii desinfekci
a roziezany na poZadovanou velikost, tzn. na zhruba 1 x 1 cm velké segmenty. Jeden list tak

stacil pro piipravu 4 - 6 explantatl.

4.3.1. Pouziti rostlinného materialu ziskaného organogenezi in-vitro

Jelikoz tieti pokus byl zalozen v dobé po odkvétu vychozich rostlin, bylo nutné zajistit
jiny zdroj explantati. K tomuto ucelu vyborné poslouZzily rostliny ziskané organogenezi
v prubéhu prvniho pokusu. Ptfi odbéru explantati z rostlin péstovanych in-vitro odpada
potieba desinfekce - rostliny jiZ jsou sterilni. Je ale nutno pracovat velice rychle, rostliny jsou
v prostiedi in-vitro zvyklé na vysokou vlhkost a nemaji dokonale vyvinutou vlastni regulaci,
coz vede k rychlému vadnuti v béZnych pracovnich podminkéach. Listy dosahuji daleko
mensi velikosti, proto nebyla odstranéna stfedova zilka, ale pouze skalpelem rozrusen povrch
pro lepsi kontakt s zivnym médiem. V tomto piipadé byl vytézek explantati na jeden list

pouze 1 - 4 ks.

4.4.7Zalozeni a prubéh pokusi

Pokusy byly provadény v plastovych petriho miskach o priiméru 90mm, obsahujicich
zhruba 25 ml kultivaéniho média. Déle byly pouzity 100 ml erlenmeyerovy banky a v mensi
mife zavatovaci sklenice o objemu 200 ml se stejnym mnozstvim média. Tyto nadoby
slouzily ke kultivaci pryti ziskanych organogenezi a k pfevodu somatickych embryi do

substratu.
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Z dtuvodu udrzeni maximalni sterility kultur byly vSechny experimenty zakladany ve
flowboxu, nastroje, média a laboratorni sklo bylo sterilizovano v autoklavu, v pribéhu prace
pak desinfikovano technickym ethanolem a nad plamenem kahanu. Explantaty byly

desinfikovany roztokem chlornanu sodného (SAVO, 4,7 % NaOCl).

Pti samotném zakladani pokusii je nutné minimalizovat dobu manipulace s explantaty
a dbat zasad udrZeni sterilniho prostfedi a prace v ném (dukladné umyté ruce nebo rukavice,
Cisty odev, nejlépe laboratorni, udrzovani Cistoty, atd.). Sterilni list byl ve flowboxu vyjmut
z nadoby kde probéhla desinfekce a pak na sterilni petriho misce roziezan skalpelem na
jednotlivé explantaty. Pii umistovani explantati na kultivacni médium je nutné dodrzet jejich
puvodni polaritu - tedy umistit listovy segment jeho spodni stranou na kultivacni médium,
dualezité je téz zajistit co nejvetsi kontakt explantatu s médiem. Po umisténi explantatd na
médium byla nasledné petriho miska zabezpecena PE f6lii pro zamezeni nasledné vzdusné
kontaminace a snaz§i manipulaci. Poslednim krokem je pak popsani misky a uvedeni data
zalozeni. V piipad¢€ zakladani kultur v erlenmeyerovych bankach nebo sklenicich jsou nadoby

uzavieny aluminiovou fo6lii a nasledn€ prouzkem PE folie.

4.4.1. Pokus ¢.1

Prvni experiment castecné vychazel z pokusu které provedli Jain et al. (2002) -
konkrétn¢ vyuziti kombinace IAA a BAP a dozravani a klieni embryi na 1/2 MS s 2 %
sachardzy. Dale byly pfidany varianty obsahujici 2,4-D ktera mé& znamy pozitivni vliv na
tvorbu kalusii a pribéh somatické embryogeneze. Bylo pouzito 10 petriho misek po

5 explantatech od kazdé varianty.

Pouzité varianty v tomto pokusu (10 misek na variantu):
2,4-D1mg. I

2,4-D2mg. I

2,4-D1mg. I*+BAP05mg. "

BAP15mg. I +IAA0,5mg. I

BAP5mg. I +IAA15mg. I

BAP5mg. |*

Experiment probihal bez pouziti inkubatoru ( bez regulace teploty, pouze v regéalu

s linearnimi zafivkami a nastavenou fotoperiodou 16 hodin svétla a 8 hodin tmy, teplota se
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pohybovala mezi 18 a 28 °C), kultivace probihala od zalozeni pokusu do vyhodnoceni

8 tydni (explantaty se vyvijely pomaleji nez bylo ocekavano).

Varianty u nichz prob¢hla organogeneze byly pouzity pro namnozeni rostlinného

materidlu metodou jednonodalnich segmenta pro dalsi pokusy.

4.4.2. Pokus ¢.2

V tomto pokusu byl zkouman primarné vliv plné kontrolovanych kultivacnich
podminek na rist explantat pii pouziti vybranych variant z pokusu ¢.1. Experiment probihal
v inkubatoru s nastavenou fotoperiodou 16/8 a teplotou 23 °C v denni a 18 °C v noc¢ni fazi.

Byly pouzity 4 petriho misky po 5 explantatech na jednu variantu.

Pouzité varianty v tomto pokusu (4 misky na variantu):
2,4-D1mg. I

2,4-D2mg. I

2,4-D1mg. I +BAPO,5mg. I

BAP15mg. ™' +1AA05 mg. I

Prvni prubézné vyhodnoceni probéhlo po 6 tydnech kultivace a vyhodnoceni varianty

vhodné pro indukci somatické embryogeneze pak po 11 tydnech od zacatku pokusu.

Varianta ve které doslo k organogenezi (BAP 1,5 mg. I + IAA 0,5 mg.|™ ) byla
pouzita k dalSimu mnoZeni pokusnych rostlin. Ziskané embryogenni kalusy z varianty 2,4-D
1mg. ™" + BAP 0,5 mg. I'" produkujici somaticka embrya byly vyuZity pro detailni foceni
pod binolupou (zvétSeni 20x a 40x) a na test idedlniho média pro dozravani a kliceni.
Zkoumané varianty v tomto testu byly MS médium s polovi¢ni koncentraci Zivin a s 2 %
sachardzy (doporuceno Jain et al, 2002), MS médium s polovi¢ni koncentraci Zivin, 2 %
sachardzy a bez pridaného agaru (tekuté médium) a plné MS médium. Zadna z pokusnych
variant neobsahovala RRR. Kazdy kalus poslouzil pro ptipravu jedné pokusné misky (celkem
3 misky od kazdé varianty). Byl rozdélen na zhruba 5 ¢asti, pficemz kazd4a obsahovala
minimaln¢ jedno dobfe patrné¢ somatické embryo a tyto Casti byly ndsledné umistény na
pokusna média. Vyhodnoceni prob&hlo po 5 tydnech kultivace spocitanim kli¢icich embryi na

jednu misku a ur¢enim primeéru na variantu.

31



4.4.3. Pokus ¢.3

Tteti pokus byl findlnim pokusem vychdzejicim z poznatkl z piredchazejicich pokusi,
bylo vyuzito nejvhodnéjsi varianty z pokusu ¢.2, dale jeji modifikace , ¢isté 2,4-D a kontrolni
varianty bez RRR. Cilem bylo ovéfit nevhodnost €isté 2,4-D, prokazat nutnost pfitomnosti
RRR pro vyvoj explantati (kontrola) a urcit vhodnou kombinaci 2,4-D a BAP pro indukci
somatické embryogeneze. U pokusnych variant kde doslo k tvorbé embryogenniho kalusu
a somatické embryogenezi byla vyhodnocena nejvhodnéjsi kombinace z hledisek regenerace
embryogenniho kalusu, ziskaného mnozstvi somatickych embryi a Gispé$nosti jejich pfevodu

do substratu.

Pokus opét probihal v inkubétoru s fotoperiodou 16/8 a teplotou 18 °C v noci a 23 °C

ve dne.

Pouzité varianty v tomto pokusu (vychozi pocet 18 misek na variantu):
Kontrola

2,4-D1mg. I

24-D1mg.I* +BAP05mg. |

2,4-D2mg. ™" +BAP0,5mg. I

Kultivace na MS médiu obsahujicim RRR probihala 11 tydnt, pak byly explantaty
pfevedeny na médium pro dozravani a kli¢eni (1/2 MS s 2 % sacharo6zy) - ¢ast byla rozdélena

na jednotliva embrya (6 kalusti od kazdé varianty) a zbytek byl ponechan v piivodnim stavu.

Nerozdélené kalusy byly péstovany 6 tydnl na kli¢icim médiu pro vyzrani, nasledné
byly rozd€leny a byl statisticky vyhodnocen pocet somatickych embryi a pocet kli¢icich
somatickych embryi pfipadajici na jeden kalus. Stejn¢ byl vyhodnocen pocet v piedem

rozdélenych kalusech a nasledné mnoZstvi klicicich embryi po 3 a 8 tydnech.

4.4.4. Prevod somatickych embryi do substratu

V této fazi byla izolovana kli¢ici somatickd embrya z pokusu ¢. 3 pfevadéna do
vysevniho substratu (substrat pro vysevy a mnozeni : perlit, 3 : 1) a nasledné do podminek ex-
vitro. 200 ml zavarovaci sklenice byly naplnény z 1/3 substratem, optimalné zavlazeny
a CasteCn¢ sterilizovany v mikrovinné troubé (800W, 2 min). Po ochlazeni byla do tohoto
substratu pfevedena somatickd embrya na rGznych stupnich vyvoje (po 3, 6 a 9 tydnech

kultivace na 1/2 MS s 2 % sachar6zy). Byla pfevadéna embrya tvoftici v tu chvili pouze kofen,
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kofen a naznak nadzemni C¢asti a nebo kotfen a zietelné vyvinuty a rostouci pryt se zéklady
listd. Toto rozdéleni nesouhlasi s uvedenymi terminy pievodu, jelikoz individualni vyvoj
embryi neprobihal stejnou rychlosti. Obecné byla vybirana embrya, ktera vizualné vykazovala
nejvice vitdlni rist. Z divodu nedokonalé sterilizace byl po pifevodu embryi aplikovan
fungicidni pfipravek Previcur v koncentraci 0,15 %. Cilem tohoto pokusu bylo priméarné

urceni optimalni faze ristu zarodkt pro ptevod do substratu a podminek ex-vitro.

Vyhodnoceni poc¢tu uspésné prevedenych somatickych embryi pokracujicich v ristu

probéhlo po 8 tydnech od prvniho pfevodu.

4.5.Metodika zpracovani vysledki

Vétsina pokusit byla vyhodnocena pouzitim aritmetickych priméri a procent.
V piipadné porovnavani embryogennich variant ve tfetim pokusu bylo vyuzito statistiky. Pro
statistické zpracovani dat byl pouzit program STATISTICA 12. Pfi vyhodnoceni dat byla
pouzita jednofaktorovd analyza rozptylu (ANOVA) pii hladin€ vyznamnosti p = 0,05 a pro
zjisténi detailngjSich vysledkt, vcetné rozélenéni do homogennich skupin, byl vyuzit

Duncantv test.

5. Vysledky

5.1.Vysledky jednotlivych variant a postupii

5.1.1. Desinfekce explantati

V tomto pokusu byla testovana nejvhodnéjsi koncentrace desinfekéniho ptipravku
SAVO pro sterilizaci listl, které poslouzily jako zdroj explantatti. Nejlepsi se ukazalo pouziti
20% roztoku piipravku SAVO s destilovanou vodou a nékolika kapkami smacedla pfi
pusobeni po dobu 10 minut. Varianta 10 % a 10 minut se ukazala nedostatecné efektivni,
naopak 20 minut pasobeni jiz viditeln¢ poskodilo listy a to i pii pouziti 10 % koncentrace

ptipravku.

5.1.2. Pokus ¢.1

V prvnim pokusu nebylo u zddného explantatu dosazeno somatické embryogeneze ani

tvorby embryogenniho kalusu.
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Vyhodnoceni jednotlivych variant:

2,4-D 1 mg. ™" - &ast explantatdl vibec na RRR nereagovala a odumiela po prvnich
tydnech kultivace, zbytek (72 %) vykazoval zndmky ristu a prostorovych deformact,
dalsi regenerace cestou organogeneze nebo somatické embryogeneze ovSem jiz
neprob¢hla a vsSechny explantity odumiely do 8 tydnt od zalozeni pokusu

(obr. 6, strana 35).

2,4-D 2 mg. I™* - tato varianta reagovala velice podobné& jako predesla, ale regenerace
a znamky rastu byly pozorovatelné pouze u 55 % explantatd. VSechny bez dal$iho

vyvoje odumiely do 8 tydnti od zalozeni (obr. 7, strana 35).

24-D1mg. I +BAP 05 mg. 1" - v tomto piipadé reagovalo a zadalo tvofit kalus

100 % explantatii, nasledna regenerace jiZ ale neprobé&hla a explantaty bud’ odumfely

nebo piestaly rist (obr. 8, strana 35).

BAP 5 mg. | - pfi pouziti samotného BAP v této koncentraci byla reakce explantatl a
jejich dal$i rst patrny ve 100 % piipadl, vétSina explantati poté odumiela bez
nasledné regenerace, ovSem 32,5 % explantati regenerovalo organogenezi a ziskané
pryty poslouzily po pievodu na ¢ist¢ MS médium jako dalsi zdroj pokusného materialu

(obr. 9, strana 35).

BAP 15 mg. I + JAA 05 mg. I - 100 % explantatii reagovalo na RRR zbytnénim

a rastem kalust, v 11,11 % ptipadl nasledné doSlo k organogenezi, ostatni explantaty
odumiely nebo nebyl pozorovan dal§i vyvoj. Pryty ziskané organogenezi byly

pasazovany na Cisté MS médium pro dal$i mnozeni (obr. 10, strana 36).

BAP 5 mg. It + IAA 1,5 mg. I'* - viechny explantaty regenerovaly (100 %), u 96 %

nasledné doslo k organogenezi a ziskané pryty byly dale kultivovany na ¢istém MS

médiu (obr. 11, strana 36).
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Regulatory rostlinného

ristu (mg. 1)

Regenerace explantati

Regenerace
Embryogenni | Dalsi vyvoj | Regenerace
IAA | 24-D | BAP a tvorba
kalus (%) explantata | pryta (%)
kalusu (%)
- 1,0 - 72 0 negativni 0
- 2,0 - 55 0 negativni 0
- 1,0 0,5 100 0 negativni 0
- - 5,0 100 0 organogeneze 32,50
0,5 - 15 100 0 organogeneze 11,11
1,5 - 5,0 100 0 organogeneze 96,00

obr.6 MS +2,4-D 1 mg. %, 8 tydni od

zalozeni

obr.8 MS+24-D1mg.|™"+BAPO0,5

mg. I™*, 8 tydni od zaloZeni

obr.7 MS +2,4-D 2 mg. '}, 8 tydni

od zalozeni

obr.9 MS + BAP 5mg. ™, 8 tydni od

35
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obr.10 MS + BAP 1,5 mg. I'* + IAA obr.11 MS+BAP5mg. I+ IAA

0,5 mg. I'*, 8 tydni od zaloZeni 1,5 mg. I'*, 8 tydnii od zaloZeni

5.1.3. Pokus ¢.2

V tomto pokusu byl prokdzan vyznamny vliv fyzikalnich podminek kultivace na
indukci somatické embryogeneze (konkrétné teploty). Bylo ji dosazeno u varianty 2,4-D 1
mg. I + BAP 0,5 mg. I (médium bylo identické jako v pokusu &.1 - pochazelo ze stejné
varky).

Vyhodnoceni jednotlivych variant:

24-D 1 mg. 1" - v tomto pripadé regenerovalo men$i mnoZstvi explantati neZ

v pokusu ¢.1 a to pouze 25 %, vétSina explantati odumiela jiz po 6 tydnech kultivace,
zbytek nasledoval béhem dalsich tii tydnu (obr. 12, strana 37).

2,4-D 2 mqg. I"" - Tato varianta vykazovala nejnizsi regeneraci a tvorby kalusu z celého
pokusu (pouze 5 %), vSechny explantaty odumiely do 6 tydnt od zaloZeni (obr. 13,
strana 37).

24-D 1 mg. ™" + BAP 0,5 mg.|™ - kombinace 2,4-D a BAP tusp&iné indukovala

tvorbu embryogenniho kalusu a somatickou embryogenezi u 100 % explantati. Po
6 tydnech byla patrnd tvorba embryogenniho kalusu na vSech explantatech, pii
findlnim vyhodnoceni bylo zjiSténo, Ze na 100 % kalusit dochdzi k somatické
embryogenezi. Tato varianta ndsledné poslouzila k testu vhodného média pro

dozravani a kli¢eni somatickych embryi (obr. 15 - 20, strana 38 - 39).
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BAP 15 mg. 1" + IAA 05 mag. 1" - 100 % explantati reagovalo a tvofilo kalus,

u 85 % z nich nasledné po 4-5 tydnech nastala organogeneze, pryty byly pasazovany

na ¢isté MS, ale pro vitrifikaci byly nasledné vyfazeny (obr. 14, strana 38).

Regulatory rostlinného
0 Regenerace explantati
rastu (mg. ')
Regenerace
Regenerace | Embryogenni | DalSi vyvoj pryti a
IAA | 24-D | BAP ” -
a tvorba kalus (%) explantati | somatickych
kalusu (%) embryi (%)
- 1,0 - 25 0 negativni 0
- 20 - 5 0 negativni 0
somaticka
- 1.0 0,5 100 100 100
' embryogeneze
0,5 - 15 100 0 organogeneze 85

obr.12 MS2,4-D1mg. 1" po6
tydnech kultivace

obr. 13 MS2,4-D2mg. 1%, po6
tydnech kultivace
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obr.14 MS +BAP 1,5mg. I'* + IAA obr.15 MS +2,4-D 1 mg. | * + BAP
0,5 mg. I'%, po 6 tydnech kultivace 0,5 mg. I'%, po 6 tydnech kultivace

obr.17 MS+24-D1mg. ™" + BAP
obr.16 MS+2,4-D 1 mg. | + BAP 0,5 mg. I'%, kli¢ici somatické embryo po

0,5mg. I, po 11 tydnech kultivace 11 tydnech kultivace (20x)

o
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obr.19 MS+2,4-D 1 mg. ™" + BAP

obr.18 MS +2,4-D 1 mg. It + BAP 0,5mg. I"!, srovnani velikosti kli¢icich
0,5mg. I'%, 3 izolovana kligici embrya v embryi v bunécném obalu a bez n¢j
bun&éném obalu (20x), (20x)

-

obr.20 MS +2,4-D 1 mg. | + BAP
0,5 mg. I'%, kli¢ici embryo zbavené

bunécéného obalu (20x),

V testu kli¢icich médii nejlépe vySlo 1/2 MS + 2 % sachardzy s primérem 3,5
kli¢icich embryi na jednu pokusnou petriho misku po 5 tydnech, na klasickém MS médiu
kli¢ilo 2,32 a na tekutém 1/2 MS + 2 % sacharozy pouze 0,32, tekuté médium v petriho

miskach bylo nevhodné k manipulaci a vykazovalo vysokou nachylnost ke kontaminacim.
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‘ ‘ Primérny pocet kli¢icich embryi na 1
Varianta kli¢iciho média ‘
misku po 5 tydnech

MS + 3 % sachar6zy 2,32
1/2 MS + 2 % sacharézy 3,50
1/2 MS + 2 % sacharozy
0,32
tekuté

5.1.4. Pokus ¢.3

Ve finalnim pokusu bylo dosazeno somatické embryogeneze u 3 pokusnych variant,
2 z nich byly efektivni a byl u nich proveden ptevod kli¢icich embryi do substratu (popsano
v nasledujici kapitole). Zbyvajici varianta nebyla dale zkouména, jelikoz byl ziskdn pouze
jeden embryogenni kalus s probihajici somatickou embryogenezi z vychoziho poctu 90
explantatu.
Vyhodnoceni jednotlivych variant:
Kontrola - nedoslo k regeneraci u Zzadného z explantatd (0 %), vSechny listové
segmenty odumiely zhruba do 4 tydnt od zalozeni pokusi (obr. 21, strana 41).
I—l

24-D 1 mg
explantatd, 3,33 % vytvorilo embryogenni kalus a u 1,11 % explantati probé¢hla

- v této varianté probehla regenerace a tvorba kalusu u 13,33 %

somatickd embryogeneze. V tomto kalusu byl po 6 tydnech na 1/2 MS + 2 %
sacharozy stanoven pocet somatickych embryi (17 z toho 14 klicicich) a dale nebyl

z diivodu ojedinélosti zkouman (obr. 22, strana 41).

24-D 1 mg.I™" + BAP 0,5 mg.I" - regenerace a tvorba embryogenniho kalusu

probéhla u této varianty ve 100 % piipadd, stejné tak jako tvorba somatickych embryi.
Po 6 tydnech na 1/2 MS + 2 % sachardzy bylo v nerozdélenych kalusech napocitano
27,09 + 14,84 somatickych embryi, z nichz 1,02 + 1,16 jiz kli¢ilo. Somatickych
embryi kultivovanych na 1/2 MS + 2 % sacharézy samostatné (primérné na kalus
22,67 + 8,36) vykli¢ilo po 3 tydnech 5,17 + 2,71 a po 8 tydnech 7,33 + 2,25 (obr. 23,
27, 29, strana 42, 44).
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24-D 2 mg. It + BAP 0,5 mg. ™" - u této modifikace piedchozi varianty byla

regenerace patrnd také u 100 % explantatd, ale tvorby embryogenniho kalusu
a samotné somatické embryogeneze bylo dosazeno pouze u 94,94 % explantati.
Z kalust kultivovanych vcelku 6 tydni na 1/2 MS + 2 % sachardzy bylo izolovano
17,56 £ 9,77 somatickych embryi, z nichz 0,23 + 0,51 jiz kli¢ilo. V piipade
somatickych embryi péstovanych samostatné bylo na jeden kalus napocitano 22,83 +
8,42, po 3 tydnech klicilo 12,17 = 6,08 a po 8 tydnech 14,4 + 6,31 embryi (obr. 24, 28,
30, strana 42, 44).

Regulatory
rostlinného ristu Regenerace explantati
(mg. I™")
Regenerace a Tvorba
Embryogenni | DalSi vyvoj
2,4-D BAP tvorba kalusu somatickych
kalus (%0) explantata
(%) embryi (%)
- 0 0 negativni 0
somaticka
1,0 - 13,33 3,33 1,11
embryogeneze
somaticka
1,0 0,5 100 100 100
embryogeneze
somaticka
2,0 0,5 100 94,94 94,94
embryogeneze

obr. 21 Kontrola, odumielé explantaty obr.22 MS+2,4-D 1 mg. I'™", jediny

po 4 tydnech kultivace

embryogenni kalus, 11 tydn kultivace
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obr.23 MS+24-D 1 mg. " + BAP obr.24 MS+24-D2mg. | "+ BAP
0,5mg. I'%, 11 tydnd kultivace 0,5mg. 1'%, 11 tydni kultivace

V nasledujici tabulce je uvedeno mnozstvi somatickych embryi ziskanych
z jednoho kalusu, u prvni varianty (2,4-D 1 mg. I'") je uveden pfimo konkrétni podet, protoze
byl k dispozici pouze jeden embryogenni kalus. Tyto vysledky byly zjistény na kalusech
kultivovanych vcelku na 1/2 MS + 2 % sachardzy. Ze statistického vyhodnoceni poctu
ziskanych somatickych embryi na jeden kalus vyplyva, ze obé hlavni varianty (2,4-D
1 mg. I+ BAP 05 mg.1™" a24-D 2 mg. 1" + BAP 0,5 mg. %) Ize pouzit se stejnou

uspeSnosti.
Regulatory
rostlinného ristu Vyhodnoceni somatickych embryi
(mg. 1)
Pocet klicicich somatickych
Pocet somatickych embryi na )
2,4-D BAP . embryi po 6 tydnech na jeden
jeden kalus
kalus

1,0 - 17,00 a 14,00 b

1,0 0,5 27,09+ 14,84 a 1,02+ 1,16 a

2,0 0,5 17,56 £ 9,77 a 0,23+0,51 a
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obr. 25 somaticka embrya na povrchu obr. 26 kli¢ici somatické embryo na

embryogenniho kalusu (20x) povrchu embryogenniho kalusu (20x)

Vyhodnoceni kultivace izolovanych somatickych embryi a jejich kliceni je zpracovano
v dalsi tabulce, odliSnosti v primérném mnozstvi somatickych embryi na jeden kalus oproti
predchozi tabulce jsou zpisobeny vybérem kalusii - cilem byl vybér co nejpodobnéjsich
z divodu homogenizace obou variant pro lepsi rozpoznani odlisnosti v kli¢eni somatickych
embryi. Jako vhodngjsi byla statisticky vybrana varianta 2,4-D 2 mg. I™* + BAP 0,5 mg. ™",
u které vyklicilo 2,35krat a 1,96krat vice embryi pfi takika shodném vychozim poctu.

Regulatory
rostlinného ristu Vyhodnoceni somatickych embryi
(mg. ™)
Pocet
Pocet somatickych | Pocet somatickych
somatickych
2,4-D BAP embryi na jeden | embryi kli¢icich po 3
embryi kli¢icich
kalus tydnech
po 8 tydnech
1,0 0,5 22,67+8,36a 517271 a 7,33+225a
2,0 0,5 22,83 +£842a 12,17 £ 6,08 b 14,40 +6,31b
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obr.27 MS+24-D1mg.|"+BAP obr.28 MS+24-D2mg. I + BAP

0,5 mg. I_l, samostatné kultivovana 0,5 mg. I_l, samostatné kultivovana
embrya po 3 tydnech na médiu pro embrya po 3 tydnech na médiu pro
dozravani a kliceni dozravani a kli¢eni

obr.29 MS+2,4-D1mg. " +BAP obr.30 MS+2,4-D2mg. | " +BAP
0,5 mg. I"!, samostatn& kultivovana 0,5 mg. I'*, samostatng kultivovana
embrya po 8 tydnech na médiu pro embrya po 8 tydnech na médiu pro
dozravani a kli¢eni dozravani a kliceni
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obr. 32 klic¢ici somatické embryo na
1/2 MS + 2 % sacharézy, ve spodni

¢asti je patrné prorustani zékladu listi a

obr. 31 kli¢ici somatické embryo na
1/2 MS + 2 % sacharozy (20x) prytu bunéénym obalem (40x)

5.1.5. Pfevod somatickych embryi do substratu

Bylo zjisténo, ze uspésny pievod somatickych embryi do substratu je siln¢ zavisly na
stupni jejich vyvoje. Embrya pfevadéna po 3 tydnech kultivace na 1/2 MS + 2 % sacharozy
tvotila kotfeny dlouhé od 1 do 3 cm, avSak viditelnd budouci nadzemni ¢ést jest¢ nebyla
vytvofena. Z téchto somatickych embryi se nepodatilo ziskat ani jednu rostlinu.Pfi ptevodech
po 6 a 9 tydnech byla do substratu pfevadéna z €asti jiz embrya tvofici zaklady listd a prytu,
zbytek pak predstavovala embrya na nizSich stupnich vyvoje. Pfi vyhodnoceni bylo
potvrzeno, Ze rostliny spésné zvladnou prevod az ve fazi proristani nadzemni ¢asti. Embrya
tvotici v dob¢ prevodu do substratu dobfe znatelny pryt a listy se uchytila se 100% tUspéSnosti.
Embrya, kterd vytvofila pfed pfevodem pouze naznaky nadzemni Casti, ve vyvoji nadale
nepokracovala a stagnovala. V této praci jsou tedy uvedena jako neuchycena. Nejlepsiho
vysledku bylo dosazeno pii pouziti varianty 2,4-D 1 mg.1* + BAP 05 mg.I*
a pfevodu po 9 tydnech kultivace na médiu pro dozravani a kliceni (Usp&Snost 50 %).
Z dtvodu lepsiho kliceni a tedy vétstho mnoZstvi embryi potencidlné vhodnych k pfevodu
bylo oviem ziskano vice rostlin z varianty 2,4-D 2 mg. " + BAP 0,5 mg. I * pfevadéné po

9 tydnech (tispésnost byla 40%).
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V této tabulce je v procentech uvedeno mnozstvi somatickych embryi, ktera se po

prevodu uchytila a dale pokrac¢ovala v riistu.

Regulatory
rostlinného ristu Délka kultivace na 1/2 MS + 2 % sacharézy
(mg. I™)

2,4-D BAP 3 tydny 6 tydnu 9 tydnu

1,0 0,5 0% 0% 50 %

2,0 0,5 0% 30 % 40 %

obr. 33 uspésné prevedené rostliny obr. 34 Gspésné prevedené rostliny
ziskané z varianty MS + 2,4-D 1 mg. I™* ziskané z varianty MS + 2,4-D 2 mg. I™*

+BAP 0,5 mg. I'? +BAP 0.5 ma. I

Na nasledujici stran€ jsou uvedeny ptesné pocty prevedenych a uchycenych embryi, je dobie
patrné, Ze z varianty 2,4-D 2 mg. I* + BAP 0,5 mg. I bylo i pies niZsi procento preziti pfi
pfevodu po 9 tydnech ziskano vice rostlin. Usp&iné prevedené rostliny z obou variant

nevykazovaly zadné vizualni ani rustové rozdily.
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Regulatory

rostlinného | 3 tydny na 1/2 MS + | 6 tydni na 1/2 MS + 9 tydni na 1/2 MS +

rustu 2 % sacharozy 2 % sacharozy 2 % sacharozy
(mg. I™")
Pocet Pocet Pocet
2,4-D | BAP Preveden ziskanych | Pfevedeno | ziskanych | Pfevedeno | ziskanych

° rostlin rostlin rostlin
10 05 4 0 6 0 4 2
5 0 - - 8 4
6 0 10 3 5 2
2,0 5 0 - - 8 1
0.5 . . . . 10 4
- - - - 7 5

obr. 35 rostlina schopna pievodu do polnich

podminek
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6. Diskuse

Desinfekce explantata

Desinfekce explantati pomoci 20% roztoku piipravku SAVO (se smacedlem), ktery
obsahuje 4,7 % NaClO, se rovna pouziti 0,94% koncentrace ¢ist¢ho NaClO. To odpovida
doporucené horni hranici koncentrace roztoku NaClO pouzité Matiskou (2009) pii sterilizaci
listi u Phlox paniculata. Také desinfekce po dobu 20 minut se shoduje s horni hranici
doporuceného ptsobeni (Matiska (2009) doporucuje koncentraci 0,5 -1,0 % NaClO pusobici
10-20 minut). Declerck and Korban (1995) uvadi pro desinfekci listd Phlox paniculata jako
dostacujici koncentraci 0,43 % NaClO s 1 % detergentu Tween-20 pii plisobeni 10 minut.
Nasledné promyvani sterilni destilovanou vodou je spoleéné pro vSechny postupy.
Tato varianta je na spodni hranici doporuc¢eni Matisky (2009) a v provedeném pokusu zhruba
odpovid4d varianté¢ 10 % piipravku SAVO pisobici 10 minut, ktera se jevila jako
nedostatecna.

Jain et al. (2002) pouzili detergent Teepol (Qualigen, Indie) v koncentraci 1 % (plsobeni
5 minut) a nasledné desinfekcni Cinidlo chlorid rtutnaty (HgCl2, 0,1 %, 15 minut), z divodu

pouziti jin¢ho ¢inidla zde tedy srovnéni neni mozné.
ZaloZeni pokusii, sloZeni médii, vyvoj kultur

Pouziti MS média jako zakladni zivné pudy pro explantaty Phlox paniculata se
shoduje se vSemi nalezenymi pracemi studujicimi in-vitro kultury tohoto druhu (Declerck and
Korban, 1995; Jain et al. 2002; Matiska, 2009). Také koncentrace sacharozy 3 % je vSeobecné

doporucovana.

Kombinace a jednotlivé RRR v prvnim pokusu vychazely primarné z prace, kterou
vypracovali Jain et al. (2002) a z poznatku, které publikoval Matiska (2009). Jain et al.
(2002) nespecifikovali pouzitou odridu, ptipadné zda pouZili botanicky druh, Matiska (2009)
zkoumal odrd nékolik a mezi nimi i odriidu 'Fujiyama' pouZitou v této praci. Problematika
odli$né reakce na RRR u riznych odrud stejného druhu je dobfe znama, nékteré odrudy Phlox
paniculata se také zna¢né blizi druhu Phlox maculata pouzitému ve Slechténi a tim se jejich
reakce také zna¢né odliSuje. Rozdilnou reakci riznych odrid plamének svymi pokusy
potvrzuji Matiska (2009) a Declerck and Korban (1995). Jain et al. (2002) pouzili kombinaci
BAP a IAA pro iniciaci tvorby kalusu (nejvhodn&jsi kombinace byla BAP 0,5 mg. ! + IAA
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2,0 mg. I'"), nasledng indukovali somatickou embryogenezi prenesenim ziskanych kalusii na
médium obsahujici stejné RRR, ale v pfiblizn¢ opacné koncentraci (idealni se ukazala
kombinace BAP 1,5 mg. I™* + IAA 0,5 mg. |'). Dozravani a kli¢eni somatickych embryi pak
probéhlo na 1/2 MS s 2 % sachardzy. Matiska (2009) ovSem svymi pokusy zjistil, ze varianta
BAP 0,5 mg. I'* + IAA 2,0 mg. I'* u Phlox paniculata indukuje tvorbu kalusu velice $patné
(hodnocena jako Spatnd, spiSe nepatrnd). NejlepsSich vysledkti dosahl ptfi pouziti 2,4-D
1 mg. 1™t + BAP 0,2 mg. I'* a samotné 2,4-D 1 mg. I, v t&chto ptipadech byl embryogenni
kalus s probihajici somatickou embryogenezi ziskan jiz na vychozim médiu bez piesunu na
médium opacného slozeni RRR. Pouzité varianty v prvnim pokusu této prace byly tedy cisté
2,4-D (1 mg. ™" a2 mg. I'*, varianta se 2 mg je pouze pokusnou modifikaci té prvni), 2,4-D
1 mg.I™" + BAP 0,5 mg. | (upravena nejlepsi varianta podle Matisky (2009)), BAP 1,5
mg. 1" + IAA 05 mg.|™" (kombinace, kterou pouZili pro samotnou indukci somatické
embryogeneze Jain et al. (2002)), BAP 5 mg. I'* + IAA 1,5 mg. I'* (modifikovana kombinace
vychézejici z Jain et al. (2002)) a pouze s BAP, konkrétng BAP 5 mg. I jakozto protiklad
k ¢isté 2,4-D. Kultury odvozené od Jain et al. (2002) regenerovaly organogenezi, coZ ptimo
odpovidéa zavérim, které publikovali Skoog and Miller (1957) - kombinace, ve které vyrazné
prevlada cytokinin nad auxinem, vede k regeneraci pryti. Vétsi efektivitu organogeneze
u varianty BAP 5 mg. I'* + IAA 1,5 mg. I"! Ize pravd&podobné vysvétlit vyssi koncentraci
RRR oproti BAP 1,5 mg. I* + IAA 0,5 mg. I"* ( pomé&r RRR je zhruba stejny). Varianta BAP
5 mg. I vychazela z kombinace BAP 5 mg. I'* + IAA 0,1 mg. I}, kterou pouzil Matiska
(2009) pti zkouméni multiplikace. Tato varianta reagovala organogenezi 1 po vynechani

auxinu, ale s mensi efektivitou.

Jak jiz bylo uvedeno ve vysledcich, somatické embryogeneze v tomto pokusu nebylo
dosaZzeno pravdépodobné vinou nevhodnych teplotnich podminek. Tuto hypotézu potvrzuje
fakt, ze ve druhém pokusu byl vyuzit inkubator a pii aplikaci varianty 2,4-D 1 mg. I* + BAP
05 mg.I™* byla indukovdna somatickd embryogeneze ve 100 % piipadd. V rozporu
s vysledky, které publikoval Matiska (2009), je vyvolani somatické embryogeneze pouze
samotnym 2,4-D. V této praci se takto podafilo ziskat pouze jediny embryogenni kalus ze
vSech provedenych pokusi a to i pfes pouziti médii z né€kolika varek a n€kolika zésobnich
roztokti 2,4-D. V embryogennich kalusech ziskanych z varianty 2,4-D 1 mg. I* + BAP 0,5
mg. I byla probihajici somatickd embryogeneze definitivné potvrzena rozborem a detailnim

zkoumanim pod binolupou (20x a 40x zvétSeni), kdyby byla izolovédna jednotliva somaticka
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embrya na riznych stupnich vyvoje. Vznikajici somatickd embrya a celé embryogenni kalusy
odpovidaly popisim, které uvedli Jain et al. (2002) a Matiska (2009). Pfi testu vhodnosti
médii pro dozravani a kli¢eni embryi bylo potvrzeno jako nejlepsi 1/2 MS s 2 % sacharozy
(tuto kombinaci také doporucuji Jain et al. (2002) a Rout et al. (2000)), naopak jako naprosto
nevhodné se ukézalo pouZiti stejného média v kapalné formé&. Kombinace BAP 1,5 mg. 1™
+ IAA 055 mg. I"! regenerovala organogenezi, ale v tomto piipadé byly viechny ziskané

rostliny vitrifikované. Tuto kombinaci proto pro mnozeni organogenezi nelze doporucit.

Pfi tomto pokusu byla také pozorovana a potvrzena vysoka regeneracni schopnost
u Phlox paniculata. Tato vlastnost, kterd miize mnozeni plamének zna¢né usnadnit, ale také
komplikovat vyhodnocovani pokusl, spo¢ivd ve znacné regeneraci z kofend (mnozeni
kotenovymi fizky popisuje napiiklad Bohm (1991)). Bylo pozorovéano, ze klicici somaticka
embrya mohou obrazet z kofent, coz je zpusobeno bud’ mechanickym poskozenim a nebo
pravdépodobné problémem s proristanim listd a prytu parenchymatickym obalem samotného
embrya. Stejné tak bylo pozorovano prorustani vice prytu a kofeni zpisobené pravdépodobné
poskozenim primérniho zarodku. Druhou moznosti pak je kli¢eni vice embryi, kterd byla pii

prevodu chybné urcena jako jedno.

Ve finalnim pokusu byla zatazena kontrola, kterou bylo potvrzeno, ze bez pfitomnosti
RRR na kultivaénim médiu vSechny explantaty (listové segmenty) odumiely bez viditelné
reakce maximalng po 4 tydnech kultivace. Déle byla opét pouzita varianta 2,4-D 1 mg. ! pro
definitivni potvrzeni jeji nevhodnosti. Z vychoziho poctu 90 explantatli na ni regenerovalo jen
13,33 %, strukturu embryogenniho kalusu vytvofilo pouze 3,33 % a k samotné somatické
embryogenezi doslo pouze u jediného explantatu (ispésnost 1,11 %). Matiska (2009) doséhl
u této varianty uspésSnosti 33,30 %, ale i pfes vSechna opakovani se v této praci takovému
vysledku nepodafilo ptiblizit. Pocet 17 ziskanych somatickych embryi na jeden kalus se od
praméri ostatnich variant pfili§ nelisil, ale celkové vychazi z téchto pokusti pouziti samotné

2,4-D jako naprosto nevhodné.

Hlavnim cilem finalniho pokusu bylo porovnani variant 2,4-D 1 mg. I* + BAP 0,5
mg. 1™t a24-D 2 mg. I"™* + BAP 0,5 mg. I'* z n&kolika samostatnych hledisek a odvozeni té
nejlepsi.V prvni fazi byla hodnocena frekvence indukce somatické embryogeneze a nasledné
byl statisticky vyhodnocen pocet somatickych embryi na jeden kalus. V ptipadé¢ 2,4-D
1 mg. |t + BAP 0,5 mg. I'* byl indukovan embryogenni kalus a somatickd embryogeneze ve

100 % ptipad, obdobnd varianta publikovand Matiskou (2009) iniciovala somatickou
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embryogenezi u stejné odridy pouze ve 46,7 % ptipadi, lepsi dosazeny vysledek miize tedy
byt zplisoben zvyienim koncentrace BAP z 0,2 mg. 1> na 0,5 mg. "%, Jen o malo horsich
vysledki doséhla modifikovana varianta 2,4-D 2 mg. | + BAP 0,5 mg.|™, somatick4
embryogeneze zde nastala v 94,94 %. Tento rozdil je natolik maly, Ze v praxi pravdépodobné
nema vyznam. Pocet somatickych embryi na jeden kalus byl zpracovan statisticky (Viz.
metodika zpracovani vysledkil) a z vysledkd vyplyva, ze obé varianty jsou v praxi pouzitelné
stejné. V této fazi bylo také potvrzeno, ze pro kliceni a dalSi rGst embryi je nutné je na
vhodném médiu (1/2 MS + 2 % sacharozy) kultivovat oddélené, jelikoZ na nerozdélenych
kalusech klicilo po 6 tydnech primérné pouze 1,02 a 0,23 embryi. Tento poznatek se shoduje

s postupem, ktery publikovali Jain et al. (2002).

Ve druhé fazi byly zkoumany rozdily ve vyzravani a kliceni separovanych
somatickych embryi z obou hlavnich variant pfi kultivaci na 1/2 MS + 2 % sacharozy. Od
kazdé varianty bylo vybrano 6 podobnych kalusii, zdmérem bylo kultivovat od obou variant
zhruba stejné mnozstvi embryi pro lepsi rozpoznani a vyhodnoceni rastovych charakteristik.
Vyhodnoceni poctt kli¢icich embryi probéhlo po 3 a 8 tydnech kultivace na 1/2 MS + 2 %
sacharozy. Jain et. al. (2002) uvadéji jako ¢as potiebny k vykliceni 70-75 % embryi pouhé
2 tydny. V tomto pokusu bylo dosazeno po 3 tydnech vyklideni 22,8 % (2,4-D 1 mg. " +
BAP 0,5 mg. I™) a 53,3 % (2,4-D 2 mg. It + BAP 0,5 mg. I'") embryi. Po dalsich 5 tydnech
kultivace se tyto hodnoty zvedly na 32,33 % v prvnim a 63 % v druhém piipadé. Diivod
natolik odlisnych vysledkt spoc¢iva pravdépodobné v pouziti jiného postupu a RRR, piipadné
v kultivaci jiné odridy, rozdilné casové intervaly pak provéazi celou praci, vSechny
realizované pokusy vyzadovaly delsi kultivaci nez uvadi Jain et al. (2002) 1 Matiska (2009).
Kultivaci separovanych somatickych embryi bylo prokazano, Zze pouziti varianty 2,4-D
2 mg. It + BAP 0,5 mg. I'* je vyhodn&jsi, nebot’ z ni byl ziskan takika dvojnasobny pocet

kli¢icich embryi.

Posledni praktickou ¢asti prace bylo experimentalni ovéteni nejvhodnéjsi faze rlstu
kli¢icich somatickych embryi pro pfevod do substratu. Bylo jasné prokdzano, Ze ptrevod do
substratu spésné zvladnou pouze embrya s dostatecné vyvinutym kofenem a zakladem prytu
s listy. Usp&snost uchyceni a dal§iho riistu byla v tomto piipadé 100% bez ohledu na variantu.
Tento poznatek odpovidd fotodokumentaci, kterou uvedli Jain et al. (2002). Celkové
mnozstvi uchycenych rostlin po 9 tydnech kultivace na 1/2 MS + 2 % sachar6zy vztazené

k vychozimu poc¢tu embryi se pfili§ nelisi (50 a 40 %), vetsi uspésnost varianty 2,4-D 2
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mg. It + BAP 0,5 mg. I pii prevodu po 6 tydnech (30 % uchycenych oproti 0 %) je dana
pravdépodobné vetsSim poctem klic¢icich embryi ze kterych se vybiralo. Pravé diky vyrazné
lepsi kli¢ivosti somatickych embryi bylo pii pouziti této varianty ziskano 11 rostlin, z druhé

pouze 6.

7. Z.avér

e Bylo prokazano, ze indukce somatické embryogeneze je krom¢ vhodné kombinace
regulatori rostlinného ristu v kultivaénim médiu také vyznamné zavisld na
kultivaénich podminkach, jelikoZ p¥i pouZiti stejné varianty (2,4-D 1 mg. ™ + BAP
0,5 mg. ™) byla indukovédna pouze v plné kontrolovanych podminkéach inkubatoru.
Bez presné¢ definovaného teplotniho rezimu se nepodafilo ziskat ani jeden

embryogenni kalus.

e Pro indukci somatické embryogeneze byla jako nejlepsi stanovena kombinace auxinu

2,4-D a cytokininu BAP.

e Pro iniciaci tvorby embryogenniho kalusu jsou shodné pouzitelné varianty 2,4-D
1 mg. I+ BAP 05 mg. It a24-D2mg.I™" + BAP 0,5 mg. I"". Také produkce

somatickych embryi byla statisticky vyhodnocena jako srovnatelna.

e Rozdil mezi variantami nastal ve fazi dozravani a kliceni somatickych embryi na 1/2
MS + 2 % sacharézy. V piipadé 2,4-D 2 mg. ™" + BAP 0,5 mg. I vyklicilo po
6 tydnech 2,35krat a po 8 tydnech 1,96krat vice embryi nez na 2,4-D 1 mg. It + BAP

0,5 mg. I*a diky tomu bylo z této varianty ziskano vice rostlin.

e Bylo potvrzeno, Ze pfevod do substratu a nesterilnich podminek je moZzny az u embryi
vykli¢enych v kompletni rostlinku se zfetelné vyvinutou kofenovou ¢ésti i prytem

s listy.

e V zivislosti na dosazenych vysledcich a komplikovaném postupu tuto metodu
rozmnozovani u Phlox paniculata nelze pro komercni péstovani doporucit. Mize
ovSem nachazet Siroké uplatnéni ve Slechtitelstvi diky genetické stabilité, jelikoz

somatické embryo ma ptivod v jediné bunice.
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9. Seznam pouzitych zkratek

1/2 MS - Murashige and Skoog medium (1962) polovi¢ni koncentrace zivin
2,4-D - kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

BAP - 6-benzylaminopurin

IAA - kyselina indolyl-3-octova

MS - Murashige and Skoog medium (1962)

RRR - regulator rostlinného rastu
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