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Indukce polyploidnich rostlin ziskanych z listovych
segmentu u plamenky latnaté (Phlox paniculata L.)
v podminkach in vitro

Souhrn

Plamenka latnata (Phlox paniculata L.) je sadovnicky vyznamnou trvalkou, vyzadujici
pro udrzeni zadoucich genetickych znaki vegetativni mnozeni. Metody in vitro jsou proto
cennym nastrojem nejen pro jeji multiplikaci, ozdraveni genetického materialu, ale 1 pro
ziskavani variabilniho vychoziho Slechtitelského materialu metodou indukce tetraploidnich
rostlin za vyuziti chemomutagent, kterému se v€nuje tato prace.

Ve dvou experimentech byla zalozena in vitro kultura explantata listovych segmenti
hybridG P. paniculata L. s pracovnimi nazvy 'P-6' a 'P-14' na plném MS médiu, doplnéném
o rustové regulatory IAA aTDZ v koncentracich 0,5a 1,5 mg/l .

Po sedmi dnech regenerace byla kultura pfevedena na stejné médium, doplnéné
o antimitotické agensy. V prvnim pfipad€ oryzalin v koncentracich 10, 20 a 40 umol.l! pro
infiltraci po dobu 7 a 14 dni. Ve druhém pfipadeé to byl trifluralin v koncentracich 20, 40, 80
a 160 umol.1-! pfi stejnych ¢asovych periodach.

Experiment bohuzel nebylo mozné vyhodnotit na pritokovém cytometru, protoZe
vSechny explantaty uhynuly jesté pfed dokoncenim experimentu. I pfes tuto okolnost se
podafilo dospét k casteénym vysledkim a zavérim, a to za vyuziti nepiimych metod detekce
polyploidi, zaznamenanim chimerismid a morfologickych deformaci explantatd i prytd
charakteristickych pro polyploidii. Tim se alespon ¢astcné potvrdily pfedchozi experimenty,
které se tato prace snazila ovéfit.

Klicova slova: phlox, tetraploid, in vitro, oryzalin, trifluralin



Induction of polyploid plants harvested from the leaf
segment in the garden phlox (Phlox paniculata 1..)
under in vitro conditions

Summary

Phlox paniculata L. is from horticultural view important pereny plant, requiring for
keeping it's wanted genetical characteristics vegetative multiplication. In vitro methods are
there valuable instruments not only for P. paniculata L. multiplication, healing of genetic
material, but also for getting variable base breeding material by method of tetraploid induction,
by using chemomutagenic substances, which is this work dedicated to.

In two experiments were initiated tissue culture from leaf segments harvested out of two
hybrids of Phlox paniculata L. with work names 'P-6' and 'P-14'. On full MS medium with
added growth regulants IAA and TDZ in concentrations 0,5 and 1,5mg per liter of medium.

After seven days of regeneration, explants were transfered to the same medium with
added antimitotic agents oryzalin in concentrations 10, 20 a 40 umol.l"! for 7 and 14 days
periods to infiltrate and in second experiment trifluralin in concentrations 20,40, 80 a 160
umol.1'! for the same time periods.

Unfortunately it was not posible to evaulate the experiment by flow cytometry, because
of all explants died before finishing the experiments due to unexpected cultivation enviroment
changes. Despite the unfinished evaluation by flow cytometry, itwas possible to achieve at least
some partial results and conclusions. It was possible by using non-direct methots of polyploid
detection and noticing few chimeric and albinic regenerated shots during regeneration after
infiltration and several morphologic deformations of explants onregenarated shots
observations. We managed to at least partialy confirm previous experiments this work was
claiming as its goals.

Keywords: phlox, tetraployd, in vitro, oryzalin, trifluralin
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1 Uvod

Cely rod plamenky zahruje hned nékolik sadovnicky vynamnych okrasnych druhtrostlin.
Rozsitena trvalka plamenka latnatd (Phlox paniculata L.) byla introdukovéana do Evropy
v osmnactém stoleti a stala se oblibenou perenou. Jeji Slechténi vSak ve druhé poloviné
dvacatého stoleti prakticky ustalo, zatimco v poslednich dvou dekadach se opét vraci do bodu
zajmu sadovniku i Slechtitelt, na ¢emz ma velkou zasluhu rozsifeni a zdokonaleni metod
in vitro kultivace.

vvvvvv

postupy mnozeni a nachazi proto své vyuzti v zemeéd¢lstvi pti péstovani hospodarskych rostlin
a samoziejmé pii mnozeni okrasnych rostlin. Dilezité uplatnéni nachazi tato metoda také
pfi snaze uchovat vyznamny geneticky material pro buoucnost v genovych bankéach.

Pravé prace jakoje tato, Jaineho et. at. (2002), Matisky a Vejsadové (2007) ¢i Matisky
(2009) se pak vyznamné podileji na rozvoji druht a sortimentu této rostliny.

Dlouholeté slechténi plamenky pfineslo také velké mnozstvi zajimavych fenotypu, které
vSak pfirozenym mnozenim ztraceji zamérné vyslechténé vlastnosti. Tyto vyslechténé kvality
dokazeme udrzet za pomoci technologii in vitro, které zajistuji u plamenky vysokou stabilitu
vychoziho genetického materialu.

Vyuzitim in vitro technologii ziskavame také vysoce variabilni vychozi Slechtitelsky
material nebo jedine¢né chimerické jedince, jak ve své disertacni praci uvadi Matiska (2009).
Pravé na jeho vyzkum tato prace volné navazuje a klade si za cil ovefit zavéry Matiskovych
pokusi na plamence latnaté s indukci polyploidi vyvolanych antimitotickym angensem
oryzalin - 3,5-dinitroN4, N4-dipropylsulfanilamid a vyzkouSet pro tyto ucely agens
s podobnym schematem ucinku trifluralin-2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-trifluoromethylanilin.

Jen pouhé srovnani po¢tu moznych genotypu a fenotyptiu diploidniho a tetraploidniho
jedince od Chloupka (2008) signalizuje, jak velky vyznam ma polyploidiaze pro ziskavani
variabilniho vychoziho Slechtitelského materialu jak ke Slechténi pro kvalitativni znaky,
pro které je péstovana jako okrasna roslina, tak jako vychozi materidl pro Slechténi
na specifické rezistence vici jednotlivym patogenim P. paniculata L.



2 (il prace

Cilem prace je v podminkach in vitro oveéfit moznost indukce polyploidnich rostlin
zlistovych segmenti plamenky latnaté (Phlox paniculata) ziskanych pfimo z rostlin
pestovanych ve skleniku (v podminkach in vivo). Pro indukci polyploidie bude pouzita metoda
infiltrace chemomutagenu (oryzalin a trifluralin) z péstebniho média. Dale ovéfit predchozi
pokusy s regeneraci plamenky latnaté, vyuzitim regulatori ristu a indukce somatické
embryogeneze.



3 LiterarnireSerse

3.1 Klasifikace a popis rodu Phlox L.

Rod Phlox (plamenka) se klasifikacné fadi dle Novaka a Skalického (2012) do tfidy
Magnoliopsida (dvoudélozné), fadu Polemoniales (jirnicotvaré) a Celedi Polemoniaceae
(Jirnicovité).

Plamenky zahrnuji pfes osmdesat jednoletych i vytrvalych druhti pavodné ze Sevemi
Ameriky a Sibife. Rod plamenky zahrnuje mnoho sadovnicky vyznamnych druht, péstovanych
pro vyrazné kveteni. Niz§i druhy, rostouci kobercovité, kvetou béhem jara a na zacatku léta.
Vy §8i, kefovité druhy plamenek jsou pak sadovnicky vyznamnézejménakvetenim az do obdobi
vrcholného léta. Letnickové druhy plamenky kvetou od koncejara do podzimu.

Kvét je trubkovity s péti okveétnimi platky, vyskytujici se napfi¢ rodem jednotlivé
i v kvétenstvi vrcholika a lat, listy vstficné, ve vrchni ¢asti mohou byt i stfidavé, vejcité
az kopinaté ¢i jehlicovité. Plodem je tobolka (Brickell 2008).

Mezi vyznamné vytrvalé zastupce rodu Phlox patii z kefovité€ rostoucich: P. paniculata L.,
P. maculata L., P. glaberrima L., P. x carnea ‘Sims’, P. carolina L., P. pilosa L., P. floridana
Benth’, P amoena 'Sims’, P. ovata L., P. divaricata L., P. stolonifera ‘Sims” a z nizkych
do 30 cm): P. subulata L., P. nivalis 'Lodd’, P. bifida Bock’, P. stellaria ‘Gray’, P. brittonii
‘Small’, P. bryoides Nutt', P. hoodii 'Rich” (Matiska 2009).

3.11 Popis druhu Phlox paniculata L. a jeji vyuziti

Plamenka latnata pochazi ze Severni ameriky z vlhkych fidkych lesti a okoli fek. Tvori
trsy vzptimenychlodyh, dorustajicich dle odridy 60-180 cm, bohaté kvetoucich kvétenstvim
ve formé lat v nékterych ptipadech az do poloviny fijna.

Jednotlivé kvéty jsou velké 1-5 cm, typicképro rod plamenky, trubkovité s péti okvétnimi
platky v barevném spektru od bilé, pies riizovou a fialovou az po ¢ervenou a oranzovou. Neni
prili§ naro¢na na stanovistéa prosperuje v Sirokém spektru pid na pln€ osvétlenych stanovi stich
i v polostinu. Nesnasi pfili§ dobfe stres z letnich tipalt a piisusi (Brickell 2008, Rice 2006).

Z hlediska sadovnictvi je jeji vyznam praveé ve vyse zminiované dob¢ kveteni, vysoké
stanovistni adaptabilité, ale i trvani doby kveteni, které muze byt az pét tydni, a vysoké
genetické variabilité (Brickell 2008). V dnesni dob¢ je na trhu nepfeberné mnozstvi riznych
kultivari plamenky latnaté a jejich hybridd. Na trhu se bézné vyskytuji i chimerické
vicebarevné a panasované odrady.

_ Neékolik piikladi v soucasné dobé oblibenych kultivarti plamenky latnaté péstovanych
v CR: Phlox paniculata L.'Fuji, P. paniculata L."'1da’, P. paniculata L."Border Gem" ¢i
P. paniculata L. Europe’.

Pro svoji genetickou variabilitu a ¢astou chiméri¢nost je pro udrzeni fenotypu nutmé
vegetativni mnozeni, kdy vysoky potencial pro tyto potieby vykazuje vyuziti technologii
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in vitro (Matiska 2009). Zakladni chromozomové Cislo Phlox paniculata L. je 7, tedy 14
ve standardni diploidni sestavé 2n (Meyer 1944, Smith a Levin 1967). Mnoho odrid ma ale
kromé Ctrnacti zakladnich jesté¢ chromozomové fragmenty, ovliviiujici genetickou variabilitu
(Meyer 1944).

3.12 Slechténi Phlox paniculata L. a jeho historie

Phlox paniculata L. byla do evropy introdukovana roku 1732. Pocatek Slechténi
plamenky saha do prvni poloviny devatenactého stoleti ve Francii a jeho vystup poslouzil jako
vychozi material Slechtitelim z Francie, Anglie a nasledné Némecka, Belgie a Holandska.
Nejvice odrid bylo ziskano v prvni poloviné dvacatého stoleti (Bshm 1991). Mezi vyznamné
Slechtitele patiil naptiklad P. L. V. Lemoine, P. G. Gaganov nebo B. Ruys. Vétsina v soucasnych
odrud jsou hybridy s P. maculata L., nebo P. carolina L. (Wherry 1955).

V popredi Slechtitelského zdjmu u plamenky latnaté neni pouze Siroké spektrum
barevnych variaci kvéti, doby a délky kveteni a vzrustu, ale i rezistence vuci rozsifenym
patogenim plamenky, jako je Erysiphe magnicellulata, Septoria phlogis, nebo Verticillium
albo-atrum (Safrankova 2006).

Vyuziti metod in vitro explantatovych kultur a indukce polyploid u vybranych hybrida
plamenky latnaté je vhodné pro ziskavani riznorodého vychoziho §lechtitelského materialu
s vysokym genetickym potencialem (Matiska 2009).

Obr.C.1: Phlox paniculata L. "fuji’
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Obr. €. 2: Phlox paniculata L. 'laura’

3.13 Popis zdrojového genetického materialu pro provedeny experiment

Vychozim genetickym materialem pro experimentalni ¢ast prace jsou hybridy Phlox
paniculata L. s pracovniminazvy. P-6 aP-14. Obajsou vytvorené Ing. Pavlem Matiskou, Ph.D.

Matkou u hybridu P-6 byla rostlina Phlox paniculata L. 'Laura’ a hybridu P-14 Phlox

paniculata L. 'Fuji'. Obé matetské rostliny byly pfirozené opyleny metodou volného opyleni
ve skupiné (Matiska 2009).

Obr. ¢.3: Phlox paniculata L. 'P-6'
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Obr. ¢.4: Phlox paniculata L. 'P-14'

3.2 Polyploidie

Pii polyploidnim §lechténi se umélé vyvolaji genomové mutace, pii kterych vznika
upraveny genotyp.

Polyploidizace je druhem mutace, pii kterém dochazi ke znasobeni sad chromozomu
na dvojnasobek z Xn na 2Xn, kdy n vyjadfuje jeden chrozom a X vyjadfuje pocCet sad
polyplodizovaného jedince. Vyskytuje se jak spontanné (napftiklad sedmdesat procent travin
jsou spontanni polyploidi) (Opitz von Boberfeld 1994), tak indukovna vnéjsimi vlivy jako je
napfiklad inhibice tvorby telomer chemomutagenem kolchicin.

Je vyhodna u druht s niz§im poctem chromozomu a zvySuje genetickou variabilitu.
Napfiklad u diploidt vznikaji u jednotlivych gent tfi genotypy, u tetraploidii pét a pii neuplné
dominanci se u tetraploidu projevi i pét fenotypu. U tetraplodinich jedincu je ¢asta snizena
tvorba pylu a semen, proto pii piekroceni urcité hranice diplodt v populaci zavislé na druhu
zpusobi postupnou eliminaci tetraploidi (Chloupek 2008).

3.2.1 Metody detekce polyploidu

a) Nepiimé metody

Selekcejedinct s typickymi morfologickymi zménami pro polyploidy, jakojsou deformace
listd (kadefeni), zvétSeni kvétu ¢ijinych organt. Typické jeisnizeni nasazeni semen nebo ploda
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(Graman a Curn 1997), & zbarveni a tloustka listd (Kermani et al 2003). Tyto morfologické
zmeny a celkovy projev polyploidie je vSak jedine¢ny pro kazdy druh, a proto nejsou obecné
smérodatné (Stanys et al 2006). Z t€chto metod se nejCastéji vyuzivaji metody meteni velikosti
a hustoty pruduchi (Stanys et al 2006) nebo pylovych zrn (Blakeslee a Avery 1937).

a) Pfimé metody

Flow Cytometry Method (FCM), neboli pritokova cytometrie, je efektivni a rychlou
metodou pro kvantitativni méfeni buniek nebo jejich Casti, jako jsou bunécna jadra, a pro
analyzu intenzity fluorescence jader obarvenych DNA fluorochromem. Dokaze méfit také
mixoploidy (Dolezel 1997).

3.3 Invitro technologie

Rostliny se vyznacuji vynikajicimi schopnostmi regenerace bunék s neporuS§enym jadrem,
které se tika totipotence. Po technické strance neni reprodukce rostlin technikou in vitro nijak
slozita.

Pro zvysSeni Gspésnosti procesu se dodavaji v riznych pomérech fytohormony auxiny
a cytokininy, které ovliviiuji vyvoj, rust a urCeni rostlinnych bunék a pozdé&ji pretvoreni
a prestavbu celé rostliny pouze z tzv. kalusu.

3.3.1 Metody in vitro

Metody in vitro se pouzivaji pro mikropropagaci v piipadech potfeby ozdravit geneticky
material od patogent (hlavné virtl), neni-limozné normalni vegetativni mnoZzeni, pro prekonani
nekfizitelnosti rostlinnych jedinct bunie¢nou fuzi, ¢i druht, ziskani homozygoti, ¢i zvySeni
genetické variablity vychoziho Slechtitelského materialu, indukci mutageneze atd.

Vyuziva kalusovych a meristémovych kultur, nebo pohlavni bunky ¢i protoplasty
pro ziskani haploidnich jedincti (Krutina 1988).

3.3.2 Totipotence buriky a explantatové kultury

Explantace je dle Hradilika (2005) zavedeni mechanicky oddélenych casti rostlin
do aseptické kultury v podminkach in vitro.

Rostlinné explantatové kultury jsou zalozeny na totipotenci somatickych butiek, coz je
schopnost jediné rostlinné bunky regenerovat v celé jedince (Novak 1990).

Zasadni pro praci s kulturami in vitro je asepticnost. Tu je potieba zajistit vhodnym
vybavenim, jako je autoklav pro sterilizaci médii a naradi, flowbox a idealné 1 UV-C lampy
(Jha a Gosh 2005).
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Pro sterilizaci vychoziho materialu pro experimentalni cast prace byl vyuzit 10-20% roztok
chlornanu sodného (NaClO) formou maceni odebranych celych listi z podminek in vivo pod
dobu 5-10min dle stafi sterilizovaného materialu dle Matisky et al. (2007).

3.3.3 Podminky kultivace

vvvvvv

médium. V soucasné dobe nejrozsifen¢jSim pouzivanym je médium Murashige a Skoog (MS),
nebo od néj odvozené variace.

Slozeni zakladniho MS média viz obrazek ¢.5 (Murashige a Skoog 1962, Kovac 1995).

Volume of the
Actual Final volume stock per litre
Components Standard mg/L weight (gm) of stock (mL) of medium (mL)
Macroelements
NH,NO, 1650 53 1000 50
KNO, 1900 38
CaCl,-2H,0* 330 6.6
MgSO,-7H,0 370 7.4
KH,PO, 170 3.4
FeSO,-7H,0" 27.90 1.395 500 10
Na,EDTA® 37.30 1.865
Microelements
H.BO, 6.20 0.31 500 10
MnSO,-4H,0 22.30 1.115
KI 0.83 0.0415
ZnSO,-7H,0 8.60 0.43
Na,MoO,-2H,0 0.25 0.0125
CoCl,-:6H,0 0.025 0.00125
CuSO, 5H,0 0.025 0.00125
Organic components
Nicotinic acid 0.5 0.025 500 10
Pyridoxine-HCI 0.5 0.025
Thiamine-HCI 0.1 0.005
Glycine 2.0 0.1
Myo-Inositol 100 5.0
Sucrose 20,000-30,000 20-30 Added directly
Agar* 7000-8000 7-8 Added directly
pH 5.8-59

Obr, ¢. 5.: Slozeni zakladniho MS média
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Murashige a Skoog (MS) je Siroce vyuzivané médium v laboratofich pro kultivaci
explantatovych kultur v podminkach in vitro. Bylo vyvinuto T. Murashigem a F. Skoogem
v roce 1962 pivodneé pro experimenty s tabakem. Obsahuje vSechny potifebné mikroprvky,
makroprvky, vitaminy a sachar6zu pro regenraci rostlinnych explantati. (Murashige & Skoog
1962).

Mezi vyznamné faktory ovliviiujici explantatové kultury je dale PH média, teplota,
vzdus$na vlhkost a osvétleni béhem kultivace (Neumann et al. 2009, Smith 2012).

Podle Neumanna et al. (2009) je pro vétSinu explantatovych kultur nejvhodnéjsi teplota mezi
20 a 30 °C. Nicméné je zadouci stanovit ji samostatné pro kazdy konkrétni druh, protoze jejich
pozadavky se lisi.

3.4 Regulatory riustu v podminkach in vitro

Auxiny a cytokininy jsou rostlinné hormony, které maji zasadni vliv na regeneraci,
ontogenezi a morfogenez rostlinnych buné€k a pletiv. V podminkach in vitro se pouziva
vétsinou jejich vhodna kombinace pro regulaci rastu, pozadovanou morfogenez a stimulaci
déléni bunek. Maji vzajemny vztah a d¢€li se na piirozené a syntetické.

Tyto latky hraji také kliCovou roli v dediferenciaci a diferenciaci buniek potfebnych pro
regeneraci rostlinnych explantati. Pfevazujici pomér cytokininu oproti auxinu podporuje
regeneraci prytl, naopak prevazujici pomé&r auxinl stimuluje regeneraci kofend. Vyvazena
koncentrace stimuluje rist kalusu (Skooga Miller 1957, Prochazka a Sebanek etal. 1997).

3.4.1 Auxiny

Auxiny jsou slabé kyseliny obsahujici indolovy nebo aromaticky systém a vyznacujici
se §patnou rozpustnosti ve vodé (Bhojwani a Dantu 2013). Maji spiSe stimulacni efekt. Prvnim
objevenym a dlouho jedinym znamym pfirozenym auxinem byla kyselina indolyl-3-octova
(IAA). Dnes jsou znamé i dalsi, jako kyselina indolyl-3-maselna (IBA), kyselina 4-chlor
indolyl-3-octova (4-chlor TAA), kyselina fenyloctova (PAA). Ze syntetickych auxint
vyzamnych pro kultury in vitro je potfeba zminit kyselinu a-aftyloctovou (NAA) a kyselinu
dichlorfenoxyoctovou (2,4-D)  (Prochazka a Sebanek et al 1997).

Pro tuto praci vyznamna IAA je v explantatovych kulturach hojné vyuzivana, avSak jeji

nevyhodou je velmi nizka stalost (Kova¢ 1995). K jejimu rozpousténi je vhodny ziedény
ethanol nebo roztok NaOH (Bhojwani a Dantu 2013).
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Obr.¢. 6. Kyselinaindolyl-3-octova (I1AA)
0O

OH

Obr.¢. 7. Kyselina a- naftyloctova (NAA)

O\)J\OH

Cl Cl

Obr.¢. 8. Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-
D)

3.42 Cytokininy

Cytokininy jsou fytohormony s mnohocetnymi a¢inky narista déleni rostlin v zavislosti
na mnozstvi a kombinaci s auxinem.

Cytokininy jsou v pfirozené formé derivaty adeninu substituované na poloze N-6 a u jejich
syntetickych analog vykazyji vysokou cytokininovou aktivitu i nékteré substituované derivaty
mocoviny. V podminkéch in vitro za pfitomnosti auxinu stimuluji bunécné deleni a tvorbu
kalusu (Prochazkaa Sebanek et al 1997, Skoog a Armstrong 1970).

Prvnim objevenym pfirozenym cytokininem byl zeatin (Letham 1973). Mezi nejdilezité;si
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pfirozené cytokininy pro in vitro kultury se fadi 6-benzyaminopurin (BAP), Kinetin (KIN),
trans-zeatin (TZ) a meta-topoliny (MT) (Prochazka et al. 1998). Ze syntetickych cytokinint
jsou pro in vitro kultury pravdépodobné nejaktivnéjsi thidiazuron (TDZ), N,N'-
difenylmocovina a N-fenyl-N'- pyridylmocovina (Mok 1982).

Vysoky potencial TDZ, jakozto substituované slouceniny fenylmocoviny, pro vyuziti v in vitro
kulturach uvadi i Murthy et al. (1998) pro jeji silnou cytokininovou i auxinovou aktivitu,
navzdory skutecnosti, ze neni chemickym analogem auxind, ani purinovych cytokinind. Pro

jejich rozpousténi jsou vhodné kyselé, alkalické vodni roztoky, nebo dimetylsulfoxid (DMSO).

Pii zavedeni kultury do MS média s TAA a TDZ byly zaznaCeny dvé skupiny kontrolnich
vzorkd, kultivovanych po celoudobu experimentu pouze na tomto médiu bez pfidani mutagenu.

3O Pe

Obr. €. 9: Thidiazuron - N-fenyl-N'-1,2,3-thidiazol-5-yl mocovina (TDZ)

OH

ZQ:/ZI

Obr. ¢. 11: Meta topolin — m-hydroxybenzyadenin (MT)
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3.43 Vyuzitirustovych regulatoru pri kultivaci expantatu Phlox paniculat L.

Vyuziti ristovych regulatort pfi kultivaci expantati Phlox paniculat L. mg. L "1 IAA v
kombinaci s 0,5 mg. | ~! BAP pro regeneraci kalusu a ve zménéné koncentraci pro vyvolani
somatické embryogeneze.

Fraga et al. (2004) dosahl u plamenky organogeneze za pouziti BAP a kombinace
BAP+NAA. Tyto zavéry se pii naslednych pokusech nepodafilo ovéfit a jsou v rozporu, ¢i
v CasteCném rozporu, se zaveéry Matisky a Vejsadové (2007) a Matisky (2009), kterym se
navzdory vyS§e uvedenym nejlépe osveédCila u plamenky kombinace IAA a TDZ a jejich prace
rozporuje ucinnost kombinace IAA+BAP u P. paniculata L. jako takové, nebot’ dochazi mimo
jiné k pfili§ Casté vitrifikaci.

Tyto zaveéry jsou v rozporu také s Decklerkem a Korbanem (1995), ktefi povazuji TDZ
pro pouziti u plamenky zanevhodné pro priliSnou stimulaci dlouzivého ristu. Jiné pokusy vsak
vykazuji u plamenky také uginnost kombinace 2,4D+BAP. (Sasek 2015).

Vzhledem k tomu, Ze tato prace volné navazuje na praci Matisky (2009) a v zadani ma

ulozeno vyuzit kombinaci IAA+TDZ, metodika této prace vychazi z jeho zavéra a doporucent,
jakozto Skolitele, vyuzivajici TAA+TDZ v koncentraci 1,5 mg.l-1 TDZ a 0,5 mg.I"1 TAA.

3.5 Chemomutageny

3.5.1 Kolchicin

Kolchicin je nesmirné jedovaty rostlinny alkaloid ocunu jeseniho (Colchicum
autumnal L.) anejdéle znamy chemicky mutagen vyuzivany pro indukci polyploidie. Ziskava
se predevsim extrakci ze semen C. autumnale L.

Ma své vyuziti iv lékarstvi, je v§ak vysoce toxicky (Stary 1994). Je rozpustny v ethanolu
a DMSO, ve vodé se rozpousti pomérné Spatné (Hanzelka 2002). Pisobi jako mitoticky

inhibitor tvorby delicich vietének v anafazi butieCného déleni (Pikalek 1997).

Pro tuto pracijsou vSak klicové nasledujici dva chemomutageny, proto kolchicinunebude
v této praci vénovana dalsi pozornost.
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Obr.¢. 12 Kolchicin
-N-[(7S)-1,2,3,10-tetramethoxy-9-0x0-5,6,7 9-tetrahydrobenzo[aJheptalen-7-yl Jacetamid

3.52 Oryzalin

Oryzalin- (3,5-dinitroN4, N4-dipropylsulfanilamid) ze skupiny dinitroalanint, byl vyvinut
jako synteticky herbicid u néhoz byla nasledné zjisténa vysoka mutagenni aktivita jako
inhibitoru tvorby telomer formou depolymerazy vznikajicich vlaken (Taiz a Zeiger 2010).

V poslednich letech se oryzalin ¢im dal vice prosazuje v podminkach in vitro jako nahrada
za kolchicin pfiindukci polypoloidi v explantatovych kulturacha ve vétsing pracije povazovan
za jeho Gcinngjsi alternativu (Barandalla et al. 2006, Petersen et al. 2002). Toto potvrzuje
i Matiska (2009) auvadiivyskytchimerickych mixoploidi. Zaveérim jehopokusu s ory zalinem
u Phlox paniculata L., je vénovan prostor v nasledujici kapitole reserze.
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Obr. ¢. 13: Oryzalin-3,5-dinitroN4, N4-dipropylsulfanilamid
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3.5.3 Trifluralin

Trifluralin-2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-(trifluoromethyl)aniline je dal§im ze skupiny
dinitroalaninovych herbicid, u kterého byla napfiklad Lignowskyn a Scottem (1972)
a Youngovou a Camperem (1979) prokéazana vysoka mutagenni aktivita jako inhibitoru tvorby
délicich vietének na podobnébazi jako kolchicin, av§ak v metafazi bunééného déléni.

V soucasné dobé je trifluralin v pokusech s indukci polyploidii v podminkach in vitro
slibnou alternativou kolchicinu i oryzalinu.

Indukci polyploidie u explantatovych kultur in vitro vyvolanou Trifluralinem se zabyvaji
napfiiklad Chengetal (2012) u Allium cepa L., Jianget al. (2020), nebo Podwyszynska (2012).

O jeho vyuziti k polyploidizaci Phlox paniculata L. nejsou dostupné zadné informacni
zdroje, proto je tomuto tématu za ucelem odvozeni zakladnich informaci pro metodiku
experimentu této prace vénovana ¢ast nasledyjicic kapitoly reserze.

eH S\L /I/ eH
(8] I 8]
+I|a-!l +H|
o~ ~o

Obr. ¢. 14: Trifluralin-2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-(trifluoromethyl)aniline

3.6 Poznatky o indukci polyploidie u P. paniculata L. v in vitro

Jak jiz bylo naznaCeno, primarnim zdrojem pro tuto praci je diseracni prace Ing. Pavla
Matisky Ph.D. (2009), na kterou tato volné navazuje a ktery je také vedoucim této prace.
Je také prakticky jedinym dostupnym ucelenym zdrojem, ze kterého lze Cerpat k tomuto
tématu.

Matiska (2009) ve své praci dosahl nejlepsich vysledkt u oryzalinu infiltrovaném z MS
média s regulatory IAA+TDZ do regenerovanych listovych explantati pii koncentraci/Casu
v -umol 1! /den: 10/7 , 40/7 a 10/14 u odrady 'Fujiama', nadale pak 20/7 a 10/14 u odridy
'Starfire'. Viz pfevzaté tabulky €. 1 a €. 2 (Matiska 2009).

Po konzulaci s vedoucim prace bylo rozhodnuto na zakladé nize uvedenych vysledki
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zaméfitse v experimentalni Casti prace na koncentrace oryzalinu 10,20 a 40 umol I-! acasové
periody 7 a 14 dni pro inflitraci z média.

vvvvvv

mohli vychazet, tak jako tfeba v pfipad€ oryzalinu. Proto je nutné vychazet ze zaveéru praci
zabyvajicich se ucinky trifluralinu na explantaty v kultufe in vitro u jinych druha a zkusit
na jejich zakladé urcit alespoti pfiblizny rozsah koncentraci pro inflitraci z MS média,
se kterymi lze pracovat u plamenky latnaté.

Autofi jako Cheng et al. (2012), pracujici u trifluralinu s koncentracemi 100-
200 umol.I" u Allium sativum L., nebo Quesenberry et al. (2010) s koncentracemi okolo
25 umol I, a dale Dhooge et al. (2002), nebo Ebrahimzadeh et al. (2018), vedou autora i
vedouciho prace k hypotéze, ze panuje znacna variabilita v efektivité trifluralinu
u jednotlivych druht z hlediska potfebné koncentrace pro indukci polyploidia a k rozhodnuti
se experimentalni Casti prace zaméfit primarné na koncentrace 20, 40, 80 a 160 pmol.I1
a Casové periody 7 a 14 dni.

Varianta (oryzalin) Pocet explantata Mira pieziti (%) Pocet mixoploida
umol.l-1/den (2n+4n;2n+ 3n)
(%)
- 38 97,37 0,00
10/7 10 90,00 0,00
20/7 30 86,67 10,00
40/7 30 83,33 0,00
10/14 50 62,00 8,00
20/14 60 50,00 0,00
40/14 40 45,00 0,00
10/21 40 42,00 0,00
20/21 60 55,00 0,00
40/21 30 46,67 0,00

Tabulka ¢. 1: Mira preziti pfi technice infiltrace oryzalinu z média u odrudy *Starfire’
Varianta (oryzalin) (Matiska 2009)
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Varianta Pocet Mira Pocet Pocet Pocet Efektivita
(oryzalin) expl. preziti | ziskanych | polyploidi | mixoploida | polyploidizace
umol.1-1/ listd (%) | vyhont/ | (4n) (%) (2n +4n) (E)

den zivy expl. (%)

- 10 100 4,2 0,00 0,00 0,00
10/7 78 7,69 3,50 0,00 2,56 0,00
20/7 78 7,69 2,33 0,00 0,00 0,00
40/7 78 3,85 8,00 1,28 0,00 0,05
10/ 14 78 3,85 6,00 1,28 0,00 0,05

20/ 14 78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40/ 14 78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabulka ¢. 2: Mira preziti a efektivita polyploidizace u listovych segmenta pfi technice
infiltrace oryzalinu z médiau odrudy ‘Fujiyama’ (Matiska 2009)

4 Metodika

Pokus probihal ve §kolni laboratoti CZU FAPPZ katedry Zahradnictvi.

4.1 Priprava materialu, nastrojua pracovniho prostiedi

Vychozi rostlinny geneticky material byl po zimovani ve venkovnich podminkach
premistén do sklenikl §koly pro minimalizaci tlaku patogenti z okolniho prostredi. Z téchto
byly napéstované pryty o velikosti cca 30 cm pro odbér listi a naslednou explantaci segment.

Kultivace probihala v mistnosti k tomuto ucelu dedikové, vybavené klimatizaci a regaly
se zafivkovym osvétlenim ve spektru blizkém dennimu svetlu. Byla udrzovana konstantni
teplota 21-22 °C, vzdus$na vlhkost 60-65 % a svételna perioda 16 hodin denné (Neumann et al.
2009, Smith 2012).

MS médium bylo pfipraveno za pomoci zasobnich roztokti, obsahujicich rozpusténé
ingredienty ve skupinach vyhovujicich jejich skladovnani, nebo pfedem namichané zakoupené
smeési doplnéné o agar, destilovanou vodu, regulatory rastu ¢i mutageny.

Po rozmichani komponent bylo médium rozpusténo v mikrovinné troubé€. Nasledné bylo
sterilizovano v autoklavu pfi teploté 121 °C a pfi zvySeném tlaku podobu 7-15 min. Mutageny
byly pfidavany do média rozpusténé v DMSO a skladované takto o teploté 7 °C. PH médiabylo
regulovanonahodnoty 5,7-5,8 za pomoci roztoku kyseliny citronové, chloridu draselného (Kcl)
a méfeno na digitalnim PH metru.
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Detailni slozeni MS médiaje patrné z tabulky €. 1 . Takto pfipravené médiumbylo nasledné
rozlito do petriho misek, nebo 200 ml erlen nadob objemu cca 25 ml, ponechano k zatuhnuti
a zajisténo proti kontaminaci. Pouziti tohoto média vychazi ze zaveéra (Jain et al. 2002, Matiska
2009, Declerck and Korban 1995).

Nezbytnym materialem a nastroji pro provedeni experimentu byly:

e Flowbox zajistujici sterilni pracovni prostedi. K jeho sterilizaci bylo vyuzito zafivky
UV- C po dobu 45 min a nasledné oSetfeni pracovni plochy technickym ethanolem.

e Pouzité nastoje byly zejména mikropipety, nadoby erlen 200-1000 ml, sklenéné petriho
misky o priméru 20 cm, plastové petriho misky o praiméru 10 cm, skalpel, pinzety
a dalsi. VSechny nastoje byly strelizovany v autoklavu a béhem prace také macenim
v ethanolu a opalovany za pomoci lihového kahanu.

e Nezbytné vybaveni laboratofe také zahrnuje vySe zminény autoklav a PH metr,
laboratorni vahy s vysokym rozliSenim a pfistroj na reverzni osmozu.

4.2 Sbér a priprava genetického materialu

Material pro explantaci byl ziskan z rostlin Phlox paniculata L. pracovnich nazvi 'P-6'
a'P- 4' péstovanychin vivo ve skolnim skleniku v pribéhu meésice bfezna a dubna. Sbér byl
realizovan pouze z vrchnich péti az Sesti pater prytu a pouze u listd nevykazujicich zadné
morfologické zmény nebo poSkozeni patogeny.

Tyto listy byly po odebrani sterilizovany méacenim v roztoku bézného Cisticiho prostredku
SAVO obsahujiciho roztok 4,7% NaClO pfi koncentraci 10-20 % v destilované vod¢ za ptidani
komer¢niho smacedla provyuztiv ochranérostlin - cca2 ml nalitr roztoku v zavislosti na stafi
listd a s nimi souvisejici kontaminaci. Toto maceni probihalo po dobu 10 minut.

Takto sterilizovany material byl néasledné proplachovan ve sterilni destilované vodé
minimalné¢ tfikrat po dobu 15 minut. Nasledné se ptikrocilo k explantaci.

4.3 Explantace a zaloZeni kultury

Explantace, v toto ptipad€ odbér listovych segmentd, probihala ve flowboxu za pfisného
dodrzeni sterilnich podminek.

Ze sterilizovanych listi byly explantovany ¢tvercové segmenty o ploSe cca 1 cm?2, s feznou
hranou na vSech stranach a zbavené sttedového cévniho svazku i Cepele listu. Prace byla
provadéna ve sterilizovanych sklenénych petriho miskach za pouziti pinzety a skalpelu.
Celkoveé bylo v prib&hu experimentu zalozeno vice jak 1500 jednotlivych listovych segmenti
ke kultivaci.
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Takto ziskné segmenty byly zavedeny do pfipravenych plastovych petriho misek s MS
médiem doplnénym o 0,5 mg IAA a 1,5mg TDZ na litr roztoku média a nasledné regenerovany
po dobu 7 dni. S takto regenerovanymi segmenty v zavedené kultufe jsem poté zalozil dva
experimenty.

4.4 Experiment1

Pii zavedeni kultury do MS média s IAA a TDZ byly zaznaceny dvé skupiny kontrolnich
vzork, kultivovanych po celoudobuexperimentu pouze natomto médiu bez pridani mutagenu.

Pro experiment bylo pfipraveno do petriho misek MS médium doplnéné o rustové
regulatory IAA a TDZ o koncentraci 0,5 mg a 1,5 mg na litr média a o mutagen oryzalin (3,5-
dinitro-N4,N4-dipropylsulfanilamid ) ve tfech riznych koncentracich — 10,20 a 40 pmol.1-.

Z regenerované kultury byl pred prevedenim odstranén veskery kontaminovany a uhynuly
material.

Regenerovana explantaty na MS médiu s IAA a TDZ byly po sedmi dnech regenerace
ve flowboxu pfevedeny na pfipravené médium s antimitotikem v poctu minimalné
50 explantati od obou zkoumanych odriid pro kazdou koncentraci a dobu infiltrace (7 a 14 dni).
Takto zalozeny experiment byl nasledné kultivovan po vyse zminéné doby a nasledné opét
zbaven kontamninaci, thynu a preveden k opétovné regeneraci po minimalné tfi tydny.

4.5 Experiment 2

Experiment ¢. 2 ma v podstaté shodnou metodiku a postup jako experiment ¢.1.

Pro experiment bylo pfipraveno do petriho misek MS médium doplnéné o rustové
regulatory IAAaTDZ o koncentraci 0,5mg a 1,5 mg nalitr média a o antimitotikum trifluralin
(2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-(triftuoromethyl)aniline) ve tfech riznych koncentracich — 20, 40,
80a 160 umol.I'1.

Opétovne bylo provedeno odstranéni kontaminaci a thynu.

Prevedni explantati na médium s mutagenem na pozadovany Casovy usek a zpétné
pfevedni na médium bez mutagenu s IAA a TDZ k naslené regeneraci na minimalné tfi tydny.
Metodika je v tomto bodu shodna s experimentem €. 1.

4.6 Indukcesomatické embryogeneze

U regenrovanych prezivsich explantata jiz po tfech tydnech dochazelo ke spontanni
somatické embryogenezi a raseni prytl z regenerovaného kalusu, ziejmé z dtivodu astecného
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vycCerpani zasoby rustovych regulatori v médiu. Po konzultaci s vedoucim prace byla tato
kultura postupné pievadeéna do erlen nadob o objemu 200 ml s ¢istym MS médiem (bez IAA
a TDZ) pro zapé&stovani prytl a pfipravu na vyhodnoceni experimentu.

4.7 Neuspésna ¢ast prace— vyhodnoceni za pomoci pritokové cytometrie

V metodice experimentu bylo planovano po zapéstovani prytd z prezivSich explantati
vyuzit provyhodnoceni metodu detekce pritokovou cytometrii a jeji vystup statisticky
vyhodnotit a interpretovat prostiednictvim tabulek. V tomto bodé byl vSak experiment
neuspesny.
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5 Vysledky

Vlivem nahlé nezadouci zmény teploty béhem kultivace doslo k thynu vSech explantati
a rostlin v kultivaCnich prostorach laboratofe. Experiment nebylo nasledné mozné opakovat
z divodu omezujicich opatieni proti §ifeni viru Covid-19. Proto mize tato prace vykazat pouze
CasteCné vysledky a odpoveédét jen na nékteré otazky vyplyvajici ze stanovenych cild.

5.1 Dezinfekce vychoziho rostlinného materialu

Vyuziti Cisticiho prostfedku SAVO v roztoku dle postupu popsanéhov metodice se ukazalo
jako dostatecné a efektivni, kdy po sedmi dnech regenerace nasledné zavedenych kultur byla
maximalni kontaminace z regenerovanych segmentt 20 % u posledniho provedeného odbéru
listd (tedy z nejstarsich pryta), pfi koncentraci roztoku 20 %.

5.2 Zavedenikultury a regenerace ziskanych segmentu

Po sedmi dnech regenerace zavedenych segmentu jiz bylo ziejmé, Ze pokusny hybrid 'P-6'
vykazuje vyrazné horsi adaptabilitu na introdukované podminky in vitronez'P-14'. Kdy u'P- 4'
byl nekonatminacni tthyn po sedmi dnech 0 %, ale u 'P-6'to bylo 10-15%.

Obr.¢. 15,16 a 17: Snizena adaptabilita a thyn jednoho z pokusnych hybridi 1,23.

= T J i

Tento trend se v prabéhu delsi kultivace a vystaveni mutagentim prohluboval po celou jeji
dobu a vyustil v thyn vice nez 90 % vsech explantati 'P-6' jesté pfed hromadnym thynem
viech vzorkd. Uhyn v tomto obdobi u "P-14' dosahoval hodnot 40-60 % v odpovidajici korelaci
s koncentraci pouzitého antimitotika a doby expozice.
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Obr. €. 18,19,20: Fotodokumentace zalozeni pokusu 1,2a 3.

5.3 Indukcesomatické embryogeneze

Po prevedeni segmentd z média s chemomutageny a nasledné regeneraci po dobu 21 dni
byla jiz zfejma tvorba embryogenniho kalusu u obou sledovanych odrid a u nékterych
segmentt také pocatecni tvorba pryti. Tento stav byl pravdépodobné vyvolan ¢astecnym
vycCerpanim rustovych regulatori, zejména IAA z kultivacniho média.

Tyto segmenty byly postupné prevadény na Cist¢ MS médium ve 200ml erlen nadobach,
kde priblizne 50 % segmenttl a regenerovaného kalusu uhynulo ihned po prevedeni na médium
prosté rastovych regulatori a 50 % zacalo tvofit bézné pryty vhodné k dalSimu vyuzit
avyhodnoceni experimentu.

Obr. €. 21: Regenorvany explantat a kalus s pocate¢ni embryogenezi

== >N
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5.4 Detekce polyplopidii a chimér

Vzhledem k nemoznosti experiment vyhodnotit vyuzitim pratokové cytometrie, odkazuje
prace v tomto ohledu pouze na dil¢i vysledky ziskané pomoci nepfimych metod detekce
polyploidd, tak jak jsou popsané Matiskou (2009) v jeho praci. Vyuziti téchto metod probihalo
vzdy za ptitomnosti vedouctho prace a bylo spolecné konzultovano.

5.4.1 Detekce polyploidu

U n¢kolika explantati a nasledné vypéstovanych pryta (v fadu jednotlivych kust) byly
pozorovany morfologické zmény signalizujici moznou polyploidii nebo jiné vyznamné
genetické zmény. Tyto morfologické projevy byly zejména kadefovité deformované pryty,

v rychlosti déleni kalusovych bunék, struktute kalusu spojené ¢asto s vyraznou zménou barvy.

Tyto zmény byly pozorovany zejména u odrudy 'P-14', ale také dvou vzorka 'P-6', u nichz
vSak nebylo mozné ani odhadovat, zdali se jedna o disledek mutageneze vlivem uzitych
antimitotik, vlivem zvolenych rastovych regulatorti, nebo §patnou celkovou adaptabilitou
odridy na podminky in vitro.

Jako nejpotentnéjsi se projevily koncentrace mutagenti 20/14, 40/7 u oryzalinu a 40/14 a
80/7 1 14 u trifluralinu. Jsou to vSak spiSe autorovy domnénky a jediné co se da prokazat je, ze
obé pokusné odridy byly po vystaveni davkam popsanym v metodice byly schopnéregenerovat
a dale se rozvijet.

5.4.2 Detekce chimér

Mezi kultivovanymi segmenty byly pozorovany dvé skupiny nasledné vypéstovanych
chimerickych pryti s panasovanymi listy (tedy s chimérickou poruchou tvorby chlorofylu).
Tyto chiméry se jevily dostate¢né zivotaschopné pro prevedeni do podminek in vivo. Déle byla
detekovana jedna skupina albinickych prytd s Zadnym nebo zcela minimalnim obsahem
chlorofylu v listech. Ta se vSak brzy projevila nezivotaschopna a samovolné uhynula béhem
kultivace na Cistém MS médiu.

Vzhledem k okolnostem zminénym v pocatku kapitoly nebylo mozné pozorované
potencialné geneticky zajimavé jedince dale zkoumat a naplnit tak stanovené cile prace
anezbyva nez s politovanim konstatovat, ze v tomto bodé€byla prace netispésna.
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Obr. ¢. 22,23 s 24: Fotodokumentace experimentu s mutageny 1,2a 3.
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6 Diskuse

6.1 Sterilizace

Pii dezinfekci rostlinného materialu bylo béhem experimentu dosazeno uspokojivych
vysledku za pouziti NaClO v koncentraci odpovidajici 1 -2%roztoku, cozse shoduje s postupem
Matisky (2009), kdy v poslednich fazich odbéru a desinfekci dvouprocentnim roztok em jiz byla
efektivita snizena na cca 80 %.

Sasek (2015) dokonce uvadi sterilizaci roztokem 1% na 10 minut jako nedostatetnou.
Declerck a Korban (1995) uvadijako dostate¢nou koncentraci 0,43%. Lze tedy pochybovat,
zda Declerck a Korban odebirali rostlinny material pro své pokusy skutecné v podminkach
in vivo, kde jsou rostliny vystaveny vzdy alespofi minimalnimu tlaku patogend.

6.2 Pouziti regulatoru ristu

Autofi Matiska (2009) a Declerck a Korban (1995) zmitiuji ve svych pracech variablni odezvu
riznych odrid Phlox paniculata L. na ptevedeni doin vitro kultury a riizné ristové regulatory.
Vzhledem k ve vysledcich popsané reakce hybridu 'P-6' v porovnani s 'P-14' za uziti jiz
vyzkouSeného média s regulatory IAA a TDZ, tak tato prace zminéné zavéry potvrzuje.

Jiz v reSerzi bylo diskutovano vyuziti riznych regulatori ristu a introdukovan rozpor
ve zdrojovych pracech autortt Matisky (2009), Jain etal. (2002), a Sagka (2015).

Jain et 1. (2002) uvadi jako nejucinnéj§i kombinaci BAP 0,5 mg. -1 +TAA 2,0 mg. L
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Matiska (2009) a Sasek (2015) viak dosahli nejlepsich vysledkt s kombinaci 2,4D + BAP nebo
samotnou 2,4D. Vysledky Matisky (2009) vhodnost vyuzitit kombinace IAA+ BAP ptfimo
rozporuji. U kombinaci s 2,4D lze vSak polemizovat o ti¢inku BAP z divodu velice silného
ucinku samotného 2,4D.

U listovych segmentd je dle Matisky (2009) nejlepsi kombinaci IAA a TDZ v koncentraci
IAA0,5mg. "1+ TDZ 1,5 mg. 17! coz potvrzujei tato prace vzhledem k velmi dobé regeneraci
u odridy P-14'v prubéhu experimentu.

6.3 Embryogeneze

Po uplynuti minimalni stanovené doby regenrace (21 dni) a po prevedeni z médii
obsahujicich chemomutageny nebylou pfezivs§ich explantati nutné vyvolavat embryogenez,
jako to bylo potieba naptiklad v pokusech Jain et al. (2002). Embryogeneze se pfi experimentu
indukovala postupné u témét vSech samovolné, bez potreby prevedeni na médium s jinou
koncentraci ¢i kombinaci ristovych regulatora.

Toto si autor i vedouci prace vysvétluji pravdépodobnym ¢asteCnym vycCerpanim TAA
z kultiva¢niho média pro jeho nestalost a naslednym dominantnéj§im ucinkem TDZ, coz nejen
potvrzuje zaveéry Skooga a Millera (1957), ale i v pfedchozi podkapitole zminéné zavery
Matisky o vhodnosti kombinace IAA 0,5 mg. I-1+ TDZ 1,5 mg. L-1u kultivace listovych
segmentt plamenky latnaté.

6.4 Detekce polyploidie a dalSich mutaci

O vysledcich tykajicich se tohoto tématu lze opravnéné pochybovat a polemizovat s nimi,
vzhledem k tomu, ze bylo vyuzito pouze neptfimych metod detekce. V in vitro kulturach neni
moznnost efektivné vyuzit metody méfeni pruducha (Stanys et al.,2006), ani metody méfeni
pylovych zrn, jak popisuje napiiklad Blakeslee a Avery (1937). Zbyvaji potom jiz pouze velice
neprukazné metody detekce zalozené na empirickém pozorovani vzorka.

Tyto konkluze paklze oznacit spiSe za domnénky autora a zejména vedouciho prace, diky jeho
letitym zkuSenostem s pozorovanim P. paniculata L. v prib&hu experimentt.

U chimér, jak vyplyva z vychozich praci, Ize také pouze spekulovat, bez moznosti jejich
dalsiho zkoumani, zda-li jejich indukci zpuisobila spiSe interakce s chemomutageny, nebo Spise
kultivaci za pasobeni pouzitych regulatort rastu.

6.5 Teplotni podminky kultivace

Lze také vyvodit zavér o dulezitosti spravnych kultivacnich podminek béhem prace s in vitro
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kulturami odkazem na Neumanna et al. (2009). V prubéhu experimentu, kdy teplota
v kultiva¢nich protorach byla konstantné udrzovana 21-22 °C, coz koreponduje prave
s Neumannem, doslo poté selhanim technologie k prudkému narustu teploty.

Teplota vzrostla na 40-45 °C na dobu 12-24h, cozmélo za nasledek thyn vSech kultur v
mistnosti. Neumann v§ak ve své praci doporucyje teploty 20-30 °C. Zminuje ale také, ze kazdy
rostlinny druh prosperuje v in vitro podminkach v jiné ideélni teplote a né€které tropické druhy
mohou vyzadovat teplotu az 35 °C.
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7 Zavér

V priabéhu prace byla ovéfena efektivita a spravnost zavéra Matisky a Vejsadové
pfi introdukci listovych segmentt Phlox paniculata L. do in vitro kultur za vyuzit
rastovych reguléatorit IAA a TDZ v koncentraci 0,5 mg IAAa 1,5 mg TDZ.

Ovéren byl také Matiskav postup pii desinfekci odebranych listti plamenky za pomoci
Cisticiho prostfedku SAVO jako levné, jednoduché a efektivni metody.

Z regenerovanych explantati byla po inflitraci chemomutageny Gspésné indikovana
somatickd embryogeneze a ziskdny zivotaschopné pryty pro opétovné pievedni
do podminek in vivo.

Za vyuziti alesponi nepfimych metod detekce polyploidnich jedinct byly Castecné
ovéfeny Matiskovy zavéry o efektivite¢ antimitotika oryzalin (Oryzalin-3,5-
dinitroN4,N4-dipropylsulfanilamid) pro indukci polyploidie u plamenky latnaté.

Prace zmapovala alespon ¢ast dostupnych zdroji o vyuziti trifluralinu, potencialné
pfinosnych pro experimenty s plamenkou latnatou. Vytvofila prvotni metodiku
stanovujici rozsah testovanych koncentraci a alespii Castecné uspé$né ovéfila jeji
spravnost.

Pozorovanim chimerickych a albinickych prytd prace ovéfila Matiskovy zaveéry
o pomeérné castém vyskytutéchto mutaci a v neposledni fadé také vyznam technologii
in vitro pro ziskavani vychoziho slechtitelského matrialu u P. paniculata L.

I kdyz prace nebyla v hlavnim stanoveném cili, tedy vyhodnoceni obou experimentil
prutokovou cytometrii, aspésna, z dil¢ich vysledkti mizeme odvodit vyznam vyuZiti
metod in vitro pro ziskavani nového potentniho vychoziho §lechtitelského materialu
u Phlox paniculata L. Takto ziskany material je cennym zdrojempro §lechtitele a velkou
meérou piispiva k rozsifovani a zvySovani kvalit stavajiciho sortimentu u této sadovnicky
vyznamné trvalky.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

2,4-D - kyselina dichlorfenoxyoctova

4-chlorIAA - kyselina 4-chlor indolyl-3-octova

BAP - 6-benzyaminopurin

DMSO - dimetylsulfoxid

DNA - Deoxyribonukleova kyselina
FCM - Flow Cytometry Method

37



IAA - kyselina indolyl-3-octova
IBA - kyselina indolyl-3-maselna
Kcl - chlorid draselny

KIN - Kinetin

L. - Carl Linné

MS - Murashige a Skoog

MT - meta-topoliny

NAA - kyselina a-aftyloctova
NaOH - hydroxid sodny

PAA - kyselina fenyloctova

PH - angl. potential of hydrogen, téz vodikovy exponent
TDZ - thidiazuron

TZ - trans-zeatin

UV-C - ultrafialové zateni typu C

10 Seznam tabulek
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2. Tabulka &.2: Mira preziti a efektivita polyploidizace u listovych segmentii pfi technice
infiltrace oryzalinu z médiau odrudy ‘Fujiyama’ — Pfevzato (Matiska 2009)
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5. Obr.¢.5: Slozeni zakladniho MS média
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6. Obr. €. 6: Kyselina indolyl-3-octova (IAA)

7. Obr. €. 7: Kyselina a- naftyloctova (NAA)

8. Obr.¢. 8: Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D)

9. Obr.¢. 9: Thidiazuron - N-fenyl-N'-1,2,3-thidiazol-5-yl mocovina (TDZ)
10.0br. ¢. 10: 6-benzyaminopurin (BAP)

11.0br. ¢. 11: Meta topolin — m-hydroxybenzyadenin (MT)

12.0br.¢. 12 Kolchicin
-N-[(7S)-1,2,3, 10-tetrameth oxy-9-0x0-5,6,7,9-tetrahydrobenzo[ a]heptalen-7-ylJacetamid

13.0br. ¢. 13: Oryzalin-3,5-dinitroN4, N4-dipropylsulfanilamid
14.0br. ¢. 14: Trifluralin-2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-(trifluoromethyl)aniline

15.0br.¢. 15: Snizena adaptabilita a thyn jednoho z pokusnych hybrida 1.
16.0br.¢. 16: Snizena adaptabilita a thyn jednoho z pokusnych hybrida 2.
17.0br.¢. 17: Snizena adaptabilita a thyn jednoho z pokusnych hybrida 3.
18.0br. ¢. 18: Fotodokumentace zalozeni pokusu 1.

19.0br. ¢. 19: Fotodokumentace zalozeni pokusu 2.

20.0br. ¢. 20: Fotodokumentace zalozeni pokusu 3.

21.0br. ¢. 21: Regenorvany explantat a kalus s pocatecni embryogenezi.
22.0br. ¢. 22: Fotodokumentace experimentu s mutageny 1.

23.0br. ¢. 23: Fotodokumentace experimentu s mutageny 2.

24.0br. ¢. 24: Fotodokumentace experimentu s mutageny 3.
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