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Nazev anglicky

In vitro micropropagation of Rhododendron dauricum L.

Cile prace
Vypracovani literarni reSerSe mnozeni pénisniku daurského pomoci in vitro metod. Vyhodnotit vliv auxint

a cytokininl na rust explantat( pénisniku daurského. Zamérit se na rlst kultur ve fazi multiplikace,
zakorenovani a presazeni do nesterilnich podminek.

Metodika

Ziskani literarnich zdrojli pro vypracovani literarni reserse k in vitro péstovani rostlin, zvlasté se zamérenim
na mnozeni pénisnik( a azalek.

Péstovani kultury pénisniku daurského v prostfedi in vitro a nasledné vyuziti sterilni kultury pro vyhodno-
ceni vlivu pridavku auxint a cytokinind v médiich pro multiplikaci a zakorernovani kultur.

Pti sledovani vlivu auxind a cytokininG na in vitro kultury pénisniku, by mél byt zvlasté hodnocen vliv téchto
latek na rlst prytl a kofent a na prezivani rostlinného materidlu (mortalitu) na médiich.
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Abstrakt

V prvni ¢asti této prace je popsan rod Rhododendron a druh Rhododendron
dauricum L.

Déle jsou shrnuty vyhody kultivace v in vitro podminkach a ptehled
hlavnich skupin rostlinnych regulatora.

Nasleduje popis metod a postuptl pfi laboratorni ¢asti prace.

Béhem vypracovavani této prace byl zkouman vliv cytokinind a auxinil na
explantaty péniSniku daurského ve sterilnich podminkich in vitro. Jako
médium pro multiplikacni 1 zakotenovaci média bylo pouZzito Andersonovo
kultivacni médium (Anderson, 1984).

Daéle byly vyhodnoceny a zjistény vysledky osmi tydenniho pozorovani.
Explantaty pénisniku daurského nejlépe reagovaly na multiplikacni médium
RD + 4 2iP + 0,2 IBA; bohuzel zadné ze zakorenovacich médii

nestimulovalo rust kofentd u tohoto druhu.

Klicova slova: rostlinné reguldtory rastu, organogeneze, multiplikace,

zakorenovani



Abstract

In the first part of this paperwork genus Rhododendron and the specie
Rhododendron dauricum L. are described.

Advantages of in vitro micropropagation and specification of plant
hormones follow.

Then methods and matherials for work in the laboratory are mentioned.
The influence of cytokinins and auxins on the explants of Rhododendron
dauricum L. were observed, working in in vitro conditions.

Anderson’s medium was used for multiplication and rooting of all explants
(Anderson, 1984).

The experiment was performed in 8 weeks.

Afterwards, data were collected.

The most successful multiplication medium consisted 4 2iP + 0,2 IBA.

Unfortunatelly none of rooting mediums triggered root growth.

Keywords:

Plant growth regulators, organogenesis, multiplication, rooting
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1) Uvod

Mikropropagace in vitro (ve skle), je metoda, kterda umoziuje studium a
rozmnozovani rostlin v laboratornim sterilnim prostfedi.

Pracuje se s zivnymi médii, mineraly, vitaminy a rostlinnymi hormony.
Vysledkem uspésné mikropropagace jsou nové kofenici rostliny (klony
matetské rostliny), které jsou schopné byt pfeneseny do nesterilnich
podminek ex vitro a prezit v nich.

Tato metoda se dnes vyuziva pifi zachrané nékterych druhl (t€z u rodu
Rhododendron, z divodu kritického ohroZzeni nekterych druhti zijicich ve
volné piirodé); ale také nachazi Siroké uplatnéni v zahradkarstvi (Mao et al.,
2011; Vejsadova, 2008).

Pénisnik daursky (Rhododendron dauricum) je pomérné rozSiteny druh z
oblasti od Sibife, ptes pohofi Altaj, aZ po ostrov Sachalin.

Kvuli své odolnosti k chladnym teplotam jsou nékteré jeho kultivary
vyuzivany v zahradnictvi jako okrasné kefe nebo se vysazuji do volné
ptirody (University of St. Andrews, 2011).

Smyslem této prace je vypracovani literarni reSerSe k tomuto druhu a

provedeni laboratorniho pozorovani, zaméfeného na vliv auxini a

cytokinint na jeho rist a vyvoj.
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2) Cile prace

Cilem této prace je vyhodnoceni vlivu cytokininii a auxinl na explantaty
pénisniku daurského (Rhododendron dauricum), za pouziti Andersonova
kultiva¢niho média (RD) (Anderson, 1984).

V prvni ¢asti bude priblizeno zatazeni druhu, jeho pfirozeny vyskyt,
stanoviStni naroky a vyuziti. Poté bude nasledovat postup prace pii
mikropropagaci pomoci in vitro metod. Déle popis vybaveni laboratofe,
ptipravy kultiva¢nich médii a prace s explantaty v aseptickych podminkach.
Konkrétné bude pozorovan vliv cytokininu 2-isopentenyladeninu (2iP) a
auxind kyseliny indolyl-3-méselné (IBA) a kyseliny naftyloctové (NAA) na
explantaty.

Kontrolni médium bude piipraveno bez fytohormonii. Déle bude
srovnavano s péti multiplikaénimi kultivaénimi médii a Sesti
zakoteniovacimi. Davky cytokininu 2iP budou v RD médiu riizné¢ vysoké a
nekteré koncentrace budou navic obohaceny o auxin IBA nebo NAA.
Rhododendron dauricum patfi mezi pomérné rozsifené druhy a jeho
kultivary nachéazeji uplatnéni, kromé vysazovani do divoké ptirody, také v
zahradnictvi, jako okrasné kete v parcich a zahradach.

Obecnym cilem mikropropagace tohoto druhu je tudiz také zefektivnéni
péstebniho procesu. Ziskani co nejvyssiho poctu kvalitnich rostlin s
vyuzitim téch fytohormoni, které tomuto konkrétnimu druhu vyhovuji
nejvice. Pochopitelné béhem této prace neni mozné vyzkouSet vSechny
mozné cytokininy, auxiny a jejich kombinace. Navic je mozné pracovat s
explantaty péniSniku daurského také na upraveném MS médiu (Murashige,

Skoog, 1962). V této préci ale bude pouzito vyhradné RD médium.
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3) Rhododendron spp.

Rod Rhododendron je nejvetsim v celedi Ericaceae a zahrnuje kolem 1000
az 1200 znamych druht.

Tsutsusi (stalezelené azalky, zahrnujici 117 druhi) a Pentanthera (opadavé
azalky, zahrnujici 30 druhil), ze kterych pochazi velké mnozstvi kiiZenci
zahradnich a pokojovych azalek. A dale podrody Rhododendron

a Hymenanthes, které maji dohromady kolem 800 druht, a které se volné
oznacuji jako zahradni rododendrony (Eeckhaut et al., 2010).

Ve volné piirodé je tento rod rozsiten v severovychodni Asii.

Dale zasahuje do Eurasie, zapadni Evropy a severni Ameriky.

Je schopny rastu v nadmotskych vyskach od 1200 do 6000 m n.m.

Ackoli vétSina druht se vyskytuje v rozmezi 2200 az 4000 m n.m. (Mao et
al., 2011).

Ve velké vétsin€ se jedna o ohrozené druhy. V roce 2011 se ocitlo 25%
vSech druhti rodu Rhododendron pod hrozbou Uplného vymizeni z volné
ptirody (Sivanesan, Jeong, 2013).

Kwvili konstantnim negativnim dopadiim na ekosystém, se (naptiklad v Indii,
kde se 98% druhti vyskytuje v Himal4jich) zhorSuji pfirozené podminky pro
tento rod, ¢imZ se z nékterych druht stdvaji ohroZené, siln¢ ohroZené nebo
kriticky ohrozené druhy (Mao et al., 2011).

Tyto rostliny upiednostiiuji polostin, dostatek vlhkosti a kyselejsi pH pady
(4,5 az 5,5).

Mnozstvi okrasnych druhil a kultivard je vysazovano v parcich a zahradach.
AvSak jejich péstovani béznymi metodami (péstovanim ze semen,
fizkovanim, atd.) byva obtizné nebo neefektivni (Vejsadova, 2008).

Klonalni mikropropagace je proto vhodnou metodou pro ziskani velkého
poctu novych rostlin (Zaytseva, 2016).

Regenerace pomoci rustovych regulatorti je specificka podle konkrétniho

druhu nebo kultivaru (Pavingerova, 2009).
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3.1) Rhododendron dauricum L.

Poprvé jej popsal Carl Linné (1707-1778).

Druhové jméno odkazuje na jednu z oblasti vyskytu, Daurii na jihovychodni
Sibifi (dneSni Zabajkalsko).

Jedna se o husty, poloopadavy ket, dosahujici vySky kolem dvou metra.

Je velice odolny a vydrzi teploty az do -32°C. Kvete syté¢ razovymi kvéty
brzy na jate (bfezen, duben) (obrazek 1). Listy jsou silné a maji zakulacené
Spicky.

Pfirozen¢ se vyskytuje na uizemi od Altajskych hor na vychodni Sibifi, pies
Mongolsko, ostrov Sachalin, severni Cinu aZ po Japonsko (University of St.

Andrews, 2011).

Obrazek 1) Rhododendron dauricum L.

3.1.1) Rhododendron dauricum subsp. sichotense

Plvodni druh v Rusku na dalném vychod¢. Ma vétsi kvéty nez R. dauricum
a je neopadavy. Kvili mrazuvzdornosti, hustému olisténi a velkym kvétim
se vysazuje do volné ptirody ve Finsku.

(University of St. Andrews, 2011).
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4) Regenerace in vitro

Tato metoda umoziuje dlouhodob¢ studovat regeneraci izolovanych ¢asti
rostlin ve sterilnim prostiedi ban¢k, zkumavek, Petriho misek atd.
Izolované ¢asti rostlin se nazyvaji explantaty. Tato problematika je zndma
pod nazvem explantatové kultury.

Explantaty mohou byt ovliviilovany sloZzenim kultivaéniho média, svétlem,
teplotou, pfipadné i sloZzenim atmosféry.

K jakému jevu dojde, zavisi vedle kultiva¢nich podminek také na vlastnim
explantatu. Rozhodujicimi faktory, které nesou explantaty jsou genotyp a
fyziologicky stav v dob¢€ odbéru.

Totipotence je schopnost jakékoli plnohodnotné rostlinné buiiky dat vznik
bune¢k je podminkou totipotence neposkozena genetickd informace. Tato
vlastnost se projevuje u bun¢k embryonalnich, meristematickych a u bunék
s minimalnim stupném diferenciace.

Morfogeneze (vznik a vyvoj organizovanych struktur) a regenerace
probihaji v podminkach in vitro dvéma zpiisoby. Zaprvé organogenezi, pti
které vznikaji pouze organy nebo jejich soubory, nikoli vSak celistva
rostlina. Druhym zptsobem je embryogeneze, pfi které postupnymi
strukturalnimi zménami vznika z jedné buniky zarodek. Technika
explantatovych kultur ma dnes znac¢ny prakticky dopad. Uplatiiuje se
napiiklad pfi vysoce efektivnim rozmnozovani okrasnych rostlin, ovocnych

dfevin nebo keil. (Rosypal et al., 2003)
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5) Regulatory rostlinného ristu

Mezi regulatory rostlinného rustu patfi fytohormony a dale dalsi latky s
regulacni aktivitou.

Domnénku, Ze jsou v rostlindch tvofeny organotvorné latky poprvé vyslovil
némecky botanik Julius von Sachs (1832-1897) v roce 1880. Do té doby byl
vyvoj rostlin spojovan pouze s vlivy okolniho prostfedi (Rosypal et al.
2003).

V jeho praci vyznamné pokracoval brnénsky profesor Rudolf Dostal
(1885-1973) (Sebéanek, 2007).

Ve dvacatych letech 20. stoleti se vyzkumy zamé&fily na ristové latky

v rostlinach, které pozd¢ji dostaly nazev fytohormony.

Rostlinné hormony jsou organické slouceniny, uc¢inné v nizkych
koncentracich. Vyvolavaji biochemické, fyziologické nebo morfologické
reakce, a to v misté svého vzniku, nebo v mist¢, kam byly transportovany.
Maji také zdsadni vyznam v imunitni obrané rostlin (Bari, Jones, 2009).

Od zivocisnych hormont se lii tim, Ze nejsou tvofeny ve specializovanych
skupinach bun&k. U rostlin neexistuje rlstovy proces, ktery by byl
ovlivilovan pouze jednim fytohormonem. Zaroven kazdy fytohormon
ovliviiuje vice fyziologickych jevli (Rosypal et al. 2003; Prochazka,
Sebanek et al. 1997).

Mezi reguldtory rostlinného ristu jsou fazeny fytohormony (auxiny,
gibereliny, cytokininy, kyselina abscisova, etylen) a dalsi latky s regulacni
aktivitou (kyselina salicylovd, jasmonaty, brassinosteroidy, peptidové
hormony a nové strigolaktony) (Bari, Jones, 2009; Prochazka, Sebanek et al.

1997).

5.1) Auxiny
Jsou nejdéle znamymi fytohormony a jejich ndzev je odvozen od feckého
slova auxein (prodluZovat se) (Prochazka, Sebanek, 1997).

Auxiny se tvoii predev§im ve vegetacnim vrcholu, v nejmladsich listech,

16



v kambiu a v oplozeném vajicku. V rostlin¢ se pohybuji bazipetalné, tj. od
vrcholu lodyhy k jeji bazi. Podporuji predev§im prodluzovéani buné€k, vznik
plodl bez ptedchoziho oplozeni, zakotfeniovani fizkli a hraji dtlezitou roli v
apikalni dominanci. Ve vys$Sich koncentracich, v dasledku zvySené tvorby
etylenu, zpomaluji rlst a ptisobi toxicky (Rosypal et al., 2003).

D¢li se na auxiny pfirozené a syntetické latky s u¢inkem auxinu.

Mezi ¢tyti hlavni pfirozené auxiny patii kyselina indolyl-3-octova (IAA),
kyselina indolyl-3-maselna (IBA), kyselina 4-chlor-indolyloctova (4-chlor-
IAA) a kyselina fenyloctova (PAA).

Syntetické latky s i€inkem auxinu lze rozdélit do péti skupin.

Indolové kyseliny, naftalenové kyseliny, chlorfenoxylové kyseliny,
benzoové kyseliny a derivaty kyseliny pikolinové (Prochazka, Sebanek,

1997; Rosypal et al., 2003).

5.2) Gibereliny

Gibereliny jsou produkovany nejmladsimi listy, semeny a koteny. Transport
je bazipetalni i akropetalni, ¢asto k mistu tvorby auxinu. Podporuji rist,
prodluzovani bunék, ptferuSuji dormanci (odpocinek rostlin) a indukuji
syntézu enzymil v aleuronové vrstvé klicici obilky. Na rozdil od auxind,
stimuluji dlouzivy rist pouze v nadzemnich castech rostliny a ve vyssich

koncentracich neplisobi na rostliny toxicky (Prochéazka, Sebanek, 1997;

Rosypal et al., 2003).

5.3) Cytokininy

Jsou definovany jako latky, které v pfitomnosti auxinu stimuluji v nékterych
castech rostlin bunécné déleni a zahajuji diferenciaci pupenil nebo kotfenil
(podle poméru cytokininu k auxinu).

Jsou nezbytné pro déleni bunék, rusi apikalni dominanci, zpomaluji starnuti
rostlinnych pletiv a organt, zvySuji odolnost rostlin k extrémnim
podminkam okolniho prostfedi a podporuji tvorbu semen.

Ptirozené cytokininy jsou odvozeny od ¢tyt zakladnich substituci adeninu
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v poloze N-6 a jsou to: Né-(AZ-izopentenyl)adenin; cis-zeatin, trans-zeatin;
dihydrozeatin; N6-benzyladenin (Prochézka, Sebanek, 1997; Rosypal et al.,
2003).

5.4) Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je produkovana zejména starnoucimi listy, odkud
je transportovana do ostatnich ¢asti rostliny. Navozuje dormanci pupent a
semen, podporuje opad listd a plodd, brzdi kliceni a raseni, ovliviiuje

pohyby svéracich bunck priduchi atd.

5.5) Etylen

Etylen brzdi prodluzovani buné¢k, stimuluje dozravani plodi a kliceni
semen, urychluje starnuti listd a jejich opad. Podporuje zrani plodi, semen a
raSeni pupent. Produkce etylenu se zvySuje u rostlin stresovanych (napf.
poranénim, suchem apod.) a u rostlin oSetfenych auxinem. (Rosypal et al.,

2003).
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6) Metodika a materialy

6.1) Rostlinny material

Rostlinnym materidlem pro zaloZeni explantatové kultury obecné mohou
byt spory, pylovd zrna, zarodky, semena, organy, pletiva, buiikky nebo
protoplasty (Rosypal et al., 2003). U Rhododendronu se explantaty
nejcastéji ziskavaji ze semen (Mao et al., 2011), listh, kvétd (Tomsone,

Gertnere, 2003) nebo vrcholovych a bo¢nich pupenii (Almeida et al., 2005).

6.2) Priprava rostlinného materialu

Materidl ziskany z matetské rostliny musi projit sterilizaci. Odfiznuta cast
rostliny (v tomto piipadé pryty s pupeny) se ponoii na 20 minut do
koncentratu dezinfekéniho prosttedku (napt. SAVO, 25-30ti procentni
roztok), ktery obsahuje 1,5 - 5% roztok chlornanu sodného (NaOCl) a poté
se tiikrat omyje sterilizovanou destilovanou vodou. (Almeida et al., 2005;
Vejsadova, 2008)

Material pro tuto praci byl poskytnut z laboratofe Ceské zemédélské
univerzity v Praze, v arboretu Truba, Kostelec nad Cernymi lesy.

Explantaty byly umistény na Andersonovo médium (RD) (Anderson, 1984),
obohaceném o sachar6zu 30g/1, agar 8 g/l, cytokinin 2iP 10mg/I a auxin IBA
0,1 mg/l.

Rozd€lenim na mens$i ¢asti a ndslednym péstovanim na multiplikacnim
médiu, bylo dosazeno zvétSeni mnozstvi rostlinného materidlu, potiebného
pro vyzkumnou ¢ast prace.

Pro zah4jeni pokusu bylo potieba, aby pryty na rostlindch mély alespoii 1cm
delky (obrazek 2). V mnoZstvi, minimalné 25 explantati pro planovanych
12 pokusnych médii, tedy zhruba 300 prytii. Po dosazeni potfebného poctu,
byla pfipravena testovaci pokusnd RD média s piislusSnymi davkami
cytokinini a auxinti.

Rizky rostlin byly po celou dobu p&stovany ve specialni mistnosti
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s kontrolovanou teplotou a svételnosti. Teplota byla stanovena na 22°C
(x2°C). Fotoperioda chladného bilého fluorescentniho svétla byla stanovena
na 16 hodin svétla / 8 hodin tmy.

Béhem celého pokusu se ménily pouze hodnoty fytohormoni, vSechny

ostatni hodnoty ziistaly beze zmény tak, jak jsou uvedeny v tabulce dale.

Obrazek 2) Explantaty pred zahajenim pokusu

6.3) Priprava médii

Do sklenéné kadiny byly za pribézného michdni pfiddny makronutrienty,
mikronutrienty, vitaminy a mineraly tak, jak jsou uvedeny za sebou v
tabulce 1. Po pfidani 30g sachar6zy byl obsah kadiny diikladn€ promichan

a pfes odmérny vélec bylo zjisténo piesné mnozstvi roztoku. Poté byla
doplnéna destilovana voda na pozadované mnozstvi, a nakonec byly pfidany
fytohormony.

Pomoci digitalni sondy pro méteni pH, bylo zjisténo pH roztoku. Pfidanim
nekolika kapek ve vodé rozpusténého hydroxidu draselného (KOH) nebo
nekolika kapek ve vodé rozpusténé kyseliny askorbové, bylo pH upraveno
na hodnotu 5,5. Nakonec bylo do roztoku ptidano 8g agaru.Poté, co bylo

médium vystaveno varu, bylo za stdlého promichavani pteleto do mensich
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uzaviratelnych sklenic o obsahu zhruba 100ml. MnozZstvi RD médii ve
sklenicich se pohybovalo v rozmezi 20-25ml. Sklenice byly uzavieny
plastovymi vi¢ky s priduchem uprostied, do kterého byla vloZena bilé vata,
aby nedoslo ke kontaminaci. Takto pfipravend média byla umisténa do

autoklavu a sterilovana na 121°C po dobu 15ti minut.

SloZeni Andersonova RD média mg/l
NH4NO3 400
KNO3 480
CaCl. .2H20O 332,02
MgSO4 180,54
NaH2PO4 330,6
NaEDTA.2H>0 FeS04.7H20 73,4
H3BO; 6,2
Mi.SO4.H20 16,9
ZnS04.7TH20 8,6
KI 0,3
Na;MoO42H>0 0,25
CuSO4 5H20 0,025
CoCL2 6H20 0,025
Thiamine HCI 1
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine HCl 0,5
myo-Inositol 100
Casein 200
L-Glutamine 200
sacharoza 30 g/l
pH 5,5
agar 8 g/l

Tabulka 1) Chemické sloZeni Andersonova kultivaéniho média
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6.4) Prace s explantaty

Manipulace s explantaty probihala ve sterilnim prostiedi ve flowboxu.

K préci byly pouzivany laboratorni pinzety a ntizky, Petriho misky, kahan s
lihem a sklenice s lihem pro sterilizaci pomicek.

Pied zac4tkem prace byla celd pracovni plocha flowboxu oSetfena roztokem
etanolu, kvuli dezinfekci. Pinzety a nlUzky byly ponofeny do lihu a
sterilizovany nad plamenem kahanu. Do jedné sklenice s 20-25ml
kultiva¢niho média byly nasazeny 3 rostliny (obrazek 3).

Okraj sklenice a vnitini strana vi¢ka byly sterilizovany nad plamenem a

sklenice s explantaty byla uzaviena.

Obrazek 3) Sterilni sklenice s explantaty
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6.5) Multiplikace

Pti multiplikaci byl sledovan vliv cytokininu 2-isopentenyladeninu (2iP),
samostatné nebo s auxinem, kyselinou indolyl-3-maselnou (IBA), na
explantaty Rhododendronu dauricum. A to v hodnotach [mg/l]: 4 2ip + 0,2
IBA; 7 2iP; 7 2iP + 0,2 IBA; 10 2iP; 10 + 0,2 IBA.

Délka pozorovani byla 8 tydnii.

(Mao et al., 2011, Eeckhaut et al. 2010)

6.6) Zakorenovani

Pro zakofenovani byly pouzity auxiny IBA a NAA.

V hodnotach [mg/1]: 0,3 IBA; 0,7 IBA; 1 IBA; 1 IBA + 0,2 NAA; 1 IBA +
0,4 NAA; 2,5 IBA.

Explantaty byly na kultivacni média umistény po tfech (obrazek 4).

Délka pozorovani explantatl byla 8 tydnii. (Mao et al., 2011)

Obrazek 4) Explantaty v zakotfenovaci médiu, b€hem pozorovani
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7) Vysledky pokusu

Po osmi tydnech po pifesazeni explantiti na kultivaéni média, byla
vyhodnocena data. Celkem bylo hodnoceno pét multiplika¢nich médii, Sest
zakoteniovacich a kontrolni médium bez fytohormonti. Pocet rostlin na jeden

pokus byl stanoven na dvacet pét.

7.1) Multiplikac¢ni média

V multiplika¢nich médiich bylo pouZito celkem pét riiznych koncentraci
cytokininu 2iP (2-isopentenyladenin) a auxinu IBA (kyselina indolyl-3-
maselnd). Byl zjiStovan vliv na riist prytl a jejich mnozstvi.

Byla stanovena hypotéza Ho, ze vSechna média maji stejny ucinek a
hypotéza Hi, ze alespon jedno médium ma jiny ucinek na délku a pocet
pryti.

Po zjisténi hodnot F > Ferit. byla vyvracena Ho a ptijata hypotéza Hi.

Dale bylo nutné vyhodnotit, kterd ze skupin signalizuje vyznamnou
odchylku priméru.

Na hladin€é vyznamnosti a = 5% byly pomoci Tukeyova testu (Tukey HSD)
zjistény nasledujici hodnoty (tabulka 2).

Tabulka 2) Vliv cytokininu 2iP a auxinu IBA na pocet a délku pryt(

MnozZstvi fytohormont [mg/l] Primérny pocet prytt [ks] Priimérna délka prytt [mm]
0 2iP + 0 IBA 1,04 + 0,04f 14,24 + 0,44a
4 2iP + 0,2 IBA 11,32 +0,21g 19,92 +0,29b
7 2iP 3,36 +0,17d 12,16 + 0,38c
7 2iP + 0,2 IBA 5,44 £0,27e 14,60 +0,31a
10 2iP 5,92 £0,16e 15,16 +0,16a
10 2iP + 0,2 IBA 3,56 +0,15d 15,00 +0,21a

U hodnot se stejnymi pismeny neexistuje statisticky vyznamny rozdil; podle Tukeyova HSD testu (P =
0,05). Hodnoty jsou prdmérem 25 vzorkl + SE. (df = 149)
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U multiplika¢nich médii nejlépe vysSlo, podle primérného poctu pryti 1
podle primérné délky prytd, RD médium s fytohormony 4 2iP + 0,2 IBA a
dale RD médium s cytokininem 2iP v mnoZzstvi 10mg/1.

Rostliny na obou téchto kultivaénich médiich vykazovaly vysokou
zivotaschopnost. V obou piipadech piezilo 100% sledovanych rostlin.
Vedlejsi pryty na vzorcich 10 2iP a 4 2iP+0,2 IBA (obrazek 5) byly kratkeé,

husté a tézko spocitatelné.

Obrazek 5) Vysledek rastu explantatti na médiu RD + 4 2iP + 0,2 IBA

Stoprocentni zivotnost byla zjisténa jeste u média RD + 10 2iP + 0,2 IBA.
Na téchto explantatech, ale bylo pozorovano méné prytu.

Nejvice odumfelych rostlin (68%) bylo zjisténo na kontrolnim médiu RD +
0 2iP + 0 IBA.

Na médiich RD + 7 2iP a RD + 7 2iP + 0,2 IBA bylo zjisténo 88% a 84%

ptezivsich explantatd.
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7.2) Zakorenovaci média

U zakotenovacich médii byl pozorovan vliv auxini IBA a NAA na tvorbu a
rust kotent.

Spontanni zakotfenovani nebylo pozorovano u zadné rostliny a ani zadné
pouzit¢ mnozstvi auxini nestimulovalo riist kofenli u explantatt (obrazek
6).

Po osmi tydnech pozorovani bylo mozné métit pouze hodnoty poctu a délky

prytl (tabulka 3).

Tabulka 3) Vliv auxinu IBA a NAA na pocet a délku prytu

Mnozstvi Pramérny pocet Primeérna délka prytt [mm] %
fytohormont [mg/1] pryta [ks] Zivotaschopnych
explantatt
0 2iP + 0 IBA 1,04 + 0,04e 14,24 + 0,44a 68%
0,3 IBA 2,44 +0,10f 13,88 +0,17ab 76%
0,7 IBA 2,72 +0,19f 14,36 + 0,41abc 100%
11BA 1,36 +0,09eg 15,88 + 0,58cd 80%
11BA + 0,4 NAA 1,04 + 0,04egh 11,52 + 0,23f 60%
2,5IBA 1,20 +0,81egh 15,28 + 0,30abcd 68%

U hodnot se stejnymi pismeny neexistuje statisticky vyznamny rozdil; podle Tukeyova HSD testu (P =
0,05). Hodnoty jsou prdmérem 25 vzork( + SE. (df = 149)

U média RD + 1 IBA + 0,2 NAA doslo ve druhém tydnu pozorovéni z
nezndmého divodu ke kontaminaci 80% vzorkli a po ukonceni pokusu
vykazovaly zbyvajici explantaty zacinajici nebo mirn¢€ pokrocilou nekrézu.
Proto neni toto médium zahrnuto do tabulky 3.

U ostatnich médii se u nékolika explantatli projevily nekrézy. Procenta

pteziti byla o néco nizsi nez u multiplika¢nich médii.

Statistické analyzy

Jednovybérovou analyzou rozptylu (ANOVA) bylo zjistovano, zda jsou
pruméry jednotlivych vysledkl rozdilné vlivem raznych stfednich hodnot
pfislusnych médii, nebo Ize rozdily mezi pruméry pfic¢ist ndhodnému

kolisani.
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VSechna data byla podrobena statistické analyze rozptylu (jednovybérova
analyza rozptylu; ANOVA). Data byla zpracovana v programu SPSS
Statistics (spolecnost IBM Analytics; verze 24).

Obrazek 6) Explantaty z média RD + 0,3 IBA
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8) Diskuze

Tématem této bakalaiské prace byla mikropropagace pénisniku daurského
(Rhododendron dauricum L.) pomoci in vitro metod.

Jejim cilem bylo vypracovani literarni reserSe na téma mnozeni péniSniku
daurského pomoci in vitro metod. A dale se zaméfit na rust kultur ve fazi
multiplikace, zakofeniovani a presazeni do nesterilnich podminek.

V prvni ¢asti prace je popsan rod Rhododendron a druh Rhododendron
dauricum L.

Micropropagace Rhododendron spp. se zkouma vice v zahrani¢i, nez u nas.
Je to hlavné z diivodu, Ze jejich plivodni stanoviSté se nachdzi hlavné v
oblasti centalni Asie, v Himalajich, a zahrnuje nékolik statd, napiiklad
Nepal, Cinu, Mongolsko, Japonsko, Kazachstan, Rusko, a dalsi.

V Evropé se nékteti zastupci tohoto rodu volné vyskytuji na Pyrenejském
poloostroveé, jako tietihorni relikty. Patii sem naptiklad Rhododendron
ponticum (Almeida et al., 2005).

Dale néasleduje charakteristika metod in vitro, rostlinnych reguldtorti a
laboratornich postupti pii ziskavani a sterilizovani explantati.

Poté jsou hodnoceny vysledky vlastniho pokusu, ktery probihal v laboratoti
Ceské zemédglské univerzity v Praze, v arealu arboreta Truba, v Kostelci
nad Cernymi lesy.

Ve vlastnim pokusu byl sledovan vliv cytokinini a auxini na explantaty
pénisniku daurského. Jako kultivaéni médium bylo pouzito Andersonovo
médium (Anderson, 1984). Déle byly pouzity rizné koncentrace cytokininu
2iP a auxind IBA a NAA.

Multiplikacni 1 zakotenovaci média s fytohormony byla srovnavana s
kultivaénim RD médiem bez fytohormon.

Cely pokus trval osm tydnii a bylo pozorovano 12 kultiva¢nich médii,
pricemz pocet rostlin pro kazdé médium byl 25.

Mnozstvi cytokininu 2iP a auxinu IBA v multiplikatnich médiich byly

explantaty pfijaty dobfe, coZ se projevilo na délkach a poctech prytt
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explantatd. NejlepSich vysledki dosdhlo médium RD + 4 2iP + 0,2 IBA,
které¢ také vykazovalo nejvyS$i moznou zivotaschopnost. Piezilo 100%
explantatd.

Pouzité mnozstvi fytohormoni na zakofeniovacich médiich se nesetkalo s
ocekavanou odezvou explatnatd péniSniku daurského. Na Zzadném z
pouzitych kultivacnich médii nebyl pozorovan rist kotend.

Zahdjeni ristu kofend je v pfipadé in vitro metod klicovym okamzikem.
Nezakotenéné explantaty nejsou schopny samostatné piezit v podminkach
ex vitro.

Moznym feSenim by pro stimulaci riistu kofent mohlo byt pouziti 1/2 RD
média s auxinem IBA nebo NAA. Niz§i koncentrace Zivin v médiu by
mohly byt lehkym stresovym faktorem pro explantaty.

DalSim moznym feSenim by mohlo byt pouziti jiného auxinu nebo jiné
kombinace rostlinnych regulatort v zakofenovacim médiu, naptiklad IAA.
Kazdy druh reaguje na pouzité fytohormony odlisné. Nejcastéji testované
cytokininy u rodu Rhododendron jsou 2iP, zeatin a thidiazuron. Z auxint to
jsou TAA, NAA IBA. Velké mnozstvi odbornych publikaci se zabyva
srovnavanim vysledkll stejnych koncentraci fytohormoni na néckolik
riznych druhd nebo kultivari. Pfi pouZiti stejnych koncentraci rostlinnych
regulatorti na rizné¢ druhy Rhododendron spp. je Iépe patrné, které konkrétni
fytohormony vyhovuji konkrétnim druhtim nebo kultivarim. (Vejsadova,
2008; Pavingerova, 2009; Tomsone, Gertnere, 2003).

Nektefi autofi uvadéji vysledky uspésné mikropropagace, které dosahli s
pomoci modifikovaného MS média (Murashige, Skoog, 1962), kterym
nahradili RD médium, které se pro mikropropagaci Rhododendron spp.
pouziva Castéji (Eeckhaut et al., 2010; Vejsadova, 2008).

Jinak také na médium reaguji opadavé a stalezelené¢ druhy (Rhododendron
dauricum je poloopadavy) (Eeckhaut et al., 2010).

Optimalnich vysledki mikropropagace péniSniku daurského dosahly Y.G.
Zaytseva a T.I. Novikova, kdy bylo na multiplikaci pouzito RD médium (se

zeatinem; zeatinem a [AA; thidiazuronem) a zakofenovani prob&éhlo dvéma
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zpusoby. Zaprvé: Sest tydnl kultivace na RD médiu s auxinem IBA.
Zadruhé: namoc€enim explantati na 4 hodiny do roztoku, obsahujici auxin
IBA a naslednym umisténim do podminek ex vitro na smés raseliny a pisku
v poméru 1:1. Uspé$nost zakofefiovani v ex vitro podminkach byla u

penisniku daurského 89% (Zaytseva, Novikova, 2014).

9) Zavér

Cilem této prace bylo vedle literarni reSerSe také zkoumani vlivl ristovych
regulatorii na explantaty péniSniku daurského v in vitro podminkéch.

Po osmi tydennim pozorovani bylo zjisttno RD médium s davkou
fytohormonti, které tomuto druhu vyhovovalo nejvice. Byla naméfena
nejvyssi délka prytl i jejich pocet. Toto RD médium (4 2iP + 0,2 IBA) se
lisilo od RD média, které poslouzilo k multiplikaci pred samotnym
zahajenim pokusu (10 2iP + 0,1 IBA). Kultivatni média s podobnym
obsahem fytohormonti (10 2iP; 10 2iP + 0,2) byla v zdvére¢ném hodnoceni
jen o néco malo hor$i. Lze tedy fici, ze pro multiplikaci péniSniku
daurského je vhodné RD médium s cytokininem 2 iP a auxinem IBA.
Naopak pfi pouziti zakotfenovacich médii nebyl stimulovan riust kofend na
zadném testovaném médiu.

Vsechny pokusy o zakotenéni byly provadény v podminkach in vitro.
Nektefi autofi uvadéji dva zplsoby zakofenovani, in vitro a ex vitro.
(Zaytseva, Novikova, 2014). Ale také dva rtzné zplsoby in vitro
zakotfeniovani. Jednim z nich je vyvoj explantitu na kultivaénim médiu s
davkou auxinii. A druhym zplisobem je ponofeni bazalnich koncii prytd do
roztoku obsahujici auxin, a ndslednym péstovanim v in vitro podminkach na
kultivaénim médiu, ale bez dalsi davky auxint (Almeida et al., 2005).
Vyvstava 1 moznost, ze na multiplikaci bylo pouzito jiné kultivacni médium
nez na zakofenéni (napiiklad RD médium a modifikované¢ MS médium,

nebo jin¢) (Eeckhaut et al., 2010).
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