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Vyuziti in vitro kultur pro mnozeni gerber (Gerbera sp.)

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva postupem pii mikropropagaci gerbery (Gerberasp.).
Jako pokusny material bylo zvoleno Sest odrid gerber — Abriana, Ruble, Amparo, Black Out,
Bellagio, Adinda. Byl zkouman vliv sterilizaéniho ¢inidla na Zivotaschopnost explanatu.
Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u 3,5% roztoku chlornanu sodného, ktery vysterilizoval
10,42% explantatd, coz bylo potvrzeno chi testem shody cetnosti kontaminovanych
explantatt. Dale se vénuje ovlivnéni organogeneze in Vitro ristovymi regulatory a
genotypem. Ze zjisténych vysledkl nelze presné ftici, ze indukce kalusu je ovlivnéna
genotypem a rastovymi regulatory obsazenymi v kultivaénim mediu, protoze vysledky byly
zna¢né¢ ovlivnény kontaminacemi.Ve fazi multiplikace taktéz nelze piesné urcit, zda
koncentrace hormont v mediu ovlivituje multiplikaci. Jen pfi porovnani vysledki u odrad
Adinda a Black Out je zfetelné, Ze odriida Adinda reagovala odli$né na v§echna multiplikacni
media MLT1 (MS + 1,0 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA), MLT2 (MS + 2,0 mg/l BAP + 0,1 mg/I
NAA), MLT3 (MS + 3,0 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA) tj. tvofila jen skelné listy. Z dosazenych
vysledkii nelze stanovit, zda genotyp a koncentrace regulatori v mediu maji vliv na
zakotfenovani rostlin. Pouze odriida Black Out zakotenila na mediich MK1 (MS + 0,5mg/1
NAA), MK2 (MS + 1,0mg/l NAA) a MK3 (MS + 2,0 mg/l NAA). Vysledky nepotvrdily ani
nevyvratily hypotézu, Ze substrat pouzity pro pievedeni rostlin do in vivo podminek ma vliv
na zivotaschopnost rostlin. V substratu slozeného z 50% z perlitu a z 50% z raseliny piezilo
vSech 6 rostlin a v ¢istém perlitu prezilo taktéz vSech 6 rostlin.

Kli¢ova slova:Gerbera sp., in vitro, mikropropagace, regenerace, organogeneze.



Using in vitro cultures for Gerbera sp. propagation

Summary

This thesis deals with the procedure of micropropagation of Gerbera sp. As
experimental material has been selected six varieties of gerbera - Abriana, Ruble, Amparo,
Black Out, Bellagio, Adinda. It also deals with influence of the sterilizing agent on the
viability of explant. The best reset was achieved with 3.5% sodium hypochlorite solution,
which sterilized the explants 10.42%, which was confirmed by the chi test of equivalence
frequency of contaminated explants. It also discusses the influence of grow regulators to
organogenesis in vitro. The observed results can not be accurately interpreted because callus
induction is affected by contamination. In phase multiplication it also can not be accurately
determined because of the loses in sterilization process. Just hen comparing the results with a
variety Adinda Black Out is clear that a variety Adinda responded differently to all media
MLT. MLT1 (MS +1.0 mg /| BAP + 0.1 mg /| NAA), MLT2 (MS + 2.0 mg /| BAP + 0.1
mg / | NAA) MLT3 (MS + 3.0 mg /| BAP + 0.1 mg / | NAA). Adinda formed only glass
leaves. From obtained results can not be determined that genotype and concentration of
regulators have an effect on rooting. Only varieties Black Out rooted on media MK1 (MS +
0.5mg /1 NAA), MK2 (MS +1,0mg /| NAA) and MK3 (MS + 2.0 mg / | NAA). Results did
not confirmed or proved hypothesis that the substrate used for transferring the plants to in
vivo conditions will affect the viability of the plant. In the substrate consisting of 50% perlite

and 50% peat survived all six plants and in clean perlite also survived all six plants.

Keywords: Gerbera sp., in vitro, micropropagation, regeneration, organogenesis.
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1 Uvod

V dnesni dobé se setkdvame s péstovanymi rostlinami, které vlivem S§lechténi
»ztratily* schopnost generativniho rozmnozovani. Mezi tyto rostliny patii i n¢které kultivary
gerber péstovanych pro fez kvéti. Klasickym vegetativnim mnoZenim jako je fizkovani
dosahneme uspokojivych vysledkl jen pro domaci péstovani, kdy Ize z jedné rostliny ziskat
jen omezené mnozstvi zivotaschopnych jedinct. Pfi této metodé jsou mladé rostliny napadany
houbovymi chorobami a procento pfezivsich rostlin se zna¢né snizuje.

Proti tomu in vitro kultivace rostlin umoziuje v relativné malém prostoru namnozit
velky pocet zdravych sazenic a proto je ji hojn¢ vyuzivano v zeméd¢€lské velkoprodukci
rostlin a sadbového materialu. Predlozend prace se zaméfuje na problematiku odvozeni in
vitro kultury gerber a mapuje nezbytné technologické podminky pro realizaci mnozeni gerber

in vitro.



2 Cil prace a hypotézy

Diplomovéa prace se zabyva prevedenim nesterilniho rostlinného materidlu do
aseptickych podminek in vitro. K tomuto ucelu jsou zkoumany vlivy riznych steriliza¢nich
¢inidel.

Dil¢im cilem prace je ovéfit vliv koncentrace rustovych hormont na organogenezi in
vitro a v neposledni fadé podminky pievodu do ex vitro.

Cilem prace je tedy ovéteni nasledujicich hypotéz.

2.1 Hypotéza 1

Steriliza¢ni ¢inidlo mé vliv na zivotaschopnost kultivovaného materialu.

2.2 Hypotéza 2

Genotyp a koncentrace rastovych hormont ovliviiuje ptimo indukci kalusu, tvorbu

primordii, prytt a kofent in vitro.

2.3 Hypotéza 3

Substrat pouzity pro ptevedeni rostlin do in vivopodminek ma vliv na Zivotaschopnost

rostlin.

10



3 Literarni prehled

3.1 Pivod a vyznam gerbery

Rod Gerbera patii do Celedi Asteraceaea zahrnuje asi 45 druhli vesmés vytrvalych
bylin s oblasti rozsifeni ve vychodni ¢asti jizni Afriky, na Madagaskaru, v Indii az po Nepal a
Cinu. V zahradnictvi je vyznamny pouze jeden druh Gerberajamesoniiptivodem z Jihoafrické
republiky, ktery byl objeven roku 1878 (Atanasova, 2001).

Dalsi dulezité druhy jsou Gerbera aspleifolia, Gerbera aurantiaca, Gerbera
kunzeana, Gerbera viridifolia, atd. Rod Gerbera byl pojmenovan na pocest némeckého
piirodovédce TraugottaGerbera (Nguyen, 2007).

Gerbera jamesonii byla objevena vroce 1878 v TransvaaluRehmanem a piesné ji
popsal J. D. Hooker. Prvni zivé rostliny byly dovezeny do Evropy (Kew Garden u Londyna)
v roce 1887 (Votruba, 1980).

Dnes je jednou z nejvyznamnéjSich kvétin na trhu stezanymi kvétinami a patii
K nejzadanéj$im fezanym kvétinam u nas i ve svEéte. Patii mezi 5 nejprodavanéjsich fezanych
kvétin na nizozemskych burzach. Oblibenost stoupa s nové vyslechténymi odridami, které se

pys$ni riiznymi barvami a ruzné plnymi kvétenstvimi (Pokluda, 2011)

3.2 Popis rostliny a péstebni podminky

3.2.1 Popis rostliny

Gerbera vytvati typické kvétenstvi pro Celed’ hvézdicovitych (Asteraceae), tj. ubor.
Ubory vyrtistaji na dlouhych stvolech z pazdi listti a jsou sloZeny trubkovitych kvéta ve stfedu
kvétenstvi a z jazykovitych kvétl na okraji (Votruba, 1980).

Listy jsou uspotadany ruzicovité na konci zkracenych vyhond, kterych se u starSich
rostlin tvoti hned nékolik. Kofenovy systém je tvofen mensim poctem silnych kotentl, z nichz
vyrustaji slabé postranni kotfeny. U kulturnich rostlin je kofenovy systém vicemén¢ svazéity a

nevytvaii se hlavni kotfen (Votruba, 1980).

3.2.2 Prirozené podminky

Gerbera pochazi z teplych oblasti jizni Afriky, kde jsou 1éta tepla a deStiva a zimy
naopak suché a chladnéjs$i. Béhem zimniho obdobi od kvétna do zafi rostliny prodélavaji

vegetacni klid. Gerberajamesonii neroste v domoviné na otevienych stanovistich, ale mezi
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travou a fidkymi kefi v silném difiznim svétle. Pida je propustnd, piscitohlinitd s vySSim

obsahem humusu a s hodnotou pH 5-6 (Votruba, 1980).

3.2.3 Podminky p¥i sklenikové produkci

Gerbera péstovana pro fez kvetl pii optimalnich svételnych a tepelnych podminkach
pti dobré péci bohaté kvete. V idedlnich podminkach pti sklenikové produkci gerbera nema
klidové obdobi jako je tomu v jeji domoviné (Pokluda, 2011).

Produk¢ni porosty se udrzuji 1-1,5 az 2 roky podle zvolené technologie a vykonnosti
odridy. Za zastaraly péstebni systém uz lze povazovat péstovani gerber v ptidnim zahonu.
Zderostliny trpi houbovymi chorobami. Nejvyssi produkci dava péstovani hydroponické a
kontejnerové. Hydroponicky systém vyuziva lehké konstrukce vyvySenych zahonil
s umélohmotnymi Zlaby, na které se umist'uji padsy mineralni plsti zabalené ve folii a do nichZ
se vysadi mladé rostliny. Vyziva rostlin je zajisténa kapildrami, které jsou napojeny na hlavni
ptivodni hadici. Piebyte¢ny roztok odtékd z cedicové plsti profiznutym otvorem ve folii a
nasledn¢ je shromazd’ovan v zlabu (Pokluda, 2011).

Pro kontejnerové vysadby se voli 8 az 12 litrové nadoby s raselinovym nebo
kokosovym substratem. Zavlaha a vyziva je feSena podobn¢ jako u hydroponického
pestovani. Kontejnery jsou umistény v faddch a pod nimi je taktéZz umistén Zzlab pro
shromazd’ovani piebyteéného odpadniho Zivného roztoku (Pokluda, 2011).

Na vyZivu jsou gerbery stfedné naro¢né, z makrobiogennich prvkil uptfednostiiuji
dusik (N) a draslik (K). Ze stopovych prvki jsou dulezité méd’ (Cu), molybden (Mo), bor (B),
mangan (Mn), Zelezo (Fe). Optimalni pH se 1i8i podle odridy, ale pohybuje se mezi 5,5 a 6,5.
Idealni teplota pro péstovani gerber je 18 az 22°C. Pfi teplotach pod 15°C rostliny omezuji
rist a pod 12 °C se uvadi do klidu. Vynos je odridové odliSny a pohybuje se od 25 do 35
kvéta a vice z rostliny za rok (Pokluda, 2011).

3.3 Vegetativni rozmnoZovani gerber

Gerbery péstované kiezu kveéth se semeny nemnozi. Tradicnim zplisobem
vegetativniho mnoZeni je déleni starSich rostlin. Je to sice rychly, ale malo vydatny zptsob
mnoZeni. Pti fizkovani se ziské z jednoleté rostliny 7 — 15 tizka a ze dvouleté az 30 tizka. Pii
dnesnich objemech produkce fezanych kvéta gerber je absolutné nedostacujici, proto se pro
mnozeni gerber vyuzivd mnoZeni in vitro, které umozni ziskat velké mnoZzstvi vyrovnaného a

zdravého materialu pro vysadbu (Vit a kol., 2001).
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3.3.1 TKkainové kultury (metoda in vitro)

Tkanové kultury jsou technikou vyuzivanou pro kultivaci bunék, tkani a organa na
syntetickych mediich v aseptickém prostfedi. Rovnéz je nutné, aby podminky jako jsou
svétlo, teplota a relativni vzdusna vlhkost byly kontrolovany. Schopnost kultivace rostlinnych
bungk je aplikovatelnd v mnoha odvétvich napt. zemédélstvi, zahradnictvi, biologie, chemie a
je piedpokladem pro genetické inzenyrstvi rostlin (Davey, 2010).

MnozZeni v podminkach in vitro se pouziva u druhi, které se obtizné¢ mnozi semeny
nebo vegetativné, u nichZz je tento zpusob ekonomicky vyhodnéjsi. Mnozeni in vitro je
naro¢né na laboratorni zatfizeni, na pfistroje, na specidlni chemikalie a odbornost pracovniki.
Ekonomicka vyhodnost proti klasickym zpusobim mnozeni je dana vysokym poctem
ziskanych jedincti, Gsporou velkych ploch pro mate¢ni rostliny a dobrym zdravotnim stavem
mladych rostlin. In vitro mnozeni je také vyhodné pro rychlé rozmnozeni novych odrid (Volf,

1991).

3.3.2 Kultivace pFimouorganogenezi

Pfima organogeneze vychazi z organizované¢ho rustu, kdy se kultivuji izolované
vegetativni organy rostlin. Pro mnozeni rostlin metodou in vitro jsou nejdilezitéjsi tyto typy
kultur (George et al., 2008):

e Meristémové kultury: U téchto kultur se vyuziva d€livé pletivo z vzrustného
vrcholu rostliny. Po odebrani 0,2 — 1,0 mm velké ¢asti vzristného vrcholu, se
tato Cast kultivuje a lze ziskat velké mnoZstvi rostlin.

e Tvorba pryti z axilarnich pupent. Kultivuje se vrchol rostliny, ktery je vétsi nez
pfi meristematickych kulturdch. Vrchol rostliny obsahuje zarodky listh a
vzristnych vrcholl, ze kterych jsou produkovany dalsi klony rostlin.

e Kultivace jednonodalnich stonkovych segmentd. Kultivuji se segmenty rostlin
S jednim laterarnim oc¢kem, ze kterého vyruasta pryt.

e Koftenové kultury

3.3.3 Kultivace nepFimou organogenezi

Kultivace nepfimou organogenezi spoc¢iva v indukci celé rostliny nebo jeji Casti
Z neorganizovanych bunék. Vyuziva se totipotence rostlinné burniky.Kazda bunka rostliny
totiz nese kompletni genetickou informaci a Ize z ni za danych podminek dopéstovat celou

rostlinu.
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e Kalusové¢ kultury: Kalus je neorganizovana masa dé€licich se rostlinnych bunék,
ze kter¢ Ize kultivovat rostlinné organy ¢i celé€ rostliny.

e Bunécéné kultury: Populace rostlinnych bunék a malych shlukii bunék
rozptylenych v provzdu$néném tekutém mediu.

e Protoplastové kultury: Kultury isolovanych rostlinnych bun¢k bez bunécné stény

(George et al., 2008).

3.3.4 RozmnoZovani gerber in vitro

Pierik (1973) uvadi, Ze lze gerbery mnozit pfimou a nepfimou organogenezi. Lze
vyuzit rizné explantaty nezrald ¢i zrald kvétenstvi, listy, zarodky listi a kvétenstvi atd.
(Pierik, 1987).

Murashigeet al. (1974) objevili systém in vitro mnozeni gerber, diky kterému je
mozné ziskat mnoho klond gerber. Izolovali vzristny vrchol z rostliny, ktery obsahoval velké
mnozstvi zarodkl listd. Pomoci vysokych koncentraci cytokininti se vyvinulo velké
mnozstviaxilarnich pupenii v uzlabi listi. Tyto nové vyhony byly rozd€leny a ptevedeny do
cerstvého media, na kterém se znovu tvoftily vzristné vrcholy (Pierik, 1987).

Semena byla kultivovéna na zdkladnim MS mediu (Dhal, 2012).
3.3.5 Faze mikropropagace podle George et al. (2008)

3.3.5.1 Faze 0

Pred mikropropagaci se selektuji rostliny pro odbér explantatu. Musi mit znaky

typické pro danou odriidu a prosté jakychkoliv symptomi infekce.

3.3.5.2 Fazel

Tento krok zahrnuje pfevedeni rostlinného materialu do podminek in vitro. Faze je
usp&$na pokud se pfevede materidl, ktery je bez mikrobidlnich kontaminaci a postupné

vykazuje rast (tvorba kalusu). Kontaminované explantaty nebo media se odstranuji.

3.3.5.3 Faze 2

Cilem druhé faze je produkce struktur, u kterych se vyskytuji zarodky rostlinnych

organt. Z téchto zarodk Ize kultivovat Zivotaschopné rostliny.
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3.3.5.4 Faze3

Pti tfeti fazi se formuji rostliny, které jsou schopny samostatné fotosyntézy a
nepotiebuji dodateény ptisun uhlovodika. Féazi lze rozdélit na dvé ¢asti, kdy pii prvni ¢asti
dochazi k elongaci struktur, které byly vytvotfeny pti druhé fazi. V druhé casti dochazi

k zakofenovani elongovanych organt rostlin.

3.3.5.5 Faze 4

V této fazi jsou rostliny pievadény do piirozenych podminek (z in vitro do ex vitro).

Zrostlin se omyje zbytek kultivaéniho media a ptfesadi se do nového substratu (perlit,

fvwvr

cwvwvr

pfi pfevadéni do ex vitro podminek rostliny postupné navykaji na pfirozené podminky.

3.4 Vybaveni pro in vitro kultivaci rostlin
Pierik (1987) doporucuje:

3.4.1 Pro pripravu media

Mikrovinna trouba, magnetické michadlo, autoklav, vahy s ptesnosti (0,1 mg a 0,01
mQ).
3.4.2 Proizolaci kultur

Laminarni box, plynovy kahan, petriho misky, skalpely, pinzety, ntzky, vitafilm na
obaleni sklenic.
3.4.3 Obecné vybaveni

Lednice s mrazakem k uchovani chemikalii a medii, nastroje pro ¢isténi pouzitého
laboratorniho skla.
3.4.4 Chemikalie

Detergent, etanol.

3.4.5 Kultivaéni skfini nebo mistnost

Kontrolovana teplota (17 — 27°C), asimilaéni osvétleni, alarm pro ptipad selhani.
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3.4.6 Sklenik

Pro matecni rostliny a pro dopéstovani namnozenych rostlin.

3.5 Rostlinny material

Pro in vitro kultury mizeme izolovat dva druhy materidlu z rostlin péstovanych
v kontrolovanych podminkach ve skleniku nebo z rostlin co jsou péstovany venku. Pokud je
explantat izolovan =z jedince, kteryroste ve venkovnich podminkach, je tu velkd
pravdépodobnost, Ze bude obsahovat mnohem vice infekci. Vyjimkou jsou explantaty
izolované z vnitinich tkani. Lze proto fici, Ze je nutné pouzivat rostlinny material péstovany
ve skleniku, proto upfednostiiujeme explantity z rostlin péstovanych v krytych prostorach.
Reakce materidlu z venkovnich podminek se 1iSi od materidlu péstovaného ve skleniku.
Obecné, material ze skleniku (vice elongovany a etiolizovany) regeneruje 1épe(Pierik, 1987).

Pted odebranim explantatu z rostliny Pierik (1987) doporucuje:

e Ptedchézet napadeni Skidci, ktefi prendsi choroby (mSice, svilusky, molice, atd.)

e Zabranit rozSifeni hub a bakterii. Jestli mulZeme, oSetfujeme rostliny
fungicidynebo baktericidy.

e Nezalévat rostlin z vrchu, ale do podmisky. Voda je vzdy dobrym prostiedim
pro namnoZeni mikroorganismu. Toto pravidlo plati zejména pro rostliny, které
tvoii riZice.
bakterialni choroby 1épe ptezivaji pii vyssi vlhkosti vzduchu.

e Explantat se odebira ze suchych rostlin.

Pro odebirani explantatu vyuzivadme jen zdravé rostliny, které nevykazuji deficit ve
vyzivé nebo poskozeni Spatnym vodnim rezimem (Smith, 2013).
V principu to znamend, Ze pro experimenty se maji vyuzivat jen silné rostliny, protoze

slabé jsou vice nachylné k napadeni sktidci nebo chorobami (Pierik, 1987).

3.5.1 Explantat

Explantat je odebrana ¢ast rostlinné tkané, ktera je kultivovana v podminkach in vitro.

Uspé&snou kultivaci explantatu miize ovlivnit mnoho faktorti(Smith, 2013).
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3.5.1.1 Ro¢ni obdobi

Rocni obdobi mé velky vliv na kontaminaci a odezvu explantatu. Napiiklad ocka a
pryty odebrané béhem jara, kdy jsou v ristu, jsou aktivnéjsi nez ocka v dormanci. Tkan, ktera
je fyzicky v dormanci obecné neodpovida v kultivaci in vitro a obsahuje mnoho kontaminantd
(Smith, 2013).

3.5.1.2 Stafi a zdravotni stav rostliny

Cim star$i rostlina je, tim klesa jeji schopnost regenerace a proto se preferuji mladé
rostliny a jejich nejmladsi ¢asti. To samé plati pro zdravotni stav rostliny. Jestlize je rostlina
bez napadeni chorobami a $kidci bude in vitro kultura Gspésna,tedy bez kontaminaci (Pierik,
1987).

3.5.1.3 Stafi explantatu

Stafi rostlinného materidlu je velice dilezité. Fyziologicky mladsi tkan reaguje 1épe
v podminkach in vitro. V mnoha piipadech, fyziologicky stary explantat nezformuje kalus.
Mlada tkan se také 1épe povrchové sterilizuje, protoze infekce zatim nepronikly hloubéji do
rostliny a drzi se na povrchu (Smith, 2013).

Pierik (1987) uvadi, ze fyziologicky stav ma veliky vliv na déleni bunék a in vitro
regeneraci. Napiiklad rostliny mnoZené vegetativné reaguji lépe nez rostliny mnozené

generativné.

3.5.1.4 Velikost explantatu

Velikost explantatu ma vliv na odezvu pii jeho kultivaci in vitro. Obecné plati, ¢im
mensi explantat, tim htte se kultivuje. VEtsi explantaty obsahuji vice zivin a vice rustovych
regulatori a to pfispiva k udrzeni kultury (Smith, 2013).

Pokud jsou izolovany velké explantaty, tak Ziviny (mineraly, cukry) obsazené v mediu

maji mensi efekt (Pierik, 1987).

3.5.1.5 Vhodnost explantatu

Kazda ¢ast rostliny miize byt vyuzita ke kultivaci in vitro. Zalezi, vsak pro jaké ucely
explantat odebirdme. Pro namnoZeni rostlin si vybereme laterarni a terminalni pupeny nebo
vyhony. Pro indukci kalusu lze vyuzit hypokotyl. OvSem excelentni explantaty pro indukci

kalusu jsou semendce z asepticky kultivovanych semen nebo nezrald kvétenstvi (Smith, 2013)
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Explantaty odebrané z vegetativné mnoZzenych rostlin regeneruji 1épe nez explantaty

zZ generativné mnozenych rostlin (Pierik, 1987)

3.5.1.6 Pozice explantatu na rostliné

Pozice explantatu na rostliné ovliviiuje jeho nasledny rdst a vyvoj v podminkach in
vitro. Cim vyse, je z rostliny odebran explantat tim nizsi, je Sance, Ze zatne tvofit kofeny

(Pierik, 1987).

3.5.1.7 Rustové podminky

Rostliny péstované ve skleniku jsou vice etiolizované a elongované nez rostliny
pestované v béznych podminkach. Materidl odebrany ve skleniku regeneruje 1épe nez material

z béznych venkovnich podminek (Pierik, 1987).

3.5.1.8 Rez explantatu

Povrch explantatu nepiijiméa nejlépe Ziviny. Rez na explantatu zvysuje piijem Zivin a

regulator z media, proto by se jim mél explantat dotykat media (Pierik, 1987).

3.5.2 Kontaminace

U nékterych rostlinnych materidlt byva zaloZeni sterilnich kultur velmi obtizné.
Pocatecni proces CiSténi a desinfekce milZze byt Casové velice narocny a nakladny. Pri
kultivaci in vitromize kontaminace pochazet z vice zdroji. Za mozné zdroje znedisténi
muzeme povazovat: explantat, osobu, flow box, hmyz, media, nastroje (Smith, 2013).

Hlavnim zdrojem kontaminaci je explantat. Obsahuje mnoho organismi na povrchu a
v malych trhlinach. Rostliny s epidermalnimi trichomy zadrzuji na svém povrchu vice
kontaminujicich organismi nez rostliny bez trichoml. Ne¢které rostliny nesou
mikroorganismy ve vnitinich pletivech a mize byt velice obtizné je odstranit (Pierik, 1987).

K minimalizaci zavleCeni mikroorganismli pfispiva pracovnik, ktery miZe nést
kontaminanty na obleceni a ve vlasech.V neposledni fadé¢ je nutné eliminovat hmyzi

pfenasece v laboratofi, hlavné roztoce (Smith, 2013).

3.5.3 Sterilizace

Pro uspésnou kultivaci in vitro je nutné eliminovat vSechny mikroorganismy. Jelikoz
vSechny patogeny rostou rychleji nez rostlinny materidl, proto lze kultivovat jen Cisty sterilni

rostlinny explantat.
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3.5.3.1 Rostlinny material

Pierik (1987) uvadi jako nejvhodné;jsi sterilizacni Cinidla:

Ethanol (C,HsOH), ktery je pouzivan pro sterilizaci rostlinného materialu
v 70% koncentraci, jelikoz 96% etanol dehydratuje. Pro sterilizaci pracovnich
nastroju se pouziva 96% etanol, ktery nezanecha vrstvu vody na povrchu.
Chlornan sodny (NaClO) je nejdostupnéjsi sterilizaéni Cinidlo, které lze
zakoupit ve vétSin¢ obchodu jako bélidlo. Vyuziva se 1 — 2% roztok chlornanu
sodného.

Pro rostliny citlivé kchlornanu sodnému lze vyuzit chlornan vapenaty
Ca(Cl0),.

Chlorid rtutnaty HgCl, rozpustény ve vod¢. Tato velice toxicka sloucenina je

pouzivana v malych koncentracich 0,01 — 0,05%.

Pro zefektivnéni chemické sterilizace je mozné vyuziti naslednych postupi:

Omyvani tekouci Cistou vodou.

Umisténi explantatu pied sterilizaci do 70% etanolu pro odstranéni
vzduchovych bublin.

Ptidani smacedla do sterilizacni kapaliny snizi povrchové napéti a sterilizacni

¢inidlo 1épe pfilne k povrchu explantatu.

Doba trvani sterilizace se miZze pohybovat od 5 do 30 minut. Cas sterilizace je

individualni. Zalezi na druhu rostlinného materialu a zalezi na pracovnikovi, jak dlouho se

rozhodne sterilizaci provadét (Pierik, 1987).

3.5.3.2 Media

Obecné se media pro tkanové kultury autoklavuji 15 minut pii 121 °C. Tento postup je

adekvatni pro nadoby s 10 — 1000 ml tekutého media (Smith, 2013).

3.5.3.3 Nastroje

Bézné nastroje pouzivané pro preparaci explantati jsou rizné velké nlizky, pinzety a

skalpely. Pfed autokldvovanim se zabali do alobalu. Sterilizace v autokldvu probiha 15 — 20

minut pii 121 °C (Smith, 2013).
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3.5.3.4 Flow box

Laminarni box musi byt udrzovan v naprosté Ccistoté. Ponechani pouzitého
laboratorniho skla, starého rostlinného materialu a infikovanych medii mlze zpisobit
druhotné kontaminace. Pfed zapocetim praci se flow box nechd 15 minut bézet se zapnutym

UV svétlem, poté se pracovni povrch sterilizuje etanolem (Pierik, 1987).

3.5.3.5 Pracovnik

Pro minimalizaci zavleceni kontaminace je dulezit¢é myti rukou a nehtd teplou
mydlovou vodou. Pfed praci ve flow boxu je tfeba sterilizovat ruce 70% etanolem.
K zavleceni nezadoucich mikroorganismti mize dojit z venkovniho prostfedi, kdy pracovnik

donese mikroorganismy na svém odévu ¢i ve vlasech (Smith 2013).

3.6 Priprava aslozeni media

Ziviny jsou nezbytné pro rist a vyvoj rostliny. Bez vody a minerdlnich Zivin by
rostlina in vitronemohla zit. Do media je nutné ptidat cukry, protoze rostliny (¢asti rostlin)
nejsou Vv téchto podminkach autotrofické. Dilezitost fyzikalnich faktori pro rist a vyvoj
rostlin je nezbytna jak pfi normalnich podminkach tak i pfi in vitro. Tyto faktory ovliviuji
velké mnozstvi procestt v rostling: vodni rezim, evaporace, fotosyntéza, respirace, rust,
kveteni, atd.

Ctvrtym dillezitym faktorem jsou riistové regulatory, které jsou potiebné jen ve velmi
malych koncentracich. Reguluji distribuci latek v rostliné, které jsou zodpovédné za rist a

déleni bungk (Pierik, 1987).

3.6.1 Voda

Velka pozornost by méla byt vénovadna vodé, protoze tvoii 95% zivného media. Pro
kultivaci je doporu€ovana dvakrat destilovana voda. Nelze pouzivat vodu z vodovodu, jelikoz

obsahuje nezadouci slouceniny, které by mohly ovlivnit G¢inek media (Pierik, 1987).

3.6.2 Agar

Mnoho experimentli se provadi na pevném mediu. Pro tyto tcely je hojné vyuzivan
praveé agar (Smith, 2013).

Agar je polysacharid, ktery se vyrabi z motskych fas. Pouziva se jako gelova slozka
zivného media. Pii vyrobé je vycCistén, tak ze neobsahuje skoro zadné toxické slouceniny

(Pierik, 1987).
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3.6.3 Cukr

Je velmi dulezitd ¢ast kazdého zivného media. Jeho ptidani je dtlezité pro rist a vyvoj
in vitro. Zelené Casti rostlin nejsou dostateCné autotrofické a nemohou rostlinu zasobovat
cukry (Pierik, 1987).

Uhlik obsazeny v cukrech nahrazuje rostlinam uhlik, ktery pfi béznych podminkach
fixuji z atmosféry fotosyntézou (George et al., 2008).

Nejcastéji se vyuziva sacharoza, ale Ize pouzit fruktozu nebo glukdézu. Koncentrace

cukrii zélezi na typu a stafi rostlinného materialu (Pierik, 1987).

3.6.4 Mineralni slozky

Tkanové kultury a organy jsou péstovany in vitro na umélych mediich, které je
zasobuji nezbytnymi zivinami pro rust. Pro vitalni a zdravy rast rostliny potfebuji relativné
velké mnozstvi anorganickych prvkl (makroprvky):

dusik (N), draslik (K), fosfor (P), vapnik (Ca), hot¢ik (Mg), sira (S).

Malé mnozstvi dalSich mikroprvki(George et al., 2008):
zelezo (Fe), nikl (Ni), chlor (CI), mangan (Mn), zinek (Zn), bor (B), méd (Cu),
molybden (Mo).

vvvvvv

v

z mnoha kombinaci soli makro a mikro prvku (Pierik, 1987). Nejpopularngjsi je medium
MurashigeetSkoog (1962), protoze mnoho rostlin na n&j dobie reaguje. Vyjimkou jsou jen
rostliny citlivé na vyssi obsah soli v pudé (Pierik, 1987). SloZeni media MurashigeetSkoog
(1962) je uvedeno v ptiloze 1.

3.6.5 Rostlinné hormony

Hormony jsou organické slouceniny syntetizované ve vysSich rostlinach(Prochazka,
1998). Maji vliv na rast a vyvoj rostlin. Jsou aktivni v riznych ¢astech rostliny, kde jsou
taktéz produkovany. Na vyvoj rostlin pisobi ve velice malych mnozstvich. Pro in vitro
kultury se vyuzivaji uméle syntetizované riistové regulatory, které koresponduji s rostlinnymi
hormony (Pierik, 1987).

Da se fici, Ze tkanové kultury vysSich rostlin jsou prakticky nemozné bez rastovych

regulatord, jako jsou auxiny a cytokininy (George et al., 2008).
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3.6.5.1 Auxiny

Auxiny jsou velmi Siroce pouzivané reguldtory v tkanovych kulturach. Obvykle tvori
zakladni hormonalni slozku kultivaéniho media. V kombinaci s cytokininy podporuji rist
kalusu, tvorbu rostlinnych orgdnt a ovliviiuji morfogenezi. Samotné auxiny kontroluji
zékladni procesy jako déleni a elongaci bunék. Nejvyraznéjsi tcinek je udrzovani apikalni
dominance (George et al., 2008).

Pti nizké koncentraci auxinii dominuje tvorba ndhodnych kofent, ale pii vysoké
koncentraci nastava tvorba kalusu (Pierik, 1987)

e Kyselina indolyloctova (IAA)patii mezi tzv. ,,slabé“ regulatory. Je pouzivana
ve vyssich koncentracich 0,01 — 10mg/I.

e Kyselina indolylmaselna (IBA) vyuzivana v koncentracich 0,001 — 10 mg/I.

e Kyselina naftyloctova (NAA) vyuzivana v koncentracich 0,001 — 10 mg/I.

3.6.5.2 Cytokininy

Cytokininy jsou vyuzivany k stimulaci ristu a vyvoje. Obvykle podporuji déleni
bunék, pokud jsou piidany s auxiny. Ve vysokych koncentracich (I — 10 mg/l mohou
indukovat nahodnou formaci prytd. Snizuji apikdlni dormanci a podporuji axilarni vétveni

(Pierik, 1987).

3.6.6 Vitaminy

Absence vitaminll v ristovém mediu zpiisobuje abnormality v rstu a vyvoji rostlin,

proto je nutné dodat do media smés vitaminti (George et al., 2008).

3.7 Prevod z in vitro do pfirozenych podminek

Rostliny péstované v podminkach in vitro nemaji dobfe vyvinutou kutikulu. Relativni
vzdu$na vlhkost in vitro se pohybuje okolo 90 — 100%. Po pievedeni rostlin do in vivo, kde je
vzdu$na vlhkost nizka, mohou rostliny ztratit znacné mnozstvi vody. V in vitro jsou rostliny
autotrofni, ale v podminkach in vivo si musi zajistit pfijem sacharidii fotosyntézou. Proto
museji byt postupné navykany na pfirozené podminky. Aklimatizace a otuZovani musi
probihat pomalu, aby se sprdvné vyvinula funkce otvirani a zavirani priiducht na listech.
Pierik (1987) doporucuje otuZované rostliny vysadit do sterilizovaného media, nejlépe do
syntetického, vysadbu piikryt folii pro udrzeni vysoké vzdusné vlhkosti, eliminovat patogeny

a posupnym vétranim rostliny pfivyknout na pfirozené podminky.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro kultivaci bylo vybrano 6 odrid druhu Gerbera jamesonii.

Tabulka 1 Charakteristika rostlinného materialu

délka

barva velikost barva produkce za |kvétniho

kvétenstvi | kvétenstvi stiredu rok (ks/m2) |stonku Slechtitel
Abriana | rizova 10-12cm cerna 300+ 65-70cm Schreus
Ruble |rtzova 10-13cm cerna 200 - 250 60 - 70 cm Schreus
Amparo |oranzovd |10-12cm zelend 250 - 300 60 - 70 cm Schreus
Black
Out purpurova |9 -10 cm cerna 200 - 250 60 - 65 cm Schreus
Bellagio |Cervena |11-13cm zelena 250 - 300 60 - 70 cm Schreus
Adinda |zluta 10-12cm cerna 300+ 60 - 65 cm Schreus

Jednoleté rostliny poskytl pan Urner, ktery vlastni stejnojmenné zahradnictvi v Praze
Kr¢i. Vsechny rostliny byly péstovany hydroponicky v ¢edicové plsti ve skleniku po dobu

peti mésicu.

Obrazek 1Zdrojovy porost gerber ve skleniku (Macdak, 2013)

23



4.1.1 Explantat

Jako explantat bylo zvoleno nezralé kvétenstvi o velikosti 0,5 — 1,0 cm a vrchni ¢ast
kvétniho stonku. Explantity odebrané v rannich hodinach byly vloZeny do uzaviratelnych
plastovych sackt a byly ulozeny do chladného prostiedi. Béhem dvou hodin se odebrany

material sterilizoval a kultivoval.

4.1.2 Sterilizace

Pred zapocetim sterilizace se odebrané vzorky caste¢né¢ mechanicky ocistily od
svrchnich kali$nich listkii. Poté se oplachovaly proudem studené tekouci vody z vodovodniho
fadu po dobu 10 minut. Samotné sterilizace probihala v uzaviené polypropylenové sterilni
zkumavceo objemu 50 ml, ktera obsahovala nezrald poupata se sterilizaénim ¢inidlem. Pfi
prvnim pokusu byl jako steriliza¢ni ¢inidlo pouzit 20% roztok chlornanu sodného, pti druhém
0,1% roztok chloridu rtutnatého a pfi tfetim 3,5% roztok chlornanu sodného. Obsah
zkumavky byl diikladné 10 minut protfepavan. Po tomto procesu se zkumavka premistila do
flowboxu, kde se poupata vloZzila do redestilované vody a dvakrat diikladné¢ omyla od zbytka

¢inidla.

Obrazek 2 Zkumavka s ¢inidlem a poupaty (Macak, 2013)

4.2 Medium

Pro kultivaci byly pfipraveny tfi druhy medii, jejichz zakladem bylo MS medium
(MurashingeetSkoog, 1962). Slozeni MS media je uvedeno v piiloze 1.
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Tabulka 2 SloZeni kultivaénich medii

_ MS , BAP  IAA  NAA
Medium* oy Agar(g/l) Sacharéza(g/l) PVPW@N) — hony (mgny  (man)
M1 4.4 6,5 25 5 3 0.1 ]
M2 4.4 6,5 25 5 5 01 ;
M3 4,4 6,5 25 5 10 0,1 :
M4 4.4 6,5 25 5 1 01 -
MLTL 44 65 25 5 1 : 0.1
MLT2 44 6.5 25 5 2 - 0.1
MLT3 44 6,5 25 5 3 ] 0.1
MK 1 4,4 6,5 25 5 - - 0.5
MK2 44 6,5 25 5 - - L
MK3 44 6.5 25 5 - - 2

*M1 — M4 iniciac¢ni (kalusotvorné), MLT1 — MLT3 multiplika¢ni, MK1 — MK2 kofenotvorné.

4.2.1 Priprava a sterilizace

Medium bylo pfipravovano v 1 1 kddince.Na ptipravu jednoho litru media byla pouzita
redestilovana voda, 4,4 g MS media (Duchefa), 5g¢ PVP (Duchefa), 6,5 g agaru a 25 g
sachar6zy. Pro upraveni pH na 5,7 bylo pouzito n€kolik kapek 1M KOH.

Ptipravené medium bylo rozlito do 100 ml erlenmeyerovych ban¢k po 100 ml.
Vysledna media byla sterilizovana v autoklavu TuttnauerValuclave 1730 (Némecko), po dobu
20 minut pii 121°C za tlaku 101,5 kPa. Po sterilizaci byly ve flowboxuGelaire TC48 (Francie)
doplnény rustové regulatory (Sigma, Némecko) a rozdéleno do petriho misek o praméru 65

mm (6 ml) nebo do 100ml kultiva¢nich sklenic o priméru 5 cm (25 ml).

4.3 Podminky kultivace

Pro in vitro kultivaci gerber byly vytvofeny nasledujici podminky. V kultivaéni
skiiniSanyo MLR351-H (Sanyo, Japonsko) trval den 16 hodin a 8 hodin noc. Relativni
vzdusna vlhkost byla 50% a osvétleni 15000 luxi.

4.4 Postup kultivace

Po provedeni sterilizacnich postupti se poup¢ rozdélilo na dvé pfiblizné stejné Casti a
M. Stonek byl fragmentovan na 0,5 cm ¢asti a feznou plochou byl umistén na kultivaéni
medium. U explantatl, které nezkontaminovaly a vytvofily kalus, byl kalus odebran rozdélen
a pfenesen na Cerstvé medium, kde se rozrostl. Nésledné se v kalusu zafala vyskytovat

primordia. Primordia byla pfenesena na multiplikaéni medium MLT, kde doslo k vytvoieni
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prvnich rizic gerber. Rizice se nasledné kultivovaly v kofenicim mediu MK, kde vytvotily
kompletni rostlinu. Rostlina byla pro zesileni pfesazena do MS media bez rlstovych
regulator a poté rozdélena na samostatné rostliny, které byly pfesazeny samostatné do
sklenic. Rostliny s vice nez 5 listy byly pfevedeny do nesterilnich podminek, vyjmuty ze
sklenice a ociStény od zbytk kultivacniho media. Rostliny byly vlozeny do uzaviratelné
krabi¢ky z prihledného plastu. Jako substrat byl zvolen perlit nebo smés perlit + raselina
vpoméru 1 :1. Po otuzeni byly pfesazeny do plastovych kontejnert s cedicovou plsti a

napojeny na hydroponickou vyzivu.
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5 Vysledky

5.1 Pokus1

V tomto pokusu byl pouzit jako steriliza¢ni €inidlo 20% roztok chlornanu sodného.
Vysterilizovanad poupata a segmenty stonka byla kultivovdna nejdiive na Cistém MS mediu
bez rustovych regulatorti. Reagujici explantaty byly pasazovany na media M1 — M4.

Zkazdé z 6 odrad byly zalozeny 4 kultivacni sklenice s dvéma ¢astmi poupéte a 4

sklenice s dvéma segmenty kvétniho stonku. Celkem bylo kultivovano 48 nadob.

Tabulka 3 Uspé&nost sterilizace v procentech (pokus ¢&. 1)

Explantat Kontaminace (%) Z¢ernani (%) Pr?;; ;’ 3
Poupé (24 ks) 79, 17 (19 ks) 12,5 (3 ks) 8,33 (2 ks)
Stonek (24 ks) 100 (24 ks) 0 0
Tabulka 4 Vliv koncentrace BAP na tvorbu kalusu a primordii po 30 dnech od zaloZeni kultury
Medium Abriana Black Out
M1 - Kalus + Primordia
M2 - -
M3 Kalus -
M4 - -

U odriidy Abriana vytvoreny kalus po odstranéni starého poupéte a po nasledném piesazeni

nereagoval a po 30 dnech z¢ernal a uhynul. Postupné odumirani 1ze vidét na obrazku 3.
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Obrazek 3Abriana poupé M3 (Macak, 2013)

Kalus z odrady Black Out po piesazeni zacal tvofit primordia, ale béhem 30 dnd

postupn¢ odumiel. Zaklady primordii 1ze zpozorovat na obrazku 4.

Obrazek 4 Black Out kultivace na mediu M1 po 23 dnech kultivace (Macak, 2013)
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5.2 Pokus 2

V tomto pokusu byl pouzit jako sterilizacni €inidlo 0,1% roztok chloridu rtutnatého.
Vysterilizovana poupata byla kultivovana nejdiive na mediich M1 — M4. Reagujici explantaty
byly pasazovany na media MLT1 — MLTS3.

Z kazdé z 6 odrad bylo zalozeno 16 petriho misek s dvéma c¢astmi poupéte. Celkem
bylo kultivovano 96 poupat.

Z 96 sterilizovanych kusi ptezilo 7 kust (7,29%) a 89 (92, 71%) bylo kontaminovano.

Tabulka 5 Vliv koncentrace BAP na tvorbu kalusu a primordii po 30 dnech od zaloZeni kultury

Medium Abriana Black Out Amparo
M1 Uhyn - Rast poupéte
M?2 l.Rust. poupéte, 2. ) )

Primordia
M3 - - -
M4 - - -

Medium Ruble Belagio Adinda
M1 - Uhyn -
M2 - - -
M3 - - -
M4 1. Uhyn, 2. Uhyn - -

Odrida Abriana kultivovana na M2 v prvnim piipad€é vykazovala tvorbu kalusu a
primordii coz je viditelné na obrazku 5. AvSak po odstranéni star¢ho poupéte a presazeni do

multiplikaéniho media MLT 1 — MLT 3 kalus a primordia uhynula.
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Obrazek 5Abriana - kultivace na mediu M2 po 30 dnech kultivace viditelna primordia (Macak,
2013)
V druhém ptipadé u odridy Abriana (svétle rizova) kultivované na M2 (MS + 5 mg/I

BAP + 0,1 mg/l 1A dochazelo pouze k ristu a zvétSovani poupéte. Tvorba kalusu nebyla

viditelna viz.Obrazek 6.

Obrazek 6Abriana kultivace na mediu M2 po 30 dnech kultivace rist a zvétSovani poupéte
(Macik, 2013)
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U odridy Amparo (oranzova) byly zpozorovano taktéz zvétSovani a rist poupéte bez

tvorby kalusu viz obrazek 7.

Obrazek 7Amparokultivace na mediu M1 po 30 dnech kultivace rist a zvétSovani poupéte
(Macak, 2013)

5.3 Pokus 3

V tomto pokusu byl pouzit jako steriliza¢ni ¢inidlo 3,5% roztok chlornanu sodného.
Vysterilizovana poupata byla kultivovana nejdfive na mediich M1 — M4. Reagujici explantaty
byly pasazovany na media MLT1 — MLT3.

Z kazdé z 6 odrid bylo zaloZeno 16 petriho misek s dvéma ¢astmi poupéte. Celkem
bylo kultivovano 96 petriho misek.

Z 96 sterilizovanych kust prezilo 10 kusi (10,42%) a 86 (89,58%) bylo

kontaminovéano.
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Tabulka 6 Vliv koncentrace BAP na tvorbu kalusu a primordii po 30 dnech od zaloZeni kultury

Medium Abriana Black Out Amparo
M1 - Kalus -
M2 - - -
M3 - Kalus -
M4 - Kalus -

Medium Ruble Belagio Adinda
M1 - Kalus Kalus
M2 - Kalus -
M3 - Kalus Kalus
M4 - Kalus Kalus

U pozitivn¢ reagujicich kalusti bylo odstranéno staré poupé a nasledné byly

pfepasazovany na stejné medium, kde doslo k tvorbé nového kalusu a zakladani primordii.

Pro kazdé medium byly piipraveny 4 petriho misky. Tento proces trval 90 dnl. VSechny

odridy nereagovaly pozitivné a dochazelo k znaénému uhynu explantati. Kalus z odridy

Belagio (¢ervend) uhynul na vS§ech (M1 — M4) mediich. Kalus z odridy Adinda (zlutd) piezil

jen na mediu M1 (obrazek 8) a kalus z odridy Black Out ptezil na mediu M3 (obrazek 9).

Tabulka 7 Stav explantati po 90 dnech

Medium

Abriana

Black Out

Amparo

M1

M2

M3

Kalus

M4

Medium

Belagio

Adinda

M1

Kalus

M2

M3

M4
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Obrazek 8 Kalus odrida Adinda, medium M1 (Macak, 2013)

Obrazek 9 Kalus odrida Black Out, medium M3 (Macak, 2013)

Pro multiplikaci byl kalus se zdklady primordii pfesazen na multiplikacni media
MLT1 — MLT3. Celkem byly od kazdé¢ odridy osazeny 3petriho misky pro kazdé
multiplikatni medium (tabulka 8). U odridy Adinda (zlutd) byl pozorovan novy rast
primordii u vSech tfech medii, ale nedochazelo k vytvorfeni zakladnich rizic rostliny a nové
vytvorené listy byly ,,skelné* (obrazek 10) a postupné uhynuly. Ptezily jen na mediu MLT3.
Oproti tomu odriida Black Out (purpurovd) tvofila riizice listli typické pro gerbery. Reagovala
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pozitivné na vSechna multiplika¢ni media (Obrazek 11). Celkem byly ziskdny 3 zakladni
rizice jedna od kazdého media MLT (Tabulka 9).

Tabulka 8Po¢ty kalusii pro jednotliva media

Medium Adinda Black Out
MLT 1 3 3
MLT 2 3 3
MLT 3 3 3

Tabulka 9 Ziskané ruzice

Medium Adinda Black Out
MLT 1 0
MLT 2 0
MLT 3 0

Obriazek 10Adinda, skelné listy, stav po 48 dnech od pi‘esazeni na MLT3 medium
(Macik, 2013)
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Obrazek 11 Black Out zaloZena riiZice rostliny po 48 dnech od presazeni na MLT3 medium
(Macak, 2013)

Pro zakotfenovani byly zvoleny tfi varianty kofeniciho media oznacené¢ MKI1 —
MK3.Tti ziskané listové rizice odridy Black Out byly pfeneseny na kofenici media. Skelné
listy odridy Adinda byly nasazeny na kotfenici medium MKI. Rostliny byly kultivovany ve
sklenicich o objemu 100ml. Odrida Adinda (Zlutd) nezakofenila, primordia zhnédla a
odumfela (obrazek 12). Odruda Black Out zakofenila na vSech mediich MK1 — MK3. Po

vytvoreni kofenti byla ptesazena na ¢isté MS medium, aby rostliny zesilily (obrazek 13).
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Obrazek 13 Black out po 90 dnech na MK3 a po 40 dnech na MS mediu (Macak, 2014)

Tti matecné rostliny byly rozdéleny na 12 rostlin, které byly samostatn¢ kultivovany
40 dni ve 100ml sklenicich na MS mediu. Pfed vysazenim do skleniku byly postupné
pfivykany na niz§i vzdusnou vlhkost. Sest rostlin bylo piesazeno do substratu, ktery se skladal
z50% zperlitu a z50% zraseliny. Zbylych 6 rostlin bylo otuzovano v istém perlitu.
Nedoslo k uhynu ani jedné z rostlin. Po otuzeni byly rostliny vysazeny do ¢edicové plsti a

hydroponicky dopéstovany do produkéni velkosti (obrazek 14).
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Obrazek 14 Black Out po 100 dnech od vysazeni do ¢edicové plsti (Macak, 2014)
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6 Statistické zhodnoceni dat

Ziskana data byla hodnocena v programu MS Office Excel 2007. Zjisténé Cetnosti
kontaminovanych, nekontaminovanych reagujicich a nekontaminovanych nereagujicich
explantata byly porovnany s o¢ekavanymi ¢etnostmi pomoci chi testu.

Taktéz chi testem byla testovana zivotaschopnost kalusu na mediich M1 — M4 u odrad
Adinda, Bellagio a Black Out.

Ve fazi multiplikace byly porovnavany Cetnosti reagujicich explantati na MLT media
s ocekavanymi Cetnostmi taktéz pomoci chi testu.

Pti vypoctech a interpretaci vysledkl testovani byla pouzita hladina vyznamnosti 0,05.

6.1 Sterilizace

Zjisténé Cetnosti(ptiloha 2) kontaminovanych a nekontaminovanych explantati jsou

zobrazeny v grafu (obrazek 15).
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Obrizek 15 Cetnosti explantati pro sterilizaci

Vyslednéd p-hodnota chi testu byla 0,01. Tato hodnota je nizsi nez zvolend hladina
vyznamnosti 0,05, proto zamitdme nulovou hypotézu. S 95% pravdépodobnosti mizeme

konstatovat, Ze sterilizacni ¢inidlo mé vliv na Zivotaschopnost kultivovaného materiélu.
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6.2 Zivotaschopnost kalusu

Zivotaschopnost kalusu na mediich M1 — M4 bylo moZné testovat jen u odriid Adinda,
Bellagio a Black Out. Divodem bylo vysoké procento kontaminovanych explantati po
sterilizaci. U jednotlivych odrud bylo zjistovano, zda jejich genotyp ma vliv na indukci
kalusu. Nebyla rozliSovana jednotliva media M1 — M4. Zjisténé Cetnosti jsou zobrazeny

v grafu (obrazek 16).

100%
100,00% - 91,67% 91,67%
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60,00% -
50,00% -
40,00% - M rostl
30,00% -
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10,00% - %
0,00% T T 1
Adinda Bellagio Black out

B odumrel

Obrizek 16 Cetnost reagujicich a nereagujicich kalusi na media M1 — M4 podle odrid

Vysledek chi testu pro Cetnosti reagujicich explantati na iniciacibyl 0,70. Vysledna
hodnota pfevysovala hladinu vyznamnosti 0,05, coz znamend, ze ¢ast druhé hypotézy neni

potvrzena a genotyp rostliny nema vliv na rtst kalusu.

6.3 Multiplikace

Postupné umirani kalusti zapficinilo, Ze responsivita explantitu byla nakonec
zjistovana jen u dvou odrid,Adinda a Black Out. Chi test nebylo mozné pouzit pro zjisténi

vlivu medii MLT1 — MLT3 na multiplikaci pryti.
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7 Diskuse

V prvni casti diskuse bych se rad zaméfil na vliv steriliza¢niho ¢inidla na
zivotaschopnost kultivovaného materialu. Na tuto ¢ast pokusu byl kladen nejvétsi daraz,
protoze od jeji ispéSnosti se odvijeji dalsi kroky kultivace.

Z namétenych dat lze vycist, Ze jako nejvhodné&jsi sterilizacni €inidlo se jevi 3,5%
roztok chlornanu sodného, coz potvrzuje 1 chi test shody cetnosti kontaminovanych
explantath.Pti jeho pouziti bylo zivotaschopnych 10,42% explantata.

Vysledky u 0,1% roztoku chloridu rtutnatého jsou jen o malo nizsi a to 7,29%. Pokud
ale porovname druhou fazi — iniciaci tvorby kalusu v prvnim a druhém pokusu, jsou zde
viditelné rozdily. Chlorid rtutnaty sice explantaty vysterilizoval, ale patrn¢ ovlivnil i dalsi
roli v tomto piipadé hraje rtut’, ktera je toxicka zaroven pro mikroorganismy i pro rostliny
(Pierik, 1987). Chlorid rtutnaty je velice nebezpetna toxicka sloucenina pro lidsky
organismus a Smith (2013) doporucuje vyhybat se sterilizaci timto ¢inidlem. Dale Smith
(2013) zduraziuje, ze 0,2% roztok chloridu rtutnatého ma stejné sterilizacni u€inky jako 33

% roztok chlornanu sodného a chlornan ma lepsi vysledky ve vyvinu pryti.

.....

vysledek témét nulovy.Prezily jen dva explantaty, které vytvotily kalus.Mizeme usoudit, ze
zvySena koncentrace chlornanu sodného v roztoku taktéz ptsobi negativné. Coz také
potvrzuje Pierik (1987), ktery doporucuje 1-2% roztok chlornanu sodného. Piedmétem
dalSiho zkoumani, proto mize byt sterilizace materialu roztokem chlornanu sodného o nizsich

koncentracich nebo silnéj$im roztokem po kratsi dobu.

Iniciace tvorby kalusu byla zna¢né€ ovlivnéna kontaminacemi. Z dosaZenych vysledka
nelze presné fici, zda indukci kalusu vice ovliviiuje genotyp nebo koncentrace rstovych
regulatori v mediich M1 — M4. V pokusu €. 3 bylo zjisténo, Ze kalus z odridy Adinda ptezil a
rostl celkem 120 dni na mediu M1 (3mg/l BAP + 0,Img/l IAA). Ve stejném pokusu se datilo
ptezit a rist 120 dni kalusu z odridy Black Out na mediu M3 (10mg/l BAP + 0,1mg/l IAA).
U jinych odriid se kalus bud’ viibec nevytvofil anebo uhynul po odstranéni starého poupéte,
které prob&hlo po 30 dnech kultivace. Akter et al. (2012) uvadi, Ze vék kvétniho pupenu je
dualezity faktor v indukci kalusu. U vSech testovanych variant (Cervena, zluté a bild) je ziejmé,

ze 7 — 9 dni staré kvétni pupeny tvofi kalus z 80 — 90%. Kdezto u 10 a 11 dennich kvétnich
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pupent je uspéSnost pouze 45 — 65%. Avsak Akter et al. (2012) pouzivaji pro iniciaci kalusu
medium s 1 — 6 mg/l BAP a 0,5 — 1 mg/l NAA oproti této praci, ktera vyuziva 1 — 10 mg/I
BAP a 0,1 mg/l TAA. Zde se nabizi prostor pro zkoumani vlivu staii kvétniho pupenu na

tvorbu kalusu.

Ve fazi multiplikace a tvorby novych prytd na multiplikacnich mediich MLT1 —
MLT3 byla ovéfovana hypotéza, zda genotyp a koncentrace rastovych hormonti ma vliv na
multiplikaci pryti.Po 48 dnech kultivace na mediich MLT1 — MLT3 dochéazelo u odrad
Adinda i Black Out k multiplikaci. AvSak u odridy Adinda se tvofily jen nahodné skelné
listy,kdezto u odridy Black Out se zakladaly listové razice typické pro gerbery. Chi test
provedeny pro ¢etnosti piezivSich rizic nepotvrdil, Ze genotyp ma vliv na multiplikaci pryti.
Celkem byly ziskany 3 listové rizice z odriidy Black Out.Pro maly pocet piezivsi explantath
nebylo mozné testovat vliv ristovych regulatortt obsazeny v mediich na multiplikaci pryta.
Ovsem zvolenymi druhy regulatord (BAP a NAA) byly dosahovany vynikajici vysledky
v praci Naz et al. (2012),kde byly zvoleny vyssi koncentrace 4 — 8,68 mg/l BAP a 1,5 — 2,68
mg/l NAA. Multiplikace byla pozorovana v 50 — 75% piipadi. U media doplnéného jen o 10
mg/l BAP byla odezva na multiplikaci 90%. Dalsi testovani medii vhodnych pro multiplikaci
by mélo ubirat timto smérem. Tedy navysit koncentrace riistovych hormont a také vyzkouset

pro multiplikaci jen samotné BAP ve vysSich koncentracich (6 — 10 mg/l).

Pro tvorbu kotfenti byla pouzita media MK1-MK3. Odrtida Adinda neméla vytvoiené
zakladni rizice listd a nejspise z tohoto diivodu nezakotenila. Toto potvrzuje prace Naz et al.
(2012), kde se uvadi, Ze nejlépe kotenily gerbery, které mély listy 5 cm dlouhé. Odrida Black
Out vytvofila v multiplikaénim mediu 3 zékladni listovériiZice, které na mediich MK1 — MK3
zakofenily. Z téchto vysledkl nelze presné fici, zda ma genotyp a koncentrace ristovych
regulatorti vliv na tvorbu kotend.V dostupné literaturé (Nguyen, 2007; Aswath, 2002; Naz et
al. 2012) nikdo neuvadi, ze genotyp ma vliv na tvorbu kofendi. Druh ristovych hormoni
(NAA) pro kofenéni nebyl zvolen $patné. Se stejnymi koncentracemi 0,5 — 2,0 mg/l dosahuje
Nguyen (2007) velmi piiznivych vysledki. Jeho prace informuje, Ze pfi koncentraci 2 mg/l
zakotenilo az 90% listovych riizic. Akter et al. (2012) uvadi, Ze nizké koncentrace NAA (0,1
— 0,2 mg/l) zacnou u rostlin znovu indukovat tvorbu kalusu bez formace kotfenti. Ten samy

autor dosahuje nejlepsich vysledki s 0,2 mg/l IBA.

41



Po zakofenéni a rozdéleni matecnich rostlin na 12 Zivotaschopnych jedinci byly
zvoleny jen 2 substraty pro pievod do in vivopodminek. V ¢istém perlitu ptezilo vSech 6
rostlin a v perlitu sraSelinou v poméru 1 :1 prezilo taktéz vSech 6 rostlin. Tedy 100%
uspésnost u obou medii.Nguyen (2007) dosahuje nejlepsich vysledkd (67 %) u cistého
vermikulitu a nejnizsich u pisku s kokosovou drti v poméru 1 : 1 a to jen 27 %. Naz et al.
(2012) uvadi jako nejlepsi substrat pro otuzeni autoklavovany pisek avSak neuvadi, jak si

procentualné vede oproti kompostu, kokosové drti a neautoklavovanému pisku.
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8 Zavér

Hypotéza 1,ze steriliza¢ni ¢inidlo ma vliv na zivotaschopnost kultivovaného materialu,
byla potvrzena. Lze to prokdzat statistickym zhodnocenim piezivSich explantati
Vv jednotlivych pokusech pomoci chi testu.

U hypotézy 2 nelze s presnosti fici, zda byla potvrzena ¢i vyvracena, protoze mnozstvi
testovaného materialu bylo zna¢né€ ovlivnéné kontaminaci a proto nemohly byt statisticky
prozkoumany vlivy v§ech genotypi a koncentraci hormonti na organogenezi in vitro.

e Indukce kalusu: Neprokazano, nevyvraceno (vliv kontaminace).

e Tvorba primordii a prytii: Odrida Adinda netvofila na mediich MLT1 — MLT3
listové rtzice. Oproti tomu odrtida Black Out vytvoftila razice. Provedeny chi
test nepotvrdil vliv genotypu na tvorbu a multiplikaci primordii.

e Tvorba kofeni: Neprokazano, nevyvraceno. Pro objektivni zhodnoceni
nepiezil dostateCny pocet rostlin. Zakofenily jen 3 rostliny, které byly
rozdeleny na 12 rostlin pro otuZeni.

U hypotézy 3 byl taktéz problém s objektivnim zhodnocenim, jelikoz bylo otuzovano
jen 12 rostlin. Z téchto vysledka lze fici, Ze oba testované substraty (perlit a perlit+raselina

50:50) nemaji negativni vliv na zivotaschopnost rostlin, protoze vSech 12 rostlin pteZzilo.
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10 Samostatné prilohy

Makroelementy | mg/l | Mikroelementy |mg/l Vitaminy mg/I
NH4NO3 1650 | Kl 0,83 | thiamin (B1) 10
KNO3 1900 | Na2Mo04.2H20 0,25 | pyridoxin (B6) 11
Kyselina
H3BO3 6,2 | CoCl2.6H20 0,025 | nikotinova 1
KH2PO4 170| MnSO4.H20 16,9 | glycin 1
MgSO4 180,54 | ZnSO4.7H20 8,6 | myo-inositol 100
CaCl2 332,02 | CuS04.5H20 0,025
NAa2EDTA 36,7
Piiloha 1 SloZeni Murashige and Skoog media (1962)
skute¢né Cetnosti
kontaminace nekontaminace s odezvou
Chlornan sodny
20% 43 3 2
Chlorid rtutnaty
0,1% 89 6 1
Chlornan sodny
3,5% 86 0 10
o¢ekavané Cetnosti
kontaminace nekontaminace s odezvou
Chlornan sodny
20% 43,6 1,8 2,6
Chlorid rtutnaty
0,1% 87,2 3,6 5,2
Chlornan sodny
3,5% 87,2 3,6 5,2
Signifikance chi kvadrat testu 0,00722054

Piiloha 2 Cetnosti explantatii po sterilizaci

Seznam priloh

Ptiloha 1 SloZeni Murashige and Skoog media (1962)

Piiloha 2 Cetnosti explantati po sterilizaci
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