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1 UvOD

Vinohradnictvi je jednim z nejstarSich odvétvi zemédélské Cinnosti ¢loveka. Réva
vinna doprovazi ¢loveéka od nepaméti. Diky otiskiim listii je zafazovana do druhohor az
pocatku tietihor. Za dlouha tisicileti bylo nashroméazdéno velmi mnoho poznatkii o jeji
biologii, zplisobu péstovani, vhodnosti ekologickych podminek a jejich ptisobeni na
kvalitu plodf, které jsou hlavnim produktem pro vyrobu vina. Diky poloze Ceské
republiky v Evropé je velmi dulezitd znalost biologie a fyziologic podnozi a
uslechtilych odrid révy vinné, kterda umoznuje vybér nejvhodnéjsich kultivari révy

vinng, jejich kombinaci s vhodnou podnozZi a optimalni podminky péstovani.

Rozmnozovani rostlinného materialu v podminkach in vitro (mikrorozmnozovani,
multiplikace, mikropropagace) v soucasné dobé zaznamenava stale vys$Si rozkvét, je
vyuzivano v experimentalnim vyzkumu a v mnoho $lechtitelskych, zahradnickych, ale i
mnozitelskych podnicich. Oproti béZnym zplsobim rozmnozovani révy vinné ma
multiplikace né€kolik vyhod. Umoziuje produkci druhti a klonu, i u rostlin, které jsou
béznymi metodami rozmnozovadni mnozeny velmi pomalu, nebo vibec. Hlavni
pozitivem u multiplikace v podminkach in vitro je vysoké mnozstvi zdravého
rostlinného materidlu. Kultura je odvozena z velmi malych ¢asti rostlin (stonkové
segmenty, segmenty listl, prasniky,...), proto je produkce nové vzniklych rostlin velmi
vysoka. Metody in vitro jsou také vyuzivany k eliminaci vird a patogenu. U
mikropropagace se kromé vyhod muizeme setkat s nékterymi nevyhodami. Veskerou
praci s rostlinnym materialem je tfeba provadét v aseptickych podminkéach, explantaty
potiebuji pro svou kultivaci klimatizovany prostor, s nimz jsou spojeny vysoké néklady
na provoz a vybaveni laboratofe. Dal§im negativem u téchto metod je pomérné vysoka

pracnost a velmi Casto i delSi doba pfi zakladani primarnich kultur.

I ptes negativa, které¢ tyto metody maji, vyznam explantatovych kultur stale vzruasta.
Ptispiva k tomu pfedevS§im produkce bezvirdzniho materidlu. Na principu kultivace a
termoterapie meristému je zaloZeno ozdravovani rostlin od virovych chorob, za téelem

snizeni koncentrace vira ve vzrostlém vrcholu.



2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni reserSi, Kter4 bude vystihovat
kultivaci révy vinné v podminkach in vitro, pifedev§im prozkoumat vhodna media
obohacena o koncentrace rostlinnych hormont. Na zakladé ziskanych znalosti a
informaci dané poznatky vyuzit pro kultivaci vybranych odrad révy vinné
v podminkéch in vitro. Po pievodu rostlin do aseptickych podminek bylo cilem sledovat

uspésnost kultivace explantat na jednotlivych médiich a vysledky vyhodnotit.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 BOTANICKA CHARAKTERISTIKA REVY VINNE

3.1.1 Zarazeni révy vinné podle Linnaeuse (1753)

Druh: Vitis vinifera — réva vinna

Rod: Vitis — réva

Celed: Vitaceae — révovité

Rad: Vitales — révotvaré

Ttida: Rosopsida — vyssi dvoudélozné
Oddgleni: Magnoliophyta — krytosemenné

Podtise: Tracheobionta — cévnaté rostliny

Rige: Plantae — rostliny
3.1.2 Zakladni rozdéleni rodu Vitis (Planchon, 1887)

Podrod Euvitis — pocet chromozomii 2n=38
Podrod Muscadinia — po¢et chromozomu 2n=40
Druh Muscadiana musnsoniana
Druh Muscadinia popenoi

Druh Muscadinia rotundifolia
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3.1.3 Rozdéleni druhu Vitis vinifera L. (Olmo, 1976)

Poddruhy Vitis vinifera L.

Vitis vinifera subsp. vinifera (sativa) — oznacovana nékdy jako ,,evropska réva“,
uslechtild forma (Zecca a kol., 2009).

Podle podminek vyvoje, biologicky a charakteristicky morfologickych vlastnosti
roz¢lenil Negrul (1946) odrudu Vitis vinifera subsp. sativa do tii skupin (lat. proles):

Proles occidentalis (skupina zapadni)
Proles pontica (skupina ¢ernomotska)
Proles orientalis (skupina vychodni)

Vitis vinifera subsp. silvestris (sylvestris) — divoka forma, nazyvana ,lesni réva‘“ (Zecca
a kol., 2009).

3.1.4 Pivod a historie révy vinné

Vinaistvi je velmi ¢asto spojovano s &innosti klasterts v Cechach. Prvni zminka o
vinicich v Cechach je z roku 1057 v darovaci listing Spytihnéva II., ktery ji daroval,
kolegialnimu kostelu sv. Stépana v LitoméFicich. Na Moravé to byla listina z roku 1101

klasteru benediktint v Ttebi¢i (Kraus, 2012).

Cisar Karel IV. vydal v roce 1358 natizeni o zakladani vinic a tim zvysil zajem o
vinafstvi. Ve 14. stoleti byly Znojmo, Hustope¢e a Mikulov pokladdny za jedny
z nejvetSich vinafskych stiedisek na Morave. Vladislav Jagelonsky nafidil roku 1497
zapis vSech vinic do vini¢nich gruntovnich knih a zavedl kontrolu jakosti vin (Kraus,
2012; Kraus, 1993).

V roce 1654 bylo na Moravé 18 328 ha a v Cechach 3336 ha vinic. Od prvniho
napadeni révy révokazem a houbovymi chorobami na Moravé v roce 1890 plocha vinic
klesala az do roku 1930. Vysadby vinic klesly na Moravé na 3870 ha. K nartstani o
polovinu doslo v roce 1960 a v roce 1980 bylo u nés osazeno révovym kefem 14019 ha.

Podle registraénich vysledk UKZUS ¢inila plocha produkénich vinic v roce 2011
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19 633, 45 ha, pticemz osazenych ploch vinicemi je 17 198, 05 ha. Ostatni evidované
plochy piedstavuji vyklucené plochy s pravem opétovné vysadby. V roce 2014 evidoval
UKZUS 17 531 ha vinic (Kraus, 2012).

3.1.5 Morfologie révy vinné (Vitis vinifera ssp. vinifera)

Réva vinnad byla podle piedpokladt, puvodné ketovitou rostlinou, rostouci
Vv lesostepi, kde vyzadovala slunna mista. Pii pohlcovani slunnych mist lesem hrozilo,
ze ketovitou révu zadusi. Postupem Casu zacala vytvéiet kmen a ménit se na popinavou

formu révy (Kraus a kol., 2000; Kraus, 2012).

Réva vinna je vytrvala rostlina s oboupohlavnimi kvéty, hrozny a bobulemi
slouzici pro vyrobu vina nebo pro ptimy konzum. V podminkach mirného pasu je
pestovana na opérnych draténkach a konstrukcich. Svétlomilnost je dilezitou vlastnosti

u révy vinné (Kraus, 2012).

Nadzemni ¢ast je tvofena dfevnatymi a zelenymi ¢astmi. Dievnaté Casti tvofi
staré, dvouleté a jednoleté dievo, mezi staré dievo patii kmen a kordonova ramena.
Jednoleté dievo je zdievnatély letorost po opadu listi s ukonéenou vegetaci. Na
letorostu vyrustaji ocka (pupeny), listy, zalistky, kvétenstvi, iponky a hrozny, které jsou
tvofeny stopkou, tfapinou a bobulemi (Michlovsky, 2002; Pavlousek, 2011; Kraus,
2012).

Vétsina kotent révy vinné, piedevsim jemnych (kofenové vlaseni), byva Casto
v horni ¢asti ptdniho profilu (0,5 — 0,9 m). Hlavni kofeny v zavislosti na mate¢ni
horning, hloubce podzemnich vod nebo typu ptidy mohou prortst az do hloubky 30 m
(Galet, 2000).

3.1.6 Vyznam révy vinné

Clovék zna a vyuziva révu vinnou od davnych dob, plody vyuzival, jako
dopln¢k stravy. Brzy zjistil, Ze ma prospésné ucinky pro organismus. Diky fimskym
spisovatelim vime, Ze hrozny lidé vyuzivali jako 1é¢ivo proti zacp€ a jinym problémiim.

Révu vinnou péstujeme kvili plodim, které maji vSestranné vyuziti. Bobule tvofici
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hrozny se piedev§im v nasi zemi vyuzivaji pro vyrobu vina. Hrozny je vSak také mozné

vyuzit na vyrobu riznych napoji ¢i pokrma (Dohnal a Kraus, 1968).

Kraus a Hubacek, (1982) rozdéluji vina na ticha vina — ¢ervena, bila, rizova vina;
specialni vina — tokajska, perliva, Sumiva, dezertni a aromatizovana vina. Dle Dohnala a
Krause, (1972) jsou hrozny vhodné pro piimy konzum, na vyrobu kompott, sirupti a
mosti. Ze semen lze vyrobit olej, nebo mouka, Z matolin vysrdZzenim vinanu vapenatého
kyselina vinna, hroznové vylisky mizou slouzit, jako krmivo pro dobytek. Matoliny 1ze
také vyuzit pro tvorbu destilati. (Kovac a kol., 1990) Tripathi a kol., (2014) popisuje

vyuziti listi révy vinné v gastronomii jako soucast salati a zavitku.

3.2 ROZMNOZOVANI REVY VINNE

Rozmnozovani révy vinné a jejich podnozi je potiebné pro zachovani neustalé
reprodukce produkénich ploch podnozovych a uSlechtilych vinic. MnoZeni je také
dalezité pro védecké zkouméni znakii a vlastnosti, existujicich druhti a odriad, pro
zachovani stavajiciho genofondu a pro potieby vyslechténi novych odrid (Hronsky a
kol., 2000).

Révu vinnou lze rozmnoZovat vegetativng, nebo generativné. V procesu $lechténi
novych odrid je mnozena generativné, pomoci semen. Od pocatkii domestikace je
VvV praxi vyuzivan vegetativni zpusob. Ve 2. poloviné 19. stoleti, pfed zavleCenim
révokazu, byla jedna odrida révy roubovana na druhou, nebo byla péstovana jako
pravokofenna. Po uspésném Slechténi rezistentnich odrud je réva vinna rozmnoZovana

vyhradné roubovanim (Pavlousek, 2011).

3.2.1 Zpisoby rozmnoZovani révy vinné

3.2.1.1 Generativni rozmnoZovani (pohlavni mnoZeni)

Zpusob generativniho mnozeni je typicky pro druhy, jako jsou Vitis amurensis,

Vitis riparia (V. odoratissima), Vitis labruska, Vitis coignetiae (Walter, 1997).

Tento zpusob je vyuzivan pii $lechténi novych odrud révy vinné. Rostliny jsou

rozmnozovany pohlavné pomoci semen. Generativni rozmnozovani neni v produkénim
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vinohradnictvi vyuzivano. Rostliny rozmnozované generativné nedédi znaky a
vlastnosti rodi¢u. Kli¢ivost semen révy vinné je velmi nizka, to vSak neni zptisobeno jen
genetickymi vlastnostmi, ale i nepfiznivymi agroekologickymi podminkami, které maji
vliv na vyzralost semen. Révové kete ziskané generativnim zpusobem, maji variabilni
morfologické a fyziologické vlastnosti. Generativné mnozena réva vinna plodi
Vv pozdéjsich mésicich, nez vegetativné mnozena réva (Hronsky a kol., 2000; Kraus,
2012).

3.2.1.2 Vegetativni rozmnoZovani (nepohlavni mnoZeni)

Vegetativni zpiisob rozmnozovani je provadén pomoci Ccasti rostlin, coz
zabezpecuje ptfenos vlastnosti mateiské rostliny na nové potomstvo. Tento zpusob
mnozeni je vyuzivan ve vinohradnické vyrobé pii rozmnozovani podnozovych a
uslechtilych odriid révy vinné. Vyhodou vegetativniho mnozeni je tvorba bohaté
kotfenové soustavy, kompenzace negativnich vlastnosti révy (napf. slaby rist,
sprchavani), pravidelna a kvalitni uroda, zvySena odolnost viic¢i chlordze, fyziologickym
porucham a jinym $kodlivym Cinitelim, také je zvySena odolnost vrchni ¢asti révového

kefe vii¢i zimnim mrazikim (Gas$par a kol., 1996; Hronsky a kol., 2000).
Vegetativni mnozeni rozdélujeme dle zpisobu ziskanych novych rostlin na:
A) Vegetativni rozmnozovani piimé

Nov¢ vznikla rostlina je pouze zjedné Casti révového kefe. Mladé rostliny
uslechtilé 1 podnozové révy, které jsou vysazené na produkcni plochu, jsou nazyvany
kofenace. Pro pfimé rozmnoZovani lze vyuzit rlizné zplsoby: rozmnozovani fizky
jednoletého dieva, rozmnozovani pupenovymi tizKy, rozmnozovani zelenymi rouby,

rozmnozovani hiizenim a rozmnozovani dolovanim (Hronsky a kol., 2000).
B) Vegetativni rozmnozovani nepiimé

Po napadeni révy msic¢kou révokaz (Viteus vitifoliae) se zacal vyuzivat nepfimy
zpusob mnozeni (roubovani na rezistentni podnoze), protoze evropska réva hynula.
Bylo zjisténo, ze Skidce napadal kofenovy systém a jedinou uc¢innou ochranou bylo
Stépovat na odolné podnoze, které vznikly kiizenim americkych druht révy, nebo jako
ktizenci evropskych odrud s americkymi druhy. Nové vznikli stépovance vznikali ze

dvou velmi ptibuznych druhi, které byly schopny odolavat msi¢ce pod prahem jeji
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Skodlivosti. Podnozové rouby vytvaii kofenovy kmen s postrannimi kotfeny a uslechtila

Cast tvaruje révovy kef nad zemi (Hronsky a kol., 2000; Pavlousek, 2011; Kraus, 2012).

Nejvice pouzivanym zpusobem rozmnozovani révy vinné je roubovani. Je to
spojeni dvou botanicky ptfibuznych ¢asti rostlin, které sristem vytvofi jeden biologicky

celek schopny dalsiho vyvinu.

Kalus — ochranna vrstva hojiciho pletiva, které je tvofeno na vSech feznych
ranach, kde srista podnoz s uslechtilou ¢asti. Postupné je pletivo spojeno a srista v

délivé pletivo = kambium (do stiedu vyhonu dievo a smérem ven lyko) (Walter, 1997).
Hronky a kol., 2000 rozd¢lil roubovani révy vinné podle terminu, mista a zptisobu na:

Roubovani za sucha také nazyvano, jako za stolem. Lze jej provadét po celou dobu

vegetac¢niho klidu. Z praktického hlediska vinohradnici rozdéluji roubovani za sucha dle
doby provedeni na zimni (leden, Unor) a na jarni coz je vice vyuzivany termin (bifezen,
duben). Podle zptisobu provedeni je roubovani rozdéleno na roubovani v ruce (anglicka
jazyckova kopulace) a na roubovani za pomoci strojku (pfi fezu strojkem vznikaji rizné

tvary fezu - lamelovy fez, omega fez, pii¢ny fez)

Roubovani na stanovi$ti za zelena je vyuzivano na pieroubovani podnozovych a

nezadoucich odrid, v dobé kveteni, nebo v dobé intenzivniho rastu.

Roubovéni na stanovisti za sucha je vhodné pro pieroubovani podnozi a nevhodnych

odrud, které slabé rodi, opadavaji jim kvéty (sprchavani), nebo z jinych biologickych a
agroekologickych pfic¢in. Vhodna doba roubovani je tésné pred raSenim pupeni az do
doby nez vyrasi prvni listky. NejCastéji lze roubovat na stanovisti za sucha tfemi
zpusoby: roubovani na kozi nozku, roubovani do rozstépu koienového kmene,

roubovani do boku kofenového kmene (Hronsky a kol., 2000; Pavlousek, 2011).

3.3 KULTIVACE REVY VINNE V PODMINKACH IN VITRO

3.3.1 Rostlinné explantaty

Rostlinné explantaty jsou samostatné rostlinné organy, builky nebo pletiva

kultivované in vitro za velmi specifickych, sterilnich podminek na zivnych pudach
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(médiich). Rostlinnd buiika méa schopnost umoznit vznik rGzného pletiva, nebo i celého
organismu (totipotence) a to je zakladem pro existenci rostlinnych explantati.
Totipotetni buniky, jsou takové buiiky, které maji schopnost utvoftit jakykoliv typ bunky,
ktery se vyskytuje v organismu. Kompletni genetickd informace je soucasti kazdé
totipotentni bunky, kterda ma schopnost diferenciace. U rostlinnych druht, které jsou
péstovany ve sterilnich podminkach, je eliminovano mnozstvi vyskytu nezadoucich

patogent (bakterie, houby), (Bruce, 1998; Natr, 1998).

Bauer v roce 1939 poprvé definoval explantat, jako kazdou ¢ast Zivého pletiva,
komplex organtli, nebo cely organ, ktery je vytrzen ze vzdjemné propojenych vztahli
kcelku a je péstovan v umélych podminkach. Kontrolovana asepticka kultivace
explantatovych rostlin, nebo jejich ¢&asti, je kultivace ve sterilnich podminkach na
sterilnich Zivnych pidach (médiich) za ptfesné¢ definovanych hormondlnich (rGstové
regulatory), nutricnich (nitraty, sacharidy) a fyzikalnich (teplota, svétlo, pH) podminek
(Kincl, Krpes, 2000).

Rostlinnym explantaitem muze byt celd rostlina, listy, stonky, pryty, kofeny, pupeny,

semena, meristémy, kalus, buiiky, protoplasty, dokonce 1 embrya (Novak, 1990).

3.3.2 Techniky kultivace explantatu révy vinné v podminkach in vitro

Metody rozmnozovani v in vitro podminkach, které jsou zalozeny na nékolika
principech, jsou znamy vice nez 20. let. Skoog a Miller, (1957) popsali vzajemny pomér
auxini a cytokinint tj. regulaci diferenciace vrcholt a kofent v podminkach in vitro

diky uc¢inkiim rastovych regulatora

Explantatové kultury z hlediska zachovani genotypu rozliSujem na kultury
zachovavajici plivodni genotyp a na kultury genotypové nestabilni. Kultury, které si
zachovavaji pavodni genotyp, jsou vhodné pro vegetativni mnozeni v podminkéch in
vitro (meristémové kultury, nodalni a pupenove explantaty a embryokultury), naopak
genotypoveé nestabilni kultury, u nichz hrozi vyskyt mutaci rozSifujici genetickou
variabilitu vyuzivanou ve §lechténi (suspenzni a kalusové kultury, kultury protoplasti)

(Nakano a kol., 1997; Sebéanek a Sladky, 1988).
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3.3.2.1 Kultivace rostlin v podminkéch in vitro

Odborny termin in vitro je vyuzivan v biologii, medicing a dal$ich ptibuznych
oborech pracujicich s zivymi organismy (mikroorganismy, buiiky, biologické molekuly)
a jejich ¢astmi v uméle vytvorenych podminkach (mikroorganismy, nebo buiky jsou
zkoumany na umélém kultivaénim médiu, proteiny jsou pozorovany v roztocich).
Z latiny je tento termin pteklada jako ,,pod sklem*, kde lze néco kultivovat, péstovat,
nebo ozdravovat. In vitro lze také vyuzivat pii ziskavani novych genetickych zdroji
nebo v experimentélni biologii. Studie vin vitro podminkach Ize provadét ve
zkumavkach, Petriho miskach, Erlenmayerovych batikdch a dal$im laboratornim skle

(Novak, 1990).

Kultivace in vitro muze byt také vyuZivat k rozmnozovani rostlin vegetativnim
zpusobem (klonovani). Pletiva, ktera jsou izolovana v aseptickych podminkéch, jsou
pfevadény na zivnd média (pidy). Pokud maji tyto média vhodné sloZeni, tvoii se na
feznych ranach kalus neboli hojivé pletivo. Schopnost mikropropagace in vitro je u
jednotlivych druhii rostlin riiznd a zévisi nejen na genetické rozmanitosti, ale i na
momentalnim fyziologickém stavu variet a kultivara (Muraschige, 1974; Nookaraju a
kol., 2013).

3.3.2.2 Meristémové kultury

Meristémové kultury jsou zakladany z axilarnich nebo vrcholovych meristému a
umoziuji ziskat viruprosté rostliny. Pfednosti této metody mikropropagece je zachovani
genetické stability u ziskaného materialu (Gifford a Hewitt, 1961; Galzy 1972; Bini,
1976; Sebanek a Sladky, 1988).

3.3.2.3 Kaultura izolovanych organi

U wzitkovych a nekulturnich dfevin miZze byt kultura izolovanych organi
vhodnou technikou kultivace izolovanych internodii s lateralnimi pupeny. Letorosty
s pupeny jsou stratifikovany nebo jsou odebirany v obdobi dormance. Rostliny vzniklé
zpupenu si zachovavaji genetickou stabilitu a jsou vhodné k vyuziti k dal§imu

rozmnozovani v podminkach in vitro (Torregrosa a kol., 1995).
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3.3.2.4 Embryokultura

Embryokultura je vyuzivdna pro zachranu embryi z kiizeni mezi révovymi
odrtidami, které vytvaii malo semen, nebo z kiizeni mezi odridami tvofici malo semen
a odridami, které tvoii dostatek semen (Stamp a Meredith, 1988, Bouquet, 1989;
Tangolar a kol., 2008).

Embryokultura byla rozdé€lena dle Raghavan (1980) do dvou skupin:

1) Kultura semennych embryi, pfi této metod¢ je jako explantat vyuzivana plné

vyvinuta bipolarni struktura obsahujici stonkovy a kofenovy meristém.

2) Kultura embryi, za kterou jsou povazovany vSechna stadia nezralych zarodkd, které

predchazi prerozdélovani déloh.

3.3.2.5 Prasnikova kultura

Pti této metod¢ jsou ke kultivaci vyuzivany celé prasniky steriln¢ vypreparované
z poupat. Prasniky jsou vkladany na povrch pevného média (Bourgin a Nitsch, 1976),
nebo plavou v tekutém médiu na povrchu (Wernicke a Kohlenbach, 1975). V prtbéhu
25 — 60 dnd za¢nou proristat zelené haploidni rostliny. Kultivace pomoci celych
prasnikli ma nevyhodu v moznosti vzniku rostlin i ze somatickych pletiv prasniku.
Tento jev ma za nasledek produkci rostlin razné ploidie (Sunderland a Roberts, 1979;
Lopez Perez a kol., 2005; Cutanda a kol., 2008).

3.3.2.6 Kalusova metoda

Jako kalusova kultura muze byt vyuzita rGzna cast vegetativniho organu.
Explantaty mohou byt ¢asti listl, fapiki, stonki, ale také i kotentli. Vysledkem premény
bunék explantati vznika casto kalus. V podminkach in vitro pfedstavuje kalus
heterogenni systém dediferencovanych 1 diferencovanych buné¢k, ktery nema tvar,
polaritu a organizovany rust. Kalus lze pozorovat na okrajich explantatu, ve vztyéenych

mistech v kontaktu s médiem (George a Sherriongton, 1984).
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3.3.3 Zasady multiplikace explantati révy vinné v podminkach in vitro

Jednotlivé genotypy révy vinné se vzdy lisi v tkanové kultufe, a proto vyzaduji
optimalni podminky kultivace pro mnozeni in vitro. Pfi manipulaci v laminarnim boxu
jsou explantaty velmi citlivé na dehydrataci. Proto prace musi byt velmi rychla a neni
vhodné brét vice materialu z kultiva¢nich nadob. Jinak dochazi vlivem sterilniho proudu
v laminarnim boxu k rychlé dehydrataci. Optimalni teplota v mistnosti by méla byt pro
tento Ucel do 22°C. Dle Faltuse a kol. (2012) mize byt snizeno mozné riziko poSkozeni
explantati dehydrataci, kdyZ umistime segmenty do destilované vody. Abychom snizili
nebo upln¢ eliminovali riziko poSkozeni explantatd dehydrataci, umistime segmenty do
sterilni destilované vody, ktera je pfipravena nejlépe v Petriho misce, kde dochazi

k apravé segmentt (Nookaraju a kol., 2008; Faltus a kol., 2012).

3.3.4 Vyhody vyuzivani rostlinnych in vitro kultur

Za jednu z hlavnich vyhod explantatovych kultur 1ze povazovat pouziti takovych
organl, nebo jejich casti, které nejsou ke klasickému vegetativnimu rozmnoZovani
vyuzivany. Vyhody kultivace v in vitro podminkach spocivaji predevsim ve vysoké
rychlosti multiplikace a ve vysokém mnozitelském koeficientu. Earle a Langhans,
(1974) uvadi, jako piiklad druh Chrysanthemum morifilium, jehoz koeficient pfi
klasickém mnozeni (fizkovanim) je 1:max. 3000, meristémovou cestou 1:10 miliontim
a cestou kalusove kultury 1:9 miliardam. Mnozeni a produkce zdravého rostlinného
materidlu, je jednim z nejvétsich piinost rozmnozovani ve sterilnich podminkach.
Rostliny vyprodukované v in vitro podminkach jsou uniformni, protoze multiplikace

probiha vegetativné (produkce klont), (Novék, 1990).

In vitro kultivace je vyuzivana pfedevsim k rozmnozovani rostlinného materialu,
ale také pfi eliminaci patogentli, zejména virti. Kultivace se uplatiiuje 1 pii Slechténi
novych odrid, pro védecké ucely a pii produkci latek (sekundarnich metaboliti)

vyuzivanych ve farmacii, nebo primyslu (Chaloupek, 1995; Razdan, 2003).

3.3.5 Nevyhody mnoZeni rostlin v podminkéach in vitro

Jednou z nevyhod multiplikace rostlin v podminké&ch in vitro je moznost vyskytu

somaklonalni variability, coz je zaloZeno na genetickych zménach, které mohou
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existovat jiz v primarnim explantatu, nebo vzniknou béhem kultivace in vitro. U
explantati mnozenych in vitro hrozi nebezpeci genetické degradace. Rostliny
kultivované v in vitro podminkach trpi velmi ¢asto hyperhydrataci (vodnaténi pletiv),
(Dawn, 1987). Jako opatieni proti hyperhydrataci Chee a Pool (1982) navrhl, Ze
pfidanim nizké koncentrace auxinii do média je tento jev minimalizovan. Rostliny
mizou také trpét habituaci (schopnost nékterych explantati po urcitém cCase
obnovit biosyntézu chybégjicich latek (napf. fytohormonu)). Dalsi nevyhodou u
rozmnozovani rostlin v in vitro podminkach je pracnost a energeticka naro¢nost (Dawn,
1987; Razdan, 2003).

3.3.6 Rostliny vyuzZivané p¥i kultivaci v podminkach in vitro

Vhodné rostliny pro multiplikaci v podminkach in vitro dle riznych autort:

Chaloupek, (1995) uvadi jako rostliny vhodné pro multiplikace, (klonovani) napf.
brambor (Solanum tuberosum), réva vinna (Vitis vinifera L.), jahody (Fragaria vesca),
lesni a ovocné dieviny, orchidee (Orchidea), karafidty (Dianthus). Broome a
Zimmerman, (1978) zkouseli multiplikovat ostruzinik (Rubus), Hasegawa, (1978) rize
(Rosa), Svabenska, (2011) uvadi, ze v produkénim zahradnictvi se timto zptisobem

mnozi masozravé rostliny, africké fialky (Saintpaulia) a rododendrony (Rhododendron).

Muraschige, (1979) rozdélil proces rozmnozovani rostlin v podminkach in vitro,
na jednotlivé kroky: zaloZeni aseptické kultury, multiplikace, pfiprava pro pievedeni

rostlin do ptidy a dopéstovani rostlin v pide¢.

3.3.7 Rustové regulatory

Rust rostlin byl koncem 19. stoleti a na pocatku 20, stoleti spojovan s procesy
vyzivy. MySlenku o existenci chemickych latek vyslovil némecky botanik Julius von
Sachs, kdy za pomoci téchto latek miizou mezi sebou komunikovat jednotlivé organy
v rostling€. Sachs se domnival, Ze jedna latka podporuje rust listil a jind zplsobuje rlst
stonku, kofene, nebo kvétu. Doposud takové latky nebyly nikdy v rostlinch
identifikovany (Razdan, 2003).

Koncem 20. stoleti byl vyzkum ohledné fyziologie riistu obracen k tzv. ristovym

latkam, poté oznaCovanym jako rostlinné fytohormony (hormony). Dale k objevu
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hormonti pfispéla domnénka prof. R. Dostala, ktery pouzil experiment signalnich
(morfologickych) ptistupti. Jako ptiklad mize byt uveden rist kli¢nich rostlin hrachu,
kdy po odfezani vrchni Casti lodyhy a jedné délohy rostly pouze pupeny v uzlabi
odfiznuté délohy. V dnesni dobé jsou tyto latky znamé pod pojmem riistové regulatory

(’gvihra a kol., 1989; Prochazka a kol. 1998).

Fytohormony hraji vyznamnou roli pfi riistu a vyvoji rostlin. Neexistuje ristovy
proces, ktery by byl ovliviiovan (regulovan) pouze jednim fytohormonem, a na druhé
strané neexistuje fytohormon, ktery by ovliviloval pouze jediny rlstovy proces

(Prochazka a kol., 1997).

Silvestroni, (1981) uvadi, Ze druh kultivaéniho média zavisi na druhu a kultivaru
révy vinné, proto se vysledky v jedné studii velmi Casto lisi s vysledky jiné studie. To
by mohlo vysvétlovat rozdily v mineradlnim slozeni a obsahu rtstovych regulatora pfi

zakladani primarnich kultur a samotné multiplikaci

Regulatory rostlinného ristu byvaji do kultiva¢nich médii ptfidavany dle jejich
ucinku; stimuldtory — podpora ristu, inhibitory — zpomaleni ristu. Nejcastéji jsou
vyuzivany jako stimulatory cytokininy, auxiny, brassinosteroidy a gibereliny. Kyselina
abscisova slouzi v kultiva¢nich médiich, jako inhibitor rostlinného rlstu. Zvlastnim
hormonem v kultiva¢nich médiich je etylen, ktery je do nadobek na kultivaci
produkovan samotnou rostlinou (explantatem), (Fiserova, Hradilik, 1996; Hradilik,
2005).

3.3.8 Rozdéleni ristovych regulatori

dle Prochazky a kol. (1997)

1. regulatory ristu vznikajici pfi metabolismu aminokyselin, mezi néz patii
indolové a neidolové auxiny a fenolové latky tvofici se z aminokyselin tryptofanu,

fenylalaninu a tyrosinu, etylen vznikajici z metioninu.

2. regulatory rustu tvotené izoprenovymi jednotkami vzniklymi z kyseliny

mevalonové, cytokininy, nebo abscisiny — jako kyselina abscisova a xanthoxin.
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dle Kutiny (1988)

Autor rozdéluje rustové hormony na stimulatory, mezi né patéi auxiny,
gibereliny a cytokininy. Dalsi skupinou jsou inhibitory, které tvoii kyselina abscisova a

etylen.

3.3.9 Nejcastéji vyuzivané rostlinné hormony p¥i multiplikaci in vitro

Zakladni slozkou médii pro tkanové kultury jsou auxiny a cytokininy.
Kombinace téchto dvou hormont v kultiva¢nich médiich podporuje dediferenciaci a
také opétovnou diferenciaci. Na zakladé vysledkd mnoha studii bylo zjisténo, Ze vliv
cytokininu na auxin v urcitém procesu pusobi podptrné nebo mirné modifika¢né.
Historie explantatovych kultur ukazala, Ze pifitomnost auxinu je nutnd pro tvorbu
kalusového pletiva v kultiva¢nich médiich. Béznou slozkou kultivaénich médii je dle
Kurmiho, (2011) kyselina 2, 4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kterd podporuje tvorbu
kalusu i1 u takovych druhi, nebo explantatii, u kterych jiné riistové regulatory plisobily
neuéinné. VétSina druhlt vyzaduje pro indukci kalusu a pro dlouhodobéjsi kultivaci
kombinaci auxinu a cytokininu. Kombinace auxinli a cytokininl je vyuZzivana pro
vyvolani organogeneze v kalusovych a organovych kulturach, obcas se vyuZzivaji i
v prasnikovych kulturach. Pfi zakofenovani in vitro a pii indukci somatické
embryogeneze maji zvlastni postaveni (Novak, 1990; Prochéazka a kol., 1997; Prochazka
a kol., 1998).
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Tabulka 1: Uginky nejéastéji vyuzivanych rostlinnych regulatorii v kultivaénich médiich
(Hradilik, 2005)

Riistovy Hormon Utinek

Indukce tvorby adventivnich pupenti, stimulace kalusu a bun¢k,

stimulace ristu apikalnich meristému, indukce somatické

Auxiny embryogeneze

Snizeni apikalni dominance, podpora buné¢ného déleni, indukce

aktivity meristému a tvorba pupent, inhibice tvorby kofenového

Cytokininy systému, podpora vétveni (rist axilarnich pupenti)

Stimulace rustu kalusu, stimulace ristu bunéénych kultur, stimaluce

v

Giberiliny pfitomnosti auxint v médiu

Stimulace kveteni, indukce somatickych embryi, zbrzdéni ristu

xplantatd, navozeni dormance
ABA explantatu, navoze

3.3.9.1 Auxiny

Auxiny jsou fytohormony, které maji za nasledek organogenezi a tvorbu
rostlinnych organd. Uginky auxinii v rostlinach jsou velmi rozmanité a ¢etné. Udrzuji
polaritu, ovliviiuji vétveni nadzemnich a podzemnich ¢asti rostlin. Riistova aktivace je
spjata se snizenou hladinou auxinu a se zvySenym obsahem cytokininu v Gzlabnich
pupenech. Stimuluji pozitivn€ i negativné prodluzovaci rist. Ve spojitosti s ristovou
stimulaci hraji auxiny roli v regulaci tropizmt (fototropizmus, gravitropizmus). Auxiny
nejen, ze stimuluji déleni bunék, ale 1 jejich prodluzovaci rist, dale stimuluji bunécné
kambidlni déleni a vyvoj svazkii cévnich. Dulezitou roli hraji auxiny pii vyvoji plodi.
Déle auxiny reguluji organogenezi in vitro a vibec maji zasadni vliv pfi mezi
organovych komunikacich. Auxiny zpomaluji zrani hroznt. V dobé vyvoje bobule
jejich obsah klesa, ¢imz dochazi ke stimulaci zrani hroznu (Prochazka a kol., 1997;
Prochéazka a kol., 1998; Pavlousek 2011).
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V kultivacnich médiich jsou auxiny vyuzivany, jako stimulatory rdstu pro
utvareni kalusu a bunék, k indukci somatické embryogeneze, k utvateni adventivnich
kofenti a ke stimulaci rastu apikalnich pletiv. Auxiny vznikaji v koleoptile (Prochazka a
kol., 1997).

Mezi piirozené auxiny patii kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-
maéselna (IBA), 4-chlor-1AA, kyselina fenyloctova (PAA).

Syntetické auxiny rozdéluje Prochazka a kol. (1997) do péti skupin:
a) indolové kyseliny-kyselina indolyl-3-propionova (IPA)
b) naftalenové kyseliny-a-naftyloctova (NAA) a B-naftyloctovra (NOA)

c) chlorfenoxykyseliny-2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T), 2-metyl-4-chlorfenoxyoctova (MCPA)

d) benzoové kyseliny-2,4,6 a 2,4,5-trichlorbenzoova, dicamba

e) derivaty kyseliny pikolinové — picloram

3.3.9.2 Cytokininy

Cytokininy jsou hormony podporujici buné¢né déleni, indukuji tvorbu pupent a
meristému. Tyto hormony podporuji riist axilarnich pupent a snizuji apikalni dominanci
a spolu sauxinem umozinuji regeneraci rostlin v tkanovych kulturach. Pfitomnost
cytokininli v médiu velmi Casto brani tvorbé kofenil. Nej€astéji vyuzivané cytokininy,

které byvaji ptidavany do kultiva¢nich médii jsou:
benzylaminopurin (BA),
6-y-y-dimethylaminopuin (2-ip),

N-I (2-furfurylamin) 1-H-purin-6-amin (kinetin),

6-(4-hydroxy-3-methyl-trans-2 butanylamino) purin (zeatin) (Prochazka a kol., 1998;
Razdan, 2003) .

Prirozené cytokininy jsou zeatin a 2ip, mezi syntetiské cytokininy patii BA a kinetin
(Razdan, 2003)
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Syntéza cytokininti probihd hlavné v kotfenech a to ve vrcholové ¢asti. Pomoci
xylému jsou z vrcholové ¢asti transportovany do nadzemni ¢asti rostliny, pfedevsim do
listt. V listech ptechazeji do floému a odtud mohou byt rozvadény do jinych organti. Ve
floému a xylému je transport cytokinini fotoperiodicky regulovan a s polarnim
transportem IAA je velmi tésné¢ propojen napf. zvySeni koncentrace cytokinint
v xylému, zpisobila dekapitace fazolu, tuto koncentraci Ize snizit na pivodni mnozstvi
aplikaci na dekapitovany vrchol NAA. Opacné sméfovany transport cytokinind a
transport 1AA z vrcholu k bazi rostliny hraje vyznamnou roli v regulaci morfogeneze
(Prochazka a kol., 1998).

Cytokininy stimuluji vétveni stonku a odnozovani rostlin. Tento d¢j probiha,
kdyz je potlacena, dominance apikalniho pupene. Ve vétsiné piipadt se jedna o hlavni
stonek. Cytokininy také zpomaluji starnuti rostlinnych organti a pletiv. Stimuluji
diferenciaci tvorby chlorofylu, Skrobu a plastidi. ZvySuji rezistenci rostlin vici
extrémnim podminkam (vysoka teplota, zaplaveni kofend a zasoleni pudy). Iniciuji
tvorbu semene. Dilezité je védét, ze cytokininy nezplsobuji tyto procesy samy, ale

v souvislosti s jinymi fytohormony (Prochédzka a kol., 1997; Prochazka a kol., 1998).

V hormondélnich regulacich riznych fyziologickych procesi hraji cytokininy
velkou ulohu. Na fadu biologickych procest vykazuji cytokininy shodné ucinky, ale jen
Vv ptipadé, Ze je regulovana pomoci genovych manipulaci jejich hladina. Biologickymi
procesy je mysleno stimulace bunééného déleni, stimulace vétveni a tvorba odnozi,
iniciace ristu adventivnich pupent, inhibice diferenciace, rdst kofenti, redukce
dlouzivého rustu a oddaleni starnuti pletiv. Cytokininy jsou schopny s jinymi
fytohormony (auxiny) puasobit na fyziologické procesy (Prochédzka a kol, 1997; Edwin a
kol., 2008).

3.3.9.3 Gibereliny

Tteti vyznamnou skupinu rastovych regulatorti tvofi gibereliny. Gibereliny jsou
mén¢ Casto vyuzivané rostlinnymi explantaty, nékteré je viibec pro sviij riist nevyzaduji,
avSak n¢kdy je giberelin tfeba pfidat pro stimulaci rlstu. Gibereliny stimuluji rdst
zakrslych rostlin a tvorbu kalusu. Bez pfitomnosti auxinu se ucinky giberelini malokdy

projevuji (Edwin a kol., 2008).
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Chemicky patii gibereliny do skupiny terpenii. Cela skupina giberelint je fazena
do slabych organickych kyselin. Jsou to bilé, krystalické latky, Spatné se rozpoustéjici
ve vodé¢, jsou dobie rozpustné v alkalickych vodnych roztocich a organickych
rozpoustédlech. Neni doporucovano je autoklavovat, coz znamena, ze se do sterilnich
médii ptidavaji pres bakterialni filtrace. Odli$nost jednotlivych giberelini je v poctu
hydroxyl a dvojnych vazeb. Gibereliny si na rozdil od aplikovaného auxinu v rostliné
zachovavaji po dlouhou dobu aktivitu a na rlst neptisobi toxicky, ani ve vyssi
koncentraci. Jsou to nativni, stabilni latky vyrobené fermentaci houby Gibberella
fujikuroi. Gibereliny vSak mohou pfechazet na neaktivni formy, tvorbou konjugatd se
sacharidy (glykosidy, glukosyl estery). (Svihra kol., 1989) Pomoci organickych
rozpoustédel (80% metanol) je extrahujeme z rostlinného materidlu. V piitomnosti
antioxidanti miizeme pouzit i octan etylnaty, etanol, nebo aceton, ale vzdy v chladnych

podminkach (Prochazka a kol., 1997).

Podle struktury mtzeme gibereliny rozdélit dvou skupin, gibereliny s 19 a 20
uhlikovymi atomy. (C-19 a C-20). Dle Prochazky a kol. (1998) mohou gibereliny C-19
vznikat z derivatdi C-20 vytvofenim laktonového kruhu za odstépeni CO,. Vznik
giberelinl je pravdépodobné ve vSech organech rostlin. V mistech aktivniho ristu a
nové se tvoricich organech byly zaznamenany nejvyssi hladiny giberelind. Transport
giberelini probiha floémem, ale byly zaznamenany i v xylému, coz svédc¢i o jejich
syntéze v kotenech (Prochazka a kol., 1997; Prochézka a kol., 1998; Edwin a kol.,
2003).

Stejné jako u auxint tak i giberelind je zndmo, ze stimuluji rist. Rozdil je vSak
V tom, Ze gibereliny stimuluji jen nadzemni ¢asti rostlin a neovliviiuji kofeny. Souctem
zvySené elongace a zvySené¢ho déleni bunék je pravé stimulace prodluzovaciho ristu.
Stimuluji tvorbu hydroldz, protéz a ribonukledz. U dlouhodennich rostlin indukuji
kveteni, ovliviiuji pohlavi kvétd. U mnoha rostlin aplikace giberelinu zvySuje tvorbu
samcich kvétd (okurka, Spenat), a tim padem siln€ snizuje tvorbu kvétd samicich.
Reguluji kli€eni, v embryu semene se nachazeji ve vazané formé€. Stimuluji: bunécné
déleni, rist listd a ploda, rust postrannich pupenti. Aplikace giberelinl zvySuje nasazeni
plodl, ve vétsing piipada je efektivnéj$i nez auxin. Tento Uc¢inek je nejefektivnéjsi u

jabloni a révy vinné (Prochazka a kol., 1998; Rios-Iribe a kol., 2011).
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Gibereliny jsou vyuzivany pii chemické ochrané proti hnilobam a Botritis
cinerea, jeji vyskyt plné neodstranuji, ale pouze ¢astecné omezuji, tim zvysuji zralost
hroznli a jakost vin. Ve sladovnictvi je giberelini vyuzivano ke zvySeni sladu pied
fermentaci kyseliny giberelové, ktera se podili na aktivité¢ a-amylazy. Diky zvySenému
prodluzovani internodii u cukrové titiny zvysuji gibereliny obsah cukru a vynos. Ve
Slechténi je kyselina giberelova vyuzivana ke zkraceni juvenilni periody u jehli¢nant a
také n¢kdy ke stimulaci vybihani dvouletych rostlin nebo tvorby samcich kvét.
Gibereliny muzou pisobit 1 jako retardanty prodluzujiciho rastu, tento proces je

vyuzivan u travnikovych koberct a parkovych porosti (Prochézka a kol., 1997).

3.3.10 Méné vyuzivané hormony z pohledu in vitro kultivace rostlin

3.3.10.1 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova je seskviterpen s15 uhliky, odvozena od kyseliny
mevalonové. Kyselina abscisova se mtize vyskytovat v n¢kolika izomerickych formach.

Je to fytohormon, ktery signalizuje stres (Prochézka a kol., 1998).

Kyselina abscisova je obsazena v rostliné ve velmi nizké koncentraci, jeji obsah
kolisd v pribéhu ontogeneze. Vodni stres, je hlavnim faktorem, ovliviiujicim jeji
hladinu. Syntetizuje se v dospélych listech, pupenech, semenech a hlizach. Pro
biosyntézu ABA jsou velmi dilezité karotenoidy, syntetizujici se v chloroplastech
dospélych listd. Kyselina abscisova je také utvarena VvV mladych Spickach koteni a

v men§im mnozstvi u vSech dalSich organt (Prochazka a kol., 1997).

Transport ABA je nepolarni, svéd¢i o to prvni pokusy, které provadél Dorffling
a Bottger vroce (1968). Vroce 1971 bylo jejich tvrzeni potvrzeno Ingersollem a
Smithem na pokusu s déloznimi segmenty baviniku. V hrachovém epikotylu se pozd¢ji
ukazalo, ze transport mtze byt ovlivnitelny jinymi fytohormony (IAA). Transport ABA
probiha u rostlin v xylému, floému, nékdy i v parenchymatickych buiikkach (Prochazka a
kol., 1997; Olinevich a Khokhlova; 2003).

Kyselina abscisova je inhibitorem prodluzovaciho riistu, coZ znamenad, Ze pro
aplikaci ABA na rostlinna pletiva a organy, dochazi ke sniZeni rychlosti ristu, v tomto
ptipadé ma ABA opacné Gcinky nez gibereliny a auxiny. ABA také urychluje procesy

starnuti. Reguluje dormanci plodd, hliz, cibuli a pupenti a tim brani pfed¢asnému klic¢eni
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odolnost cytoplazmy vici ztrat¢ vody pfi dlouhodobém suchu, zasoleni, chladu ¢i
jinému poskozeni. Kyselina abscisova je velmi dilezitym faktorem branici rostliny proti

stresim (Prochazka a kol., 1998; Marcinska a kol., 2013).

3.3.10.2 Etylen

Etylen je fytohormon, ktery je produkovan diky metabolizmu rostlin. (Kutina,
1988) Pro prakticky zivot je vyuziti etylenu diky jeho vlastnostem nevhodny. Vyuziva
se v kontrolované atmosféte pii dozravani ovoce. Etylen je také vyuzivan ke zvySeni
regenerace v mnoha in vitro systémech. Slouzi jako retardant v obilnafstvi. Etylen se
dokaze jako jediny reguldtor rozkladat v pletivech rostlin na pfirozené slozky

(fosfore¢nany a chloridy) (Prochédzka a kol., 1998).
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3.4 RUSTOVE REGULATORY A JEJICH KONCENTRACE VYUZIVANE
PRI MULTIPLIKACI VITIS VINIFERA L. V PODMINKACH IN VITRO
DLE RUZNYCH AUTORU

Soucasna poptavka po in vitro mnozenych rostlindch je stale vyssi, nez produkce
masové mnozeného rostlinného materialu. In vitro namnozeny material je vhodny také

pro genetické vyzkumy (KfiZzan a kol., 2012).

Pfi multiplikaci Vitis vinifera L. byva zivna puda (kultivaéni médium)
oznacovana smés anorganickych soli (mikro a makro prvky) a organickych sloucenin
(pfevazné sacharidy), potfebnych pro rist a vyvoj rostlinnych explantati. Sacharidy
slouzi v kultiva¢nich médiich, jako zdroj uhliku a energie a agar, ktery zpeviiuje riistové
médium. Dulezitou roli hraji v kultiva¢nich médiich ristové regulatory. Média byvaji
dale doplnéna také o vitaminy a aminokyseliny. Na slozeni kultivaéniho média kazdy

genotyp révy vinné reaguje rozdiln¢ (Bajaj a kol., 1986; Faltus, 2012).

Dev a kol, (2015) srovnavali multiplikaci rGznych révovych genotypt
v podminkach in vitro. Prace byla provadéna na tfech riznych genotypech Vitis vinifera
L. "Pusa Navrang’, "Hybrid 76-1" (Hur x Cardinal), "Pearl of Csaba". Pro primarni
kultury bylo pouZito MS médium doplnéné o BA (2,0 mg:I™), kinetin (2,0 mg-1™") a
NAA (0,2 mg-I™). Pro multiplikaci bylo pouzito MS médium obsahujici BA (2,0 mg.I
1), NAA (0,2 mg-1™), IBA (2,0 mg-1™) a AC (aktivni chlornan) (200,0 mg:I™), aplikace
téchto hormont vykazovala rychlé mnozeni a iniciaci kultury. Mnozitelsky koeficient
byl v maximu zaznamenan u "Pusa Navrang” (5,6), nasledovala "Pearl Csaba” (5,1) a
v minimu "Hybrid 76-1" (4,9).

Kftizan a kol, (2012) provadéli studii mikropropagace révovych podnozi. Cilem
bylo optimalizovat vhodné médium pro ziskani velkého mnozstvi rostlinného materialu.
Studie byla provadéna na podnozich révy vinné "'Kober SBB’, "Kober 125 AA’, "Teleki
5C". Nodalni segmenty by kultivovany na MS, WPM, B5 a DKW. Fytohormony, které
pouzil K¥izan a kol., (2012): BA (0,75; 1,0; 2,0 mg-I™) v kombinaci s NAA (0,01; 0,05
mg-1"), nebo 1AA (0,05; 0,1 mg-I""). V této studii vykazovalo nejlepsich vysledkii
DKW médium, kde byl koeficient mnoZeni nejvyssi. Pouziti BA (2,0 mg-1™") mél za

nasledek pramérné ze vSech podnozi 3,62 vyhonk na explantit. Nicméné stejna
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koncentrace BA s NAA (0,01 mg-I™) napomohla k priiméru 8,77 novych vyhonki, co
je vyrazn¢ vy$$i nez pii pouziti samostatného BA nebo v kombinaci BA s 1AA. U
pouziti jinych koncentraci nebyl koeficient mnozeni tak vysoky. Koncentrace BA (1,0;
2,0 mg-I") vkombinaci sIAA (0,1 mg-1") vyvolavala u rostlin hyperhydricitu
(vodnaténi). Silna tvorba kalusu byla pozorovana u rostlin, kde byla koncentrace BA

(2,0 mg-1") a (0,05 mg-1™) NAA.

Abido a kol. (2013) uvadi, ze je réva vinna jednou z dulezitych ovocnych plodin,
nejen vSak kvili vinafskému primyslu, ale i1 jako Cerstvé nebo suSené ovoce. Studie,
kterd4 byla provedena v roce 2013 v Egypté, byla zaméfena na mikropropagaci révy
vinné v podminkach in vitro u odridy "Muscat of Alexandria’, coz je bila stolni odrtda.
Byly odebirany vrcholove a internodidlni segmenty (obr. 1A), které byly desinfikovany
NaOCI (chlornan sodny). Po zaloZeni primarnich kultur (obr. 1B) byly uniformni
explantaty (2 — 3 cm velké) multiplikovany na MS médiu s BA (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg-I’
) a NAA (0,1; 0,2; 0,3 mg-I™"), (obr. 1C). Nejlepsich vysledkil bylo pozorovano u BA
(3,0 mg-1") a NAA (0,2 mg-I"), multiplikaéni koeficient byl 3,2, délka novych
explantati byla primémé 4,5 cm. Napf. u kombinace BA (2,0 mg.I?) a NAA
(0,1 mg-1"") byl mnozitelsky koeficient 2,8 a délka vyhonki 3,1 cm. Nejslabsi u¢inky
byly pozorovéany pouze u NAA (0,2 mg.I™) bez pfidani BA, mnozitelsky koeficient byl
1,1 a primérna délka explantatt byla 0,9 cm.
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Obr. 1 Mikropropagace Vitis vinifera L. v podminkach in vitro dle (Abido a kol., 2013) A)
révové explantaty pii zakladani primarni kultury, B) prortstani uZzlabnich pupent, C)

multiplikace révy vinné

Autofi Alizadeh a kol. 2010 provadéli srovnavaci studii mikropropagace na
podnozich révy vinné v podminkéch in vitro. Jako rostlinny material pouzili konkrétné
"Dogridge” (Vitis Champini), "SO4” (V. riparia x V. berlandieri), "H-144" (V. vinifera x
V. labrusca) a "3309 C” (V. riparia x V. rupestris). Pro ztizeni primarni kultury bylo
vyuzito 1,5 — 2 cm nodélnich segmentll, obsahujici jeden axilarni pupen. Po povrchové
desinfekci byly segmenty kultivovany na MS médiu doplnéném o BA (2,0 mg-1™)
v kombinaci s nizkym obsahem NAA (0,2 mg:I™). Ze zalozené primarni kultury byly
odebirany dvou nodalni segmenty, které byly vklddany na multiplikaéni MS médium
obohacené o IBA (2,0; 4,0 mg-l'l). pH bylo vzdy upraveno na 5,8. Na multiplikaénim
médiu se nejlépe dafilo odradé "'H-144", pramérné tvofila 11-13 vyhonki, odrida
"Dogridge” tvotila 8-10 vyhonki, odriady "SO4" a 3309 C" méli pocet novych vyhonkt
stejny a to 6-8. Primérny pocet novych vyhonku byl vyvozen z 8 subkultur.

Ve studii, kterou provedl vroce (2005) Ascensién a kol. byla sledovana
multiplikace révy vinné u odridy "Napoleon’. Explantaty mély 2 — 3 pupeny a byly
zkouseny na MS médiu bez hormoni, MS médiu obohacené o BA (2,0 mg-I) a C2D
médiu v kombinaci s IBA (2,0 mg-1™). Viechna média obsahovala (30,0 g-I™*) sacharézy
a (7,0 g-I'") agaru, pH bylo upraveno na 5,8. Cilem prace byla produkce vysokého

mnozstvi zivotaschopnych explantati. BA byl hlavnim faktorem, ktery ovliviioval
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tvorbu vice vyhonkii a zivotaschopnost. MS médium, kde nebylo ptfidano zadnych
hormoni, produkovalo 38% explantatii. Na MS v kombinaci s BA (2,0 mg-1™) byl rtst
explantatt vyssi o 32 % nez u MS média bez hormonti. C2D v kombinaci s IBA (2,0

mg-1"%) bylo zvoleno jako nejvhodné&j§i médium v této studii.

Singh a kol. (2004) vyuzivali ve své studii segmenty z polnich vysadeb z odrad
"Pusa Urvashi” a "Pusa Navrang’. Segmenty pro zalozeni primérnich kultur byly 1,5-2
cm velke, po povrchové desinfekci byly segmenty kultivovany na MS médiu obohacené
o kinetin (2,0 mg-1™"). Z prace je patrné, Ze nejlepsich vysledki bylo dosazeno na MS
médiu a IBA (4,0 mg-I""), rastovy koeficient byl uveden v procentech (80,6 %),
pruméma délka vyhonkd byla 3,9 cm. V médiu pro primarni kultury a i v médiu

vyuzivaném pii multiplikaci bylo pH 5,8.

Polak a kol., (2009) vyuzili pro studii ,,Ozdravovani révy vinné od virtt pomoci
termoterapie a in vitro kultur na multiplikaci révy vinné segmenty z odrad "Modry
Portugal”, "Mdller Thurgau”. Pro dané odrudy bylo vybrano modifikované MS médium
+ sacharéza (30 g-I""), agar (6 g-I'"), BA (0,3 mg:I™"), MS/2 (s polovi¢ni koncentraci
mikroelement nez v médiu MS), C2D + IAA (0,1 mg-1"), WPM + mikroelementy
WPM, mikroelementy, sloueniny Fe a inositol jako MS, + BA (0,25 mg.I™), NAA (0,1
mg.I™"). Viechna pouzitd média krom& MS obsahovala sacharozu (20 g-1™), agar (6,0
g-I'Y), pH bylo 5,8. Pro “Modry Portugal” nevyhovovalo ani jedno z uvedenych médif.
C2D médium obohacené o dané koncentrace hormont vyhovovalo nejlépe pro "Muller
Thurgau”. ProrGstani axilarnich pupenti nebylo dostate¢né vyvolano ani jednim

z uvedenych médii, proto je mnozitelsky koeficient velmi nizky.
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4 METODIKA

41 LABORATOR

Pokus byl provadén na tustavu Mendeleum — Ustav genetiky, ZF v Lednici v in
vitro laboratoti. V této laboratofi je provadéno napiiklad mnoZeni certifikovanych
podnozi ovocnych dievin in vitro, nebo ozdravovani rostlin in vitro. Laboratof je
vybavena béznymi piistroji potfebnymi pro explantatové kultury (autoklav, profimycka,
demineraliza¢ni soustava pro upravu vody, laboratorni sklo, skladovaci prostory,
mraznicka, chladnicka, susarna a také nastroje a laboratorni vybaveni, jako napt. pH
metr, vahy, tfepacka, stojany, elektronické michadla sohfevem, binokularni lupa,
mikroskop a podobné¢). Prostor pro kultivaci rostlin in vitro (kultivaéni mistnost), je
vybaven regaly pro kultivovany material, zafivkami a spinacimi hodinami (nastaveni

fotoperiody) a klimatizaci.

Velmi dulezitym vybavenim laboratofe je specialni laminarni box (flowbox) pro
aseptickou manipulaci. Ve flowboxu je umistén stojan pro skalpely a pinzety,
sterilizacni kostka nastavena na 250°C, slouzici pro sterilizaci néstroji, nebo lihovy

kahan.

4.2 VYBER A POPIS ROSTLINNEHO MATERIALU
K pokusu byl pouzit materidl z Technického izolatu ZF MENDELU v Lednici.

Byly vybrany dvé odrudy podnozi "K5BB” a "CR2 1/48” a dvé mostové odrady "Modry
Portugal 20/52" a “Muller Thurgau 25/7 révy vinne.
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4.2.1 Odriada "Miller Thurgau” 25/7 = Ryzlink rynsky x Madlenka kralovska

Obr. 2 "Muller Thurgau” 25/7

"Muiller Thurgau” 25/7 (dale jen MT) je bila mo$tova odruda, ktera je vyuZivana
na vyrobu bilych vin (obr. 2). Rasi stfedné a v mladi je charakteristicka bujnym rastem.
Hrozny dozravaji od poloviny zafi. Listy jsou velké neurcit¢ zvIinéné s okrouhlym
tvarem cepele a hlubokymi vykroji, z vrchni strany tmavé zelené barvy s malymi
puchyiky a ze spodni strany jsou lehce ochmytené. Kvéty jsou oboupohlavné péticetné,
samosprasné. Plodem jsou malé az stfedné velke eliptické bobule Zlutozelené zbarvené.
DuzZnina obsahuje 2 az 3 hruSkovita stfedné velkd semena. Hrozen ma stfedné velky,

kuzelovity tvar obsahujici kiidélka. (Sotolat, 2006)
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4.2.2 Odrida ‘Modry Portugal” 20/52

Obr. 3 "Modry Portugal” 20/52

Odrida "Modry Portugal” 20/52 (dale jen MP) je modra mostova odruda
vyuzivana na vyrobu Cervenych vin (obr. 3). Pivod této odridy je neznamy. Hrozny
dozravaji koncem zari az zac¢atkem fijna. Listy jsou stiedné velké az velké s tfi az péti
laloky, horni bo¢ni vykroje jsou mélké. Horni strana Cepele je svétle zelena, aZ zelena
S lehkymi puchyiky spodni strana je zcela hladkd. Kvéty jsou samosprasné,
oboupohlavné, péticetné. Kulata bobule je stfedné velka, voskovité ojinéna, barvy
tvamodré az tmavocerné. Semena uvnitt nezbarvené duzniny jsou hrusSkovita. Stiedné
husty hrozen mé kuzelovity tvar s jednim az dvéma kiidélky. (Galet, 2000; Kraus a
kol., 2005)
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4.2.3 Podnoz "Kober 5BB” = Vitis Berlandieri x Vitis Riparia

Obr. 4 "Kober 5BB’

"Kober 5BB”, nebo li zkracen¢ 'K 5BB” je odrida révy vinné, kterd byla
specialné vyslechténa, jako podnoz (obr. 4). Posledni selekce této podnoze byla

provedena v Rakousku ve mésté Klosterneuburg roku 1904,

"Kober 5BB” je dvoudomé podnozova odrida. Listy jsou v mladi neélenéné,
zelené s bronzovym nadechem. Starsi listy jsou tmavozelené, stfedni az velké, okrouhlé
az stfedné protahlé do délky. Kvétenstvi je fidké, gynoidni (jednopohlavni). Kvéty jsou
péticetné v zlutozelenych hroznovitych kvétenstvich. Valcovité kuzelovity hrozen je
maly, voIny s malymi, kulatymi modfe az ¢erné zbarvenymi bobulemi. (Simek, 2008;
Ambrosi, 2010; Sotolat 2006)
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4.2.4 Podnoz Craciunel 2° 1/48 = Vitis berlandieri x Vitis riparia

Obr.5°CR 2" 1/48

"Créciunel 2" 1/48 zkracené 'CR 2" je odrlida révy vinné, kterd byla vyslechténa,
jako podnozova odrtiida (obr. 5). Slechténi probéhlo v Rumunsko v roce 1935 selekci
podnoze K 5BB.

Tato podnozova odrida révy vinné je dvoudomad, pnouci, dfevitd lidna se
zplostélymi letorosty, které jsou ve staii ohybany. Mladé listy jsou protahlé, tiilalo¢naté,
zbarvené do vinové Cervené, pozdéji se barva méni na zelenou s hnédym odstinem. List
je v dospélosti stiedné velky az velky, ne¢lenény nebo s tii az péti laloky. Cepel listu je
tmavozelena zobou stran jemné plstnata. Ridké kvétenstvi s jednopohlavnimi
péticetnymi kvéty hroznovitého tvaru je zlutozelené barvy. Hrozen je valcovité
kuzelovity, velmi volny s malymi, modrodernymi kulatymi bobulemi. (Simek, 2008;
Sotolat 2006).
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4.4 PRIPRAVA ROSTLINNEHO MATERIALU A PREVOD DO
ASEPTICKYCH PODMINEK

Mladé letorosty révy vinné, byly odebrany 19. kvétna 2015 z Technického
izolatu. Jednotlivé letorosty byly nastiihany na jednonodalni segmenty. Tyto segmenty
byly vlozeny do teplé vody se smacedlem (saponat), kde doslo K jejich odmasténi, pro
lepsi ucinek desinfekéniho Cinidla. Ostatni ¢innosti jiz probihaly ve sterilnim prostfedi
(flowboxu). Voda se saponatem byla slita a nasledovala povrchova desinfekce. Za
desinfekéni ¢inidlo byl zvolen 0,2% chlorid rtutnaty, ktery byl nalit do Erlenmayerovy
banky do takové hladiny, aby byly vSechny segmenty ponofeny (obr. 7). Pti tomto
kroku bylo nutné dbat vysoké bezpeénosti a pracovat s ochrannymi rukavicemi, protoze
byla pouzita zdravi nebezpecna latka. Desinfekce probihala u kazdé odridy 4 minuty.
Po uplynuti doby pusobeni byly segmenty 3 krat promyvany sterilizovanou
destilovanou vodou. Po povrchové desinfekci byly nodalni segmenty zakraceny, aby se
eliminovalo riziko zbytku chloridu rtutnatého v zivém pletivu. Takto pfipravené

segmenty byly pieneseny na médium slouzici pro zalozeni primarni kultury.

Obr. 7 Erlenmayerovy baiky s chloridem rtutnatym a nodalnimi segmenty révy vinné

45 PRIPRAVA KULTIVACNICH MEDII

Pro pokus bylo vyuzito Sest druhti médii:

MS médium — Murashige, Skoog (1962), médium pro primarni kultury
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Multiplikaéni média:

DKW/Juglans médium (1984), (pracovni oznacéeni CO0), toto médium bylo jiz

Vv laboratofi vyuzivano a bude tedy slouzit, jako kontrolni,

MS médium — Murashige, Skoog (1962), (pracovni oznacéeni C1),
C2D médium — Chée and Pool (1987), (pracovni oznaceni C2),
MS médium — Murashige, Skoog (1962), pracovni oznaceni C3),

QL médium — Quoirin a Lepoivre (1987), (pracovni oznaceni C4).

Pro uvateni 1 litru média, bylo nejdfive nutné rozvatit agar (vzdy 6000 mg) ve
200 ml destilované vody V jednotlivé Erlenmayerové nadobé na elektromagnetickém
michadle s ohfevem. Po rozpusténi agaru byla do nadoby piidana v destilované vodé
(ptiblizné 200 ml) ptredem rozpusténa smes sachardzy (vzdy 30 000 mg), riznych typt
komerén€ dodanych médii (krom&€ média C2D, které bylo pfipraveno v laboratofi) a
rozlisné koncentrace rostlinnych hormonti. Komeréné pfipravené smési médii byly ve
vSech ptipadech dodany firmou Duchefa (Nizozemsko). Nakonec bylo upraveno pH na

poZadovanou hodnotu, a tobud’ 5% NaOH nebo 1 M HCI.

45.1 Priprava média pro primarni kultury

V destilované vode¢ bylo rozpusténo 4405,19 mg-l'lkomeréniho MS média, spolu
se sachar6zou, myoinositolem (100 mg-I") a regulatory rostlinného ristu BA
(0,7 mg:I"), 1AA (0,1 mg:I™"). Tato smés byla pfidana k rozvafenému agaru a do

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

45.2 Piiprava C0 média

V destilované vodé bylo rozpusténo 5584,5 mg-1" komeréniho DKW média,
spolu se sacharézou, myoinositolem (100 mg-1™) a regulatory rostlinného ristu BA (0,6
mg-1"Y), IBA (0,01 mg-1™). Tato smés byla pfidéna k rozvafenému agaru a do jednoho

litru doplnéna destilovanou vodou. Kone¢né pH bylo upraveno na hodnotu 6.
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45.3 Priprava C1 média

V destilované vodé bylo rozpusténo 4405,19 mg-l'1 komercéniho MS média,
spolu se sacharézou, myoinositolem (100 mg-1™) a regulatory rostlinného ristu BA (3,0
mg-1"), NAA (0,2 mg:I™). Tato smés byla pfidéna k rozvafenému agaru a do jednoho

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

45.4 Priprava C2 média

V destilované vodé byl na elektromagnetickém michadle s ohfevem rozpustén
agar, postupné byly ptidavany mikroelementy, makroelementy, vitaminy, sacharéza a

riistové hormony (BA 1,5 mg-1™). Koneéné pH bylo upraveno na hodnotu 5,6.

Mikroelementy v mg-1*

CoCL,.6H,0 - 0,025
CuS04.5H,0 - 0,05
FeNaEDTA — 36,70
H3BO3; - 6,20
MnSQO4.H,0 - 0,85
Na;M00,.2H,0 - 0,25
ZnS0,4.7H,0 — 8,60

Makroelemnty v ma.I?

Ca(NOs), — 492,30
KH,PO, — 170,00
KNO; — 1900,00
MgSO, — 180,54

NH4NO;3; — 1650,00
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Vitaminy v ma.l™

Myoinositol — 10,00
Kyselina nikotinova — 1,00
Pyridoxin HCI — 1,00

Thiamin HCI - 1,00

455 Priprava C3 média

V destilované vod¢é bylo rozpusténo 4405,19 mg komerc¢né¢ vyrobeného MS
média, spolu se sachar6zou, myoinositolem (100 mg:I™) a regulatory rostlinného réstu
BA (1,5 mg-I""), IBA 1,0 (mg:I™). Tato smés byla pridana k rozvafenému agaru a do

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

45.6 Priprava C4 média

V destilované vodé bylo rozpusténo xx komercniho Quoirin a Lepoivre média,
spolu se sacharzou, myoinositolu (100 mg-1™), regulatort rostlinného ristu BA (0,4
mg-1"), NAA (0,01 mg:1™"), KNO3 (300 mg:I™), mikroprvka z MS média. Tato smés
byla pfidana k rozvafenému agaru a do jednoho litru doplnéna destilovanou vodou.

Koneéné pH bylo upraveno na 6,4.

Médium pro primarni kultury bylo naplnéno do velkych zkumavek v mnoZstvi
10 ml na zkumavku a uzavieno alobalovym vickem. Takto naplnéné zkumavky byly 20
minut autoklavovany. Po vyjmuti z autoklavu byly zkumavky zchlazeny na pokojovou

teplotu.

Média ptipravena pro multiplikaci byla rozlévana automatickym davkovacem do
sklenénych kultiva¢nich nddob v mnozstvi 100 ml. Nadoby byly uzavieny Sroubovacim
vikem a 20 minut autoklavovany. Po vyjmuti z autoklavu byly nadoby zchlazeny na

pokojovou teplotu.

V piipadé prvotniho (slabého) vyskytu bakterialni infekci béhem kultivace révy,

bylo pfi néasledné ptipravé daného média ptidano Sirokospektralni antibiotikum ProClin
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(Sigma Aldrich, USA) v mnozstvi 1,0 mg:I"*. Explantaty byly na médium s antibiotikem

kultivovany ctyti tydny. Nasledné probihala kultivace opét na médiu bez antibiotik

46 ZALOZENI POKUSU

Pfipravené a desinfikované segmenty ((MT" — 26 kust, 'PM” — 20 kusu, "K 5BB”
— 21 kust, 'CR2" — 24 kusi) byly pinzetou pienaseny do velkych zkumavek, ve kterych
bylo médium pro primérni kultury. Kazdy segment byl z jedné téetiny vtlacen do média
(obr. 8). Takto piipravené vzorky byly kultivovany pfi teploté 22 + 1°C fotoperiodé 16
hodin svétlo/ 8 hodin tma. K osvétleni byly pouzity zativkové trubice s intenzitou
20, 25 pumol-m?.s™,

Obr. 8 Jednonodalni segmenty ptipravené ke kultivaci
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4.7 PRUBEH POKUSU

V pribéhu kultivace byly vyfazovany segmenty napadené infekci. Po 14 dnech
bylo pozorovano proriistani prvnich Gzlabnich pupent. Prorostlé Gzlabni pupeny byly
pasdzovany na Cerstvé médium. Pasazovani probihalo kazdé tfi tydny, aby bylo
pfedchazeno hyperhydrataci rostlin a explantaty mély neustdly pfisun zivin. Dal§im
divodem pasdzovani jsou odpadni latky, které explantaty béhem kultivace vylucuji, a

které mohou brzdit jejich nasledny rist a vitalitu.

Primarni kultura

Na médiu pro priméarni kultury byly jednonodalni segmenty kultivovany 3 tydny.
Po 3 tydnech byly z kazdé odrady ("MT’ 25/7, 'PM’ 20/52, ‘K5 BB’, 'CR2" 1/48)
odebirany prvni prorostlé Uzlabni pupeny, které byly pasdzovany na cerstvé médium
(obr. 9). Pocet prorUstajicich pupenil je uveden v tab. 2. Po prvnim pfevodu byl pocet
jednotlivych prorostlych pupenti velmi podobny. V jednotlivém pasazovani byly
vyfazovany rostliny napadené infekci. V pribéhu druhého kultivaéniho obdobi doslo
K odumirani segmentd u odrady 'PM’, "MT’, K5 BB’, diky tomu klesl pocet
jednotlivych segmentl o polovinu. Po tfetim pasdZovani bylo jasné patrné, Ze nejlépe
vyhovujici rostlinny material pro multiplikaci je odrida "CR2" 1/48 s nejvyssim poctem
prorostlych pupenid. Segmenty, které zastaly po tietim pasdzovani u odruid 'PM’, 'MT’
a ‘K5 BB’ (pocty jsou uvedeny v tab. 2) byly dale zkouSeny na primarnim médiu,
postupem casu dochéazelo k jejich nekrotizovéani, a odumirani. Proto tyto odridy byly

zvoleny, jako nevyhovujici rostlinny material k dalsi praci.
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Tabulka 2: Uspé&$nost pievodu rostlin do aseptickych podminek (pocet rostlin v ks)

Primarni kultury

Odriada zalozeni kultury 1. pasazovani 2. pasazovani 3. pasazovani
‘MT" 25/7 26 24 13 9
"PM" 20/52 20 16 7 3
CR 2" 1/48 24 21 51 75

"K 5BB’ 21 19 8 1

Obr. 9 Prorostlé uzlabni pupeny u odrad "MP" 20/52, ‘"MT" 25/7, 'CR2" 1/48, 'K5 BB’
Pocatecni stav prorostlych uzlabnich pupentl z odriildy "CR 2" byl u kazdého média
15 kust. Tyto pupeny byly rozdé€leny tak, aby vzniklo pét kultivacnich nadob po tfech

explantatech.
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5 VYSLEDKY

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel a Statistika 12,
parametrickou analyzu variace vicefaktorové ANOVY, post hoc Tukey HSD testem, na

hladin€ prikaznosti p > 0,05.
Pii vyhodnocovani vysledki bylo sledovano:
1) Multiplikace explantati na vybranych médiich béhem jednotlivych pasazovani

2) Multiplikaéni koeficient révy vinné na vybranych médiich s obsahem riznych

kombinaci rostlinnych regulatora.

51 MULTIPLIKACE EXPLANTATU NA VYBRANYCH MEDIICH
V JEDNOTLIVEM PASAZOVANI

Graf 1. — 4. Znazoriuje pramérny pocet vzniklych rostlin v jednotlivych pasazovani na
zvolenych médiich. Vyhodnoceni probihalo parametrickou analyzou variace ANOVA,

post hoc Tukey HSD testem, na trovni p 0,05.

Graf 5. znazoriiuje celkovy pocet vzniklych rostlin (pocet je uveden v kusech) ve 4

pasazovanich.

Graf 6. znazoriuje srovnani celkového poctu rostlin (pocet je uveden v kusech) ve

vSech pasazovanich.
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Graf 1: Primérny pocet vzniklych rostlin na jednotlivych médiich po 1. pasaZovani.

Jak je patrné z grafu 1, pfi prvnim pasazovani bylo CO médium pro multiplikaci
nejvhodnéjsi. Statisticky pritkazné lepsi bylo, ale toto médium pouze ve srovnani s C1
médiem. Multiplikace na C3 médiu byla statisticky prikkazné vyssi neZ u média C1, C2

aC4.
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Graf 2: Primérny pocet rostlin vzniklych na jednotlivych médiich po 2. pasaZovani.
Z grafu. 2 vyplyva, ze CO a C3 médium byly pro multiplikaci révy vinné
statisticky prokazatelné lepsi nezCl, C2 a C4 médium. Na C2 médiu byla v 2.

pasazovani multiplikace statisticky nejnizsi. C4 médium bylo statisticky lepsi nez C1 a

C2 médium.
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Graf 3: Primérny pocet vzniklych rostlin na jednotlivych médiich po 3. pasaZovani.

Z grafu. 3 je patrné, ze béhem multiplikace na CO médiu vznikl statisticky
nejvyssi pocet vyhonti béhem 3. pasazovani. CO médium je statisticky prukazné lepsi
nez C1l, C2 a C3 médiem. C3 médium bylo pro multiplikaci statisticky prokazatelné

lepsi nez C1 a C2 médium.
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Graf 4: Pramérny pocet vzniklych rostlin po 4. pasaZovani na jednotlivych médiich.

Z grafu. 4 je patrné, ze multiplikace rostlin na CO médium byla statisticky
prukazné vyss$i neZ na ostatnich médiich. Ve ¢tvrtém pasazovani byl na CO médiu
pozorovan béhem multiplikace nejvyssi pocet nové vzniklych vyhont. Multiplikace
explantati na médiu C1 byla statisticky nejhor$i. C2 médium bylo statisticky horsi pro
multiplikaci nez CO a C3 médium. Jak je z grafu patrné na C3 médiu bylo vytvoieno

statisticky méné novych vyhont nez na CO médium.
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Tabulka 3: Celkovy pocet rostlin na poc¢atku multiplikace a v prubéhu jednotlivych pasazovani.

Médium pocatek 1. pasdZovani 2. pasdZovani 3. pasiaZovani @ 4. pasiaZovani
Co 15 42 79 186 744
C1 15 21 24 15 5
C2 15 20 13 39 67
C3 15 35 77 123 485
C4 15 28 35 52 99
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Graf 5: Celkovy pocet rostlin (ks) po 4. pasaZovani.

Z grafu. 5 je patrné, ze nejvice novych rostlin po 4. pasaZzovani vzniklo na CO
médiu. Na C1 médiu vzniklo pii multiplikaci ve 4. pasdZovani nejméné novych rostlin.
Na C2 médiu po 4. pasazovani nevzniklo ani 100 ks novych rostlin. Na C3 médium byla

multiplikace po C1 média druha nejvyssi.
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Graf 6: Srovnani poftu nové vzniklych rostlin pii multiplikaci v jednotlivych
pasazovanich

Z grafu. 6 je jasné patrny nejvétsi narist novych rostlin ve 4. pasazovani. Pocet
rostlin na CO médiu byl pii poslednim pasazovani, oproti ostatnim médiim, vice nez
trojnasobny (744 ks). Multiplikace na tomto meédiu byla v porovnani s ostatnimi médii
nejvyssi. Naopak v porovnani s ostatnimi médii nejhorsich vysledki vykazovalo C1
médium (5 ks). Multiplikace na tomto médiu v podstaté neprobihala, nastal vyznamny
pokles a Uhyn rostlin, jak je jiz patrné z piedeslych grafii. Pfesné poéty nové vzniklych

rostlin v jednotlivych pasazovanich jsou uvedeny v tab. 3
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52 HODNOCENI EXPLANTATU NA JEDNOTLIVYCH MEDIICH A
VYJADRENI MULTIPLIKACNIHO KOEFICIENTU

Vyhodnoceni rostlin je vyjadfeno u kazdého média samostatné. Multiplika¢ni
koeficient byl vypocitan z tab. 3, jako prumér celkového poétu vzniklych rostlin ve 4.

pasézovani ku pocateénimu poctu explantatt (vzdy 15 kust).

52.1 Médium CO

Medium CO vykazovalo od zacatku vyrazné vyssi pocet nové vznikajicich rostlin.
Na pocatku kultivace na multiplikacnim médiu CO bylo 15 rostlin, které se postupem 4
pasazovani (kazdé 4 tydny) viditelné mnozily. Diky vhodné zvolené koncentraci BA
bylo podpofeno bunétné déleni a tvorba novych pupenti. Kombinace BA a IBA v tomto
ptipadé¢ pozitivné ovliviiovala regeneraci rostlin v médiu. Rostliny byly vitalni a nebylo
pozorovano zadné poskozeni (obr. 10), jako je napft. vitrifikace, hnédnuti explantati,
nebo vadnuti. Mikrobiélni infekce byly pozorovany ziidka a pouze ze zacatku kultivace.
Takto napadené rostliny byly ihned vyfazeny (obr. 11). Kazdé pasazovani vykazovalo
velmi pozitivni vysledky, rostliny byly mnozeny velmi dobfe a byly jasné viditelne
nové vyrostlé vyhonky. Celkovy pocet rostlin (ks) v jednotlivém pasazovani je uveden
v tab. 3. Mnozitelsky koeficient byl 1:49,6, primérny nartst na jeden explantat ve 4.

pasazovani byl 4,0 vyhond.

Obr. 10 Rostliny na CO médiu béhem multiplikace
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Obr. 11 Rostliny na CO médiu pii napadeni infekci

5.2.2 Meédium C1

Médium C1 bylo obohaceno nejvyssi davkou BA ze vSech médii. Na toto médium
bylo pieneseno 15 explantatd. V prvni dekadé pasazovani explantdy vytvarely malou
kalusovou vrstvu z niz vyrustaly nové pryty. Na explantatech byly pozorovany hnédé
skvrny na listech, rostliny postupné nekrotizovaly a nasledné¢ odumiraly (obr. 12). Po
ctvrtém pasdzovani byly odfezdny ze segmentli nekrotické listy a odstranény zaschlé
vyhonky, rostliny byly velmi zakrslé. Multiplikace na tomto médiu viibec neprobihala.
Rostliny trpély vitrifikaci a nasledné odumiraly. Po vyhodnoceni ziistalo 5 rostlin, coz
odpovida koeficientu mnozeni 1:0,33, bylo jasné patrné, ze vysokd davka BA
v kombinaci s NAA neni vhodna pro multiplikaci. Celkovy pocet vzniklych rostlin (ks)
V jednotlivém pasazovani je uveden v tab. 3. Primérny nartst na jeden explantat byl ve

4. pasazovani 0,33 vyhont.
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Obr. 12 Rostliny na C1 médiu béhem multiplikace

5.2.3 Meédium C2

Na C2 médium bylo pfeneseno 15 explantati. Byla zde pouzita polovi¢ni davka
BA neZ na C1 médiu. Rostliny se od zac¢atku rozmnozovaly velmi pomalu, dochézelo ke
zloutnuti explantati. Explantaty trpély hyperhydrataci (vodnaténi pletiv), (obr. 13).
Explantaty byly velmi malé, Zloutnouci listy se stacely smérem dold a okraje listi byly
nekrotické. Médium bylo velmi ¢asto napadano bakterialnimi infekcemi, proto byly
rostliny pfeneseny na médium C2 s antibiotiky. Po vyléceni byly opét kultivovany na
médiu C2 bez antibiotik. Po ¢tyfech mésicich kultivace byl mnozitelsky koeficient
1:4,46 a primérny nartst na jeden explantat byl ve 4. pasdzovéani 1,71 vyhonkt. Pocet

rostlin (ks) v jednotlivém pasazovani je uveden v tab. 3.
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Obr. 13 Explantaty béhem multiplikace na C2 médiu

5.2.4 Meédium C3

C3 médiu obsahovalo stejnou koncentraci BA, jako C2 médiu, tato koncentrace
byla jest¢ doplnéna o IBA. Explantaty vytvarely velké mnozstvi kalusu v bazalni zoné€,
coz negativné ovliviluje rist explantatu. Vyristajici nové pupeny byly zdufelé, nové
vyrostlé listy byly velmi malé. Pti kontaktu jakékoliv ¢asti explantatu s meédiem, byla
pozorovana tvorba kalusu (obr. 14). Na tomto médiu nedochazelo k usychani ani
k nekrozdm. Nové pryty se vytvafely z kalusu. (obr. 15). V nékterych piipadech
cytokininy na auxiny pusobi mirn¢ modifika¢né. Infekce se na tomto médiu
nevytvaiela. Po 4 mésicich kultivace (4. pasazovani) byl mnozitelsky koeficient na
tomto médiu 1:32,33. Primérny narlst na jeden explantat ve 4. pasazovani byl 3,94
vyhonti. Pocet nove vzniklych rostlin (ks) v jednotlivém pasazovani je uveden v tab. 3. |
kdyz je mnozitelsky koeficient u tohoto média druhy nejvyssi, médium neni z diivodu

velké tvorby kalusu a zdutelych pryti vhodny pro multiplikaci.
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Obr. 14 Tvorba kalusu na explantati z C3 média

Obr. 15 Explantaty na C3 mediu

5.25 Meédium C4

Médium C4 bylo obohaceno nejnizsi davkou BA a NAA ze vSech pouzitych
médii. Rostliny byly v prvnich dvou meésicich Kkultivace zelené stfedniho vzristu,
netrpély Zadnymi nedostatky. Ke konci tfetiho kultivacniho obdobi a v pribéhu
posledniho kultivovani n¢které explantaty Zloutly, dochéazelo k rustu vyhonku do vysky
a na bazalni ¢asti vznikalo nepatrné mnozstvi kalusu (obr. 16). Na nékterych vyhoncich
byly pozorovany hnédé nekrotické listy. Hnédé listy nebyly vSak pozorovany na vSech

explantatech. Pfiristky na vyhoncich byly v poslednim kultivanim obdobi
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vitirifikované opét s hnédnoucimi listy (obr. 17). Mnozitelsky koeficient byl u C4 média
1:6,60. Ptehled celkového nartstu vyhonki (ks) v kazdém pasazovani je uveden v tab.

3. Primérny narist ve 4. pasazovani na jeden explantat byl 1,9 vyhoni.

Obr. 16 Expalntaty z C4 média

Obr. 17 Explantaty béhem kultivace na C4 médiu
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6 DISKUZE

Diplomova priace byla zaméfena na aplikaci rtstovych regulatorit pro
multiplikaci Vitis vinifera L. v podminkach in vitro. Multiplikace Vitis vinifera L.
v podminkach in vitro neni zatim jako produkéni metoda v bézné praxi piili§ vyuZzivana.
Je vSeobecné znamo, ze in vitro kultivace explantati je ovlivnéna nékolika vnitinimi a
vnéjSimi faktory, jako naptiklad slozenim kultivacniho média, druhu rostliny, genotypu,
typu explantatu a dal$imi kultiva¢nimi podminkami (teplota, fotoperioda). Fytohormony
hraji vyznamnou roli pfi rustu a vyvoji rostlin. Neexistuje rastovy proces, ktery by byl
ovliviiovan (regulovan) pouze jednim fytohormonem, a na druhé strané neexistuje

fytohormon, ktery by ovliviioval pouze jediny ristovy proces (Prochézka a kol., 1997).

Pfi rozmnozovani révy vinné v aseptickych podminkach lze vyuZzit riizné casti
rostlin. V této praci byly pro zaloZeni primarnich kultur pouzity jednonodalni segmenty
révy vinné. Z celkem ¢tyit zakladnich odrad ("MT™ 25/7, 'PM” 20/52, "CR2" 1/48,
"K 5BB’) byla ale uspé&iné zaloZena pouze odruda 'CR 2’. Kvili thynu segmenti u
zminovanych odrad byla multiplikace pozorovana pouze u odridy 'CR 2’. Faltus
(2012) uvadi, ze jednonodalni segmenty vykazuji nizkou regenera¢ni schopnost.
Zaroven uvadi, jako vhodny material pro multiplikaci révy vinné vicenodalni segmenty.
Kiizan a kol. (2012) vyuzivaji, pro multiplikaci révy vinné, segmenty stonkl
s axilarnimi nebo bazalnimi pupeny. Lze také vyuzit segmenty z kultur zalozenych v in
vitro podminkéach, Nookaraju a kol., (2013). Multiplikovat révu lze i pomoci prasnikd,
Sunderland a Roberts, (1979), Lopez Perez a kol., (2005), Cutanda a kol., (2008),
nezralych vaje¢nikd, Nakano a kol., (1997) a nezralych zygotickych embryi Stamp a
Meredith, (1988), Tangolar a kol., (2008). Mnozeni pomoci adventivnich vyhoni
v podminkéach in vitro popsal Murashige (1974), Gifford a Hewitt (1961), Bini (1976),
nebo Galzy (1972).

Pro povrchovou desinfekci jednonodéalnich segmentti byl v pokusu pouZit roztok
0,2% HgCl,. Harris a Stevenson (1982) vyuzily pro povrchovou desinfekci 12 % roztok
sava, Singh a kol., (2004) sterilovali vice nodalni segmenty 0,1% roztokem, HgCl,,
Kfizan a kol. (2012) doporucuje osvédcenou koncentraci 0,2% HgCl,, Abido a kol.
(2013) pouzili pro desinfekci segmentl roztok NaOCl.
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Silvestroni, (1981) uvadi, ze druh kultiva¢niho média zavisi na druhu a kultivaru
révy vinné, proto se vysledky v jedné studii velmi casto lisi s vysledky jiné studie. To
by mohlo vysvétlovat rozdily v mineralnim slozeni a obsahu rastovych regulatori pii

zakladani priméarnich kultur a samotné multiplikaci.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze rozdilna koncentrace BA je rozhodujici faktor pro
stimulaci ristu a rozmnozovani explantatd. Koncentrace hormonid v CO médiu
vykazovala nejlepsich vysledka ze vSech pouzitych médii, multiplikacni koeficient byl
na CO médiu (1:49,6). Diky vhodn& zvolené koncentraci BA (0,6 mg-1") bylo
podpoieno bunééné déleni a tvorba novych pupeni. Kombinace BA (0,6 mg-I?) a IBA

(0,01 mg-1™), ktera byla vyuZita v tomto médiu pozitivné ovliviiovala regeneraci rostlin.

Abido a kol, (2013) vyuzili stejnou kombinaci fytohormoni BA (3,0 mg-1™") a NAA
(0,2 mg-1™), jako byla pouzita v C1 médiu. Zvolena koncentrace hormont méla velmi
pozitivni vliv na délku a mnozeni explantatd, a vSak pti aplikaci stejného mnozstvi
hormonii v mé praci na odridu "CR2" 1/48 dochézelo k markantnimu tthynu explantata.
Z vysledki vyplyva, Ze nejvyssi zvolena koncentrace BA (3,00 mg-1™) byla u C1 média,
kdy koncentrace hormoni ptsobila na explantaty velmi negativng, protoze explantaty
mély hnédé¢ skvrny na listech, nekrotizovaly a nésledné odumiraly, bylo jasné¢ viditelné,

ze multiplikace v tomto ptipad¢ neprobihd, multiplikacni koeficient byl na tomto médiu
1: 0,33.

Explantaity na C2 médiu trpély hyperhydrataci (vodnaténi pletiv), médium
obsahovalo pouze BA (1,5 mg-I"). Dawn, (1987) uvadi, Zze vy3§i hladina cytokininu
v médiu vede k hyperhydrataci explantatd, diive Chee a Pool (1982) navrhl, Ze pfidanim
nizké koncentrace auxini do média je tento jev minimalizovan. Alizadeh a kol., (2010)
uvadi, Ze pii koncentraci BA (4,00 mg-I™) dochézi velmi &asto k hyperhydrataci rostlin.
Tento jev byl také pozorovan u C4 média, kde byla koncentrace BA velmi nizka (0,4
mg.I"). NAA (0,01 mg:I™") u C4 média méla za nasledek tvorbu malého mnoZstvi
kalusu. Rostliny byly zakrslé a na okrajich listd byly hnédé skvrny, které se postupem

¢asu rozsifovaly do stfedu.

Jak je patrné z vysledki na explantatech multiplikovanych na C3 médiu byla
pozorovana velka vrstva kalusu v bazalni ¢asti vyhonu. Tento jev byl zptsoben vysokou

koncentraci IBA (1,0 mg-I™) v médiu. Kurmi a kol., (2011) pozorovali vysokou tvorbu
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kalusu pfi pfidani 2,4-D (2,0 mg-1") do média. Také uvadi, Ze pii pridani jakéhokoliv
auxinu do média nad 1,0 mg-1™ je tvorba kalusu vysoka.

Rozdilné koncentrace riznych regulatoru ristu v pouzivanych médiich, mohou mit
za nasledek zna¢nou variabilitu pro in vitro kultury riznych druhd nebo odrad. Jeden
rostlinny hormon, a pfedevsim jeho koncentrace, ucinny pro jeden druh nebo odridu

nemusi byt u¢inny pro jiny kultivar nebo druh. (Alizadeh a kol., 2012).
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7 ZAVER

Réva vinnd je diky svym plodim velmi vyuZzivanou rostlinou po celém svéte.
Rocné je ve svété vysazovano pii zakladani vinic nékolik milionii rostlin révy vinné.
Pro ziskéni takového poctu rostlinného materidlu je v soucasné dobé poptavka po
materidlu velmi vysokd, a proto jsou metody in vitro velmi vhodnou variantou. Diky
metodam in vitro je mozné ziskat velmi vysokého poctu zdravého, uniformniho
materialu Metody in vitro umoziuji také Slechtit nové odridy nejen révy vinné, ale i

ostatnich druhu rostlin.

V praci Aplikace ristovych regulatori pro multiplikaci Vitis vinifera L.
v podminkach in vitro, bylo pracovano se ¢tyfmi odridami révy vinné ((MT" 25/7,
"PM” 20/52, "CR2" 1/48, 'K 5BB"). Jednonodalni segmenty byly kultivovany na MS
médiu obohaceném o BA (0,7 mg:I™"), IAA (0,1 mg-I"). Nejlepsich vysledki po
zalozeni primarni kultury bylo dosaZzeno u odridy 'CR 2’. Tato odrida byla
multiplikovdna na péti riznych komeréné vyrobenych médiich s rozlisnymi
koncentracemi rostlinnych hormonti; DKW médium v kombinaci BA (0,6 mg:I™), IBA
(0,01 mg-1"Y), jako CO. CO médium slouZilo, jako kontrolni varianta a doposud se
vyuziva v laboratofi. MS médium v kombinaci BA (3,0 mg-1™), NAA (0,2 mg:I™), jako
C1 médium; C2D médium v kombinaci BA (1,5 mg:I™), jako C2 médium; MS médium
obohacené o BA (1,5 mg-I), IBA (1,0 mg-1™"), jako C3 médium a LQ médium
v kombinaci BA (0,4 mg:I") a NAA (0,01 mg:I™), jako C4 médium.

Z vysledkl jsou patrné tyto zavéry; v prvnim pasazovani bylo statisticky nejvice
noveé vzniklych rostlin na CO médiu (42 kust) a C3 médiu (35 kust). Nejmensiho
nartustu vyhond bylo v prvnim pasazovani na C2 médiu (20 kust). Ve druhém
pasazovani bylo nejvice nové vzniklych rostlin na CO médiu (79 kust), velmi podobny
pocet nove vzniklych rostlin byl na C3 média (77 kusii), nejmensi nartist novych rostlin
ve druhém pasazovani byl na C2 médiu (13 kust). Ve tietim pasazovani bylo nejvice
novych rostlin pozorovano na CO médiu (186 kusi) a nejméné nové vzniklych rostlin
bylo pozorovano u C1 média (15 kust). Ve ctvrtém pasazovani bylo nejvice noveé
vzniklych rostlin na CO médiu (744 kusl) a nejmensiho poctu vzniklych rostlin bylo

sledovano na C1 média (5 kusi). Z vysledku je patrné, ze v jednotlivych pasadzovanich
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se nejlépe datilo explantatim na CO médiu a nejhorSich vysledkti béhem multiplikace

bylo dosazeno u C1 média.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace BA (3,0 mg-1™), ktera byla zvolena u MS médium
v kombinaci s NAA (0,2 mg-1™), neprospiva explantatim. P¥i takto vysoké koncentraci,
nedochazi k buné¢nému déleni a rostliny odumiraji. Na C2D médium v kombinaci s BA
(1,5 mg:I") byly explantaty vitrifikované. C2 médium bylo vyhodnoceno, jako
nevhodné médium pro multiplikaci révy vinné v podminkéch in vitro. U MS média
obohaceného 0 BA (1,5 mg-I*) a IBA (1,0 mg-1™") byla vypozorovana velmi vysoké
tvorba kalusu, coz zpusobila vysoka koncentrace auxinu v médiu. NejlepSich vysledkt
bylo dosazeno na DKW médiu v kombinaci BA (0,6 mg-1™), IBA (0,01 mg-I™"), kde byl

ze ¢tvrtého pasazovani vypocitan nejvyssi multiplikacni koeficient.
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8 SOUHRN

Diplomova prace byla zpracovana na téma aplikace rlstovych regulatorii na
multiplikaci Vitis vinifera L. v podminkach in vitro. K pokusu byl odebran rostlinny
material z technického izolatu ZF Mendelu v Lednici. Byly vybrany ¢tyfi odridy révy
vinné ('MT" 25/7, 'PM” 20/52, "CR2" 1/48, 'K 5BB’), které byly po zaloZeni primarni
kultury multiplikovany na vybranych médiich. VSechny odridy byly kultivovany pii
stejnych teplotnich a svételnych podminkach. Pro zaloZeni priméarni kultury bylo u
viech odriid zvoleno MS médium v kombinaci s BA (0,7 mg-I™) a IAA (0,1 mg-1™%), pH
bylo upraveno na hodnotu 5,8. Nejlepsich vysledkii po zalozeni primarni kultury
vykazovala odrada "CR 2" 1/48. U ostatnich odrid (‘'MT’ 25/7, 'PM’" 20/52 a 'K 5BB")
bylo sledovano napadeni houbovymi a bakterialnimi infekcemi, vitrifikace, neprorustani
prytt a nekrozy jednotlivych segmenti. Odrida "CR2" byla po zalozeni primarni
kultury multiplikovana na p&ti médiich; DKW v kombinaci BA (0,6 mg-1™%), IBA (0,01
mg.I™), dale jako CO, MS v kombinaci BA (3,0 mg-1™), NAA (0,2 mg-1™), dale jako C1,
C2D v kombinaci BA (1,5 mg-1™), déle jako C2, MS obohacené o BA (1,5 mg-1™), IBA
(1,0 mg-1™), dale jako C3 a LQ v kombinaci BA (0,4 mg-I™") a NAA (0,01 mg-I™), déle
jako C4. Vysledky diplomové prace hodnoti zdravotni stav a GspéSnost explantati na
jednotlivych médiich a propocitavaji multiplikacni koeficient. Vyhodnocen byl i narist
nové vzniklych vyhont v jednotlivém pasazovani celého experimentu. Nejlépe
vyhovujicim médiem pro multiplikaci révy vinné v podminkach in vitro, bylo
vyhodnoceno CO médium. Nejmensi pramérny pocet vzniklych vyhond a zaroven i

nejhorsich vysledki bylo dosazeno na C1 médiu.

RESUME

The experiment was done at Faculty of Horticulture in Lednice, at the Mendeleum —
Institute of genetics. The plant materil was obtained from the technical isolation in
Lednice. Four selected grape varieties (‘MT" 25/7, 20/52'PM','CR2' 1/48,'K 5BB') as
primary culture and multiplied in selected media. All varieties were grown at the same
temperature and light conditions. MS medium combined with BA (0.7 mg-1™), 1AA (0.1
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mg-1") was chosen for the primary culture. The pH was adjusted to 5.8. After the
establishment of primary cultures, only the variety 'CR 2' 1/48 survived. In the other
varieties ('MT" 07/25, 20/52 and 'PM"K 5BB") infection by fungal and bacterial
infections, hyperhydratation, no proliferation of shoots and necrosed individual
segments were observed. Variety'CR2' was (after the establishment of primary cultures)
multiplied onfive media; DKW combination of BA (0.6 mg-I™), IBA (0.01 mg-1™), here
in after referred to as CO, MS in combination with BA (3.0 mg:-I), NAA (0, 2 mg-1™),
here in after referred to as C1, C2D combination of BA (1.5 mg-1™), here in after
referred to as C2, MS enriched by BA (1.5 mg:I™"), IBA (1 0 mg.I™), here in after
referred to as C3 and LQ combination of BA (0.4 mg-1™) and NAA (0.01 mg:I"") here in
after C4. Individual media were evaluated separately with the calculation multiplier of 4
passage. CO medium was evaluated as the most suitable medium for in vitro grapevine
multiplication . The lowest number of new formed shoots and also the worst results
were observed on C1 medium. The results of the thesis evaluaete the health condition of
plants and the multiplication factor on different media. New formed shoots during the

ever single passaging was evaluated as well.
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10 SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU

Obr. 1 Mikropropagace Vitis vinifera L. v podminkach in vitro dle (Abido a kol., 2013)
A) révové explantaty pii zakladani primarni kultury, B) prortistani uzlabnich pupena, C)

multiplikace révy vinnée
Obr. 2 “Muller Thurgau” 25/7

Obr. 3 "Modry Portugal” 20/52

Obr. 4 "Kober 5BB”

Obr.5 CR 2" 1/48

Obr. 6 Schéma pokusu

Obr. 7 Erlenmayerovy bariky s chloridem rtutnatym a nodalnimi segmenty révy vinné
Obr. 8 Jednonodalni segmenty piipravené ke kultivaci

Obr. 9 Prorostlé tizlabni pupeny u odrad "MP’ 20/52, 'MT" 25/7, 'CR2" 1/48, 'K5 BB’
Obr. 10 Rostliny na CO médiu béhem multiplikace

Obr. 11 Rostliny na CO médiu pii napadeni infekci

Obr. 12 Rostliny na C1 médiu béhem multiplikace

Obr. 13 Explantaty béhem multiplikace na C2 médiu

Obr. 14 Tvorba kalusu na explantati z C3 média

Obr. 15 Explantaty na C3 médiu

Obr. 16 Expalntaty z C4 média

Obr. 17 Explantaty béhem kultivace na C4 médiu

Obr. 18 Flowbox, prostor pro préaci v in vitro podminkéach

Obr. 19 Kultiva¢ni mistnost s regély

Obr. 20 Srovnani explantatii na jednotlivych médiich

Obr. 21 Srovnani explantati na C4 médiu (na levo) a C2 médiu (na pravo) médiu

Obr. 22 Srovnéni explantatii na CO médiu (na levo) a C3 médiu (na pravo)
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Obr. 23 Srovnani explantatii na CO médiu (na levo) a C4 médiu (na pravo)

Obr. 24 Srovnani explantati na CO médiu (na levo) a C1 médiu (na pravo)

Tabulka 1: Uginky nejéast&ji vyuzivanych rostlinnych regulatori v kultivaénich médiich
(Hradilik, 2005)

Tabulka 2: Uspé&$nost prevodu rostlin do aseptickych podminek (poéet rostlin v ks)

Tabulka 3: Celkovy pocet rostlin na pocatku multiplikace a v prib&hu jednotlivych

pasazovani.

Graf 1: Primérny pocet vzniklych rostlin na jednotlivych médiich po 1. pasdzovani.
Graf 2: Primérny pocet rostlin vzniklych na jednotlivych médiich po 2. pasazovani.
Graf 3: Primérny pocet vzniklych rostlin na jednotlivych médiich po 3. pasazovani.
Graf 4: Primérny pocet vzniklych rostlin po 4. pasaZovani na jednotlivych médiich.
Graf 5: Celkovy pocet rostlin (ks) po 4. pasazovani.

Graf 6: Srovnani poctu nové vzniklych rostlin pfi multiplikaci v jednotlivych

pasazovanich
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