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Anglicky nazev
In vitro propagation of Plukenetia volubilis L. via indirect morphogenesis

Cile prace

Optimalizace protokolu pro ziskani embryogenniho pletiva a popf. regenerantd druhu Plukenetia vo-
lubilis L., vyznamné popinavé rostliny z oblasti peruanské Amazonie z ¢eledi Euphorbiaceae, nepfimou
morfogenezi a nasledné zhodnoceni genetické variablility takto ziskaného rostlinného materialu s vyu-
zitim molekularnich metod (ISSR, pratokova cytometrie).

Specifické cile:

1. Zjistit efektivitu tvorby kalusu z primarniho explantatu zkoumané rostliny v zavislosti na riznych kon-
centracich vybranych auxinu a cytokinin( v testovanych médiich.

2. Zjistit efektivitu vytvareni regenerantl z kalusu v zavislosti na testovanych médiich obohacenych riz-
nymi koncentraceni auxinu a cytokininu.

3. Zjistit vliv kultivaéniho procesu na genetickou stabilitu kultur in vitro s vyuZitim molekularnich metod
(ISSR, pratokova cytometrie).

Metodika

Odvozeniin vitro kultury bude provedeno prevazné z fapikl a nodalnich segmentu klicnich rostlin Pluke-
netia volubilis L. Bude provedena sterilizace explantatu a jeho umisténi na média s proménnou koncent-
raci rostlinnych hormonu pro ziskani prorastajicich pryta a kalusu. Indukované kultury budou prenaseny
na proliferacni média, za ucelem rozristani nodalnich segmen a kalusu pro dalsi faze kultivace.

Kultivace bude probihat za fizenych podminek v kultivacnich boxech (23-25 stupna Celsia, osvétleni
16h/8h). Pfesazovani kultur 1x za 14 dni. Pfi pfesazovani bude sledovan a zaznamenan stav kultur.

Kultivované casti rostlinného materialu na médiich budou v zavéru pokusu testovany molekularnimi
metodami (pritokova cytometrie, ISSR) z divodu ovéfeni genetické stability kultur.

Statisticky bude hodnocen vliv médii na odrastani kultur v riznych fazich kultivace in vitro.
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Abstrakt v CJ

Plukenetia volubilis L. je popinava rostlina z oblasti perudanské Amazonie cenéna pro sva
olejnata semena. Patfi k nejbohatsim rostlinnym zdrojim omega 3 a omega 6 polynenasycenych
mastnych kyselin v doposud prozkoumané rostlinné fisi. Ma proto zna¢ny ekonomicky potencial
nejen jako potravina, ale také jako zdroj alternativnich biopaliv. V dnesni dobé je tato rostlina
mnozZena semeny, tato technika vSak zdaleka neni schopna pokryt poptavku trhu po kvalitnich
rostlinach pro vysadbu. Vhodnou alternativou je mnoZeni P. volubilis pomoci somatické

embryogeneze, ktera by mohla vytesit problém s nedostatkem kvalitnich sazenic na trhu.

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo seznamit se s procesem somatické embryogeneze a
sledovat vliv fytohormont na kalusové kultury P. volubilis L. Jako vychozi material k odvozeni
kalusovych kultur byly pouZity fapiky déloznich a pravych list(. Kultury byly béhem celé doby
provadénych pokusd kultivovany v laboratornich podminkach s osvitem 2000 Ix a fotoperiodou
16/8 hodin nahrazujici den/noc, pfi teploté 25° C/20° den/noc. Ke kultivaci bylo s Uspéchem

pouzito MS médium s plnou a polovi¢ni koncentraci soli.

Drobivé kalusové kultury byly s uspéchem odvozeny na médiu obohaceném o rostlinné
hormony v koncentracich 0,1 mg.I"* 2,4-D + 0,05 mg.I"BAP a 1 mg.I" Dicamba + 1 mg.I"* TDZ. Ve
fazi proliferace rostlinny materidl nejlépe reagoval na hormony BAP, TDZ a Picloram, na kterych

kalusy dobte prirastaly.

| pfesto, Ze pfipravené roztlakové preparaty ukazaly vznik meristematickych center a byly
pozorovany globularni stadia v mikroskopu, nepodafilo se odvodit zrald somatickd embrya. Lze se
proto domnivat, Ze druh Plukenetia volubilis L. je zvlast citlivy na poméry exogenné dodanych
fytohormonU a je zapotrebi dalSich studii k dplnému objasnéni procesu vzniku somatickych

embryi u tohoto druhu.

Kli¢ova slova v CJ
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somaticka embryogeneze, pratokova cytometrie



Abstrakt v AJ

Plukenetia volubilis L. is a climbing plant indigenous to the Peruvian Amazon Forest and it
is highly prized for its oilseeds. Plukenetia volubilis L. is one of the richest plant sources of omega-
3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids in vegetable lynx previously explored. Thus it has a
considerable economic value not only as food but also as a source of alternative biofuels.
Nowadays this plant is propagated by seeds, but this technique is far from being able to meet
market demand. Suitable alternative to solve the problem of lack of good quality seedlings in the

market is propagation by somatic embryogenesis.

The main objective of bachelor thesis has been to become familiar with the process of
somatic embryogenesis and monitor the effect of phytohormones on callus culture of P. volubilis
L. The starting materials used to derive callus cultures were used petioles of monocotyledoneous
and true leaves. Cultures were carried out for the whole period of experiments cultivated in
laboratory conditions of the light of 2000 lux and a photoperiod of 16/8 hours replacing
day/night, at 25° C/20° C day/night. For the cultivation was successfully used MS medium with full

and half salt concentrations.

Friable callus cultures were successfully achieved on a medium supplemented with
hormones at concentrations of 0.1 mg.I" 2,4-D + 0.05 mg.I" and 1BAP mg.I"* Dicamba + 1 mg.I"*
TDZ. In the phase of proliferation, plant material preferably reacted hormones BAP, TDZ and

Picloram on which callus accrete well.

Even if the preparations showed the formation of meristematic centers and globular stage
were observed, we were not able to derive mature somatic embryos. It can be considered the
species Plukenetia volubilis L. is particularly sensitive to the ratio of exogenously supplied
phytohormones and further studies are needed to fully clarify the process of formation of somatic

embryos in this species.

Keyword

Euphorbiaceae, callus, meristem, plant growth regulators, Sacha Inchi, somaclonal variation,

somatic embryogenesis, flow cytometry
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1. Uvod a cile préace

Amazonska oblast je nejdulezitéjsi oblasti z hlediska biodiverzity. Jde o misto produkce
dllezitych plodin svétového zemédélstvi napf. kakao, maniok, ananas, a jiné (Kfivankova et al.,

2007).

Jednim z téchto druh( je taky druh Plukenetiae volubilis L. Plukenetia volubilis L. je znama
Andskym narodim uZ po tisicileti jako Sacha Inchi nebo Incké arasidy (Guillén et al., 2003;
Gutiérrez et al., 2011; Hamaker et al., 1992; Krivankova et al., 2007). Jde o popinavou trvalku,
patfici do Celedi Euphorbiaceae, pochazejici z destnych pralest Jizni Ameriky (Gillespie, 1993,

2007; Hamaker et al., 1992).

Rostlina je cenéna pro sva semena, jeZ obsahuji mnoZstvi oleji a bilkovin cenénych pro
svllj potencial v agrotechnickém, farmaceutickém a potravinarském primyslu. Semena obsahuji
pramérné az 41 — 45% oleje a 25 — 27% bilkovin (Gutiérrez et al., 2011; Hamaker et al., 1992
Chirinos et al., 2013). Asi 85% z celkového mnoiZstvi oleje obsazeného v semenech je ve formé
polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny alfa-linolenové a kyseliny linolenové (Fanali
et al.,, 2011; Guillén et al., 2003). Polynenasycené mastné kyseliny maji blahodarné ucinky na
lidské zdravi a pomahaji pfi Iécbé celé fady nemoci jako je artritida, rakovina, diabetes mellitus,
hypertenze, poruchy pozornosti a rlzné zanétlivé onemocnéni klGize (Cespedes, 2006; Gogus a
Smith, 2010; Hanssen a Schmitz-H(ibsch, 2011). Krom toho je vhodnym vstupnim zdrojem pfi
vyrobé bionafty (Zaccheria et al., 2009, 2012; Zuleta et al., 2012).

Vzhledem k vySe uvedenym skutec¢nostem se naskytd velky prostor pro vyuZiti
v zemeédélstvi. S tim souvisi i velky dlraz na zajisténi dostatecného mnozstvi kvalitnich rostlin pro
vysadbu. Jednou z mozZnosti je vyuziti klasickych metod vegetativniho (fizkovani, roubovani) a
generativniho mnoZeni, které mohou zajistit produkci novych rostlin jen v mensi mife — mlze se
vyskytnout problém s nizkou rhizogenezi fizk(i, malym mnozstvim roubl a podnozi, s klicivosti a
mnozstvim semen. Pro namnoZeni velkého mnozstvi kvalitniho sadebniho materidlu se s vyhodou
mohou pouzit techniky in vitro — organové kultury (mikrofizkovani) nebo somaticka
embryogeneze. Problematikou mnoZeni pomoci orgdnovych kultur se zabyvali napt. Bordignon et
al. (2012) a Vega (2008). Somatickou embryogenezi, kterd by poskytla i tzv. uméla semena, se u

tohoto druhu dosud nezabyvala Zadna autorska védecka prace.

Kultivacéni techniky in vitro m(Zou byt pouZity pro namnoZeni velkého mnozZstvi
rostlinného materialu k uspokojeni poptavky na trhu. Prace autor(l Bordignon et al. (2012) a Vega

(2008) se zaobiraji mnozenim P. volubilis prostfednictvim pfimé morfogeneze. Vzhledem
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k potencialu této rostliny, neposkytuji klasické metody vegetativniho a generativniho mnozeni
dostatecné vysledky k efektivnimu zasobeni trhu rostlinami pro vysadbu, tenhle problém by mohl
vyresSit Uspésné zvladnuty protokol somatické embryogeneze. Somatickd embryogeneze
neposkytuje jen vyhodu v mnoistvi namnozeného materidlu a Uspofe casu potifebného
k mnozeni, plusem je také vyuziti tzv. ,umélych semen”, které vyrazné snizuji cenu vysledného

produktu.

Prace si klade za cil vypracovat protokol somatické morfogeneze schopny vyresit tyto
problémy s nedostatkem rostlinného materidlu na trhu v kratkém casovém obdobi. A také
objasnit vliv rlstovych regulatori — auxinu 2,4 D (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd), NAA
(kyselina naftyloctova) a cytokininu BA (6-benzylaminopuryn), TDZ (thidiazuron) v rliznych
pomeérech a koncentracich na iniciaci somatickych embryi kultivovanych z tkané rapiku déloznich a

pravych list( v podminkach in vitro.
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2. Literarni prehled

2.1. Plukenetia volubilis

2.1.1. Taxonomie rodu Plukenetia

Rod Plukenetia patfici do Celedi Euphorbiaceae, ktery obsahuje 19 druhl (Gillespie, 1993,
1999), obyva prevainé tropické oblasti. 12 druhl roste vlizni a Stfedni Americe, zbylych
7 v Africe, Asii a na Madagaskaru. Celed poprvé popsal Pax (1890), zatimco Gillespie (1994) popsal

pylovou morfologii.

Jde o popinavé rostliny nebo lidny obyvajici tropické destné pralesy nebo krovité Gzemi.
Rod se vyznacuje semeniky se Ctyfmi plodolisty, plodem jsou srostlé tobolky. Rostliny maji

popinavy stonek, charakteristicky chybi latex (Webster, 1975).

Vétsina z nich se vyskytuje ve vyskach do 1000 metrl n. m. Gillespie (1994) ve své praci
popisuje druhy rostouci az do nadmorské vysky 2100 metrl. Z Venezuely je zndmy druh
Plukenetia multiglandulosa Jabl. obyvajici horské lesy. Plukenetia volubilis L. vétSinou roste do
nadmorské vysky 1000 metrll. Nicméné, Gillespie (1993) poznamenava, Ze shirky z Peru oznacené
jako Plukenetie volubilis vyskytujici se v nadmorskych vyskach od 1600 aZ po 2100 metrd, miZou
predstavovat rlizné druhy. Kompletni taxonomické zafazeni je proto mimoradné dulezité nejen
z hlediska botanického, ale také pro moznost porovnat naroky a vynosy jednotlivych druhd
(Tellez, 2008). Ty se zpravidla liSi nejen poctem a velikosti semen, ale zejména také zoubkovanim

listové Cepele.

2.1.2. Podobnost s jinymi druhy
Nejblize pfibuzny druh P. volubilis je P. stipellata. Oba uvedené druhy mohou byt vsak

povaZovany za komplex druh( (Gillespie, 1993).

P. stipellata se od svého pfibuzného lisi velikosti a tvarem prasniku a péti kalisSnimi listky
namisto Sesti. Nalezena byla pouze ve Stfedni Americe. P. volubilis je moiné zaménit jesté
s dalSimi tfemi druhy vyskytujicimi se v Peru. Kromé velikosti a ¢lenitosti tobolky je tvar, baze listd
a tycinek dalsim diagnostickym znakem druhl P. polyandenia Muell, P. brachybotrya Muell a P.

loretensis Ule (Gillespie, 2007).

2.1.3. Morfologie Plukenetie volubilis
P. volubilis je jednodoma lidna. Listy stfidavé, jednoduché, rapik 2 — 7 cm dlouhy, listova
Cepel 7 — 12 x 9 — 17 cm, listy protahle srdcité, zakladna klinovitd az mirné srdcita, okraj listu

jemné pilovity, ze spodu listu 3 primarni Zilky. Kvétenstvi Stihle hroznovité, 6 — 13 cm dlouhé,

16



Michal Orosz FZP

oboupohlavné cizosprasné, obsahujici 2 — 3 samci kvéty v zakladné kvétniho uzlu, v kvétu pocetné
tycinky, listeny vej¢ité a 2,5 — 4 mm dlouhé, tyCinkové stopky 1 — 2,5 mm dlouhé, samici kvéty se 4
ojedinéle s 5 kalisnimi listky, které jsou vejcité 2,5 — 3,5 mm dlouhé, 1,5 — 2,5 mm Siroké, okvéti
chybi, semenik étytr - €lenny, Siroky 2 — 3 mm, 1 — 3 mm dlouhy tvofici v dospélosti hvézdici.
Semenné tobolky 4 ojedinéle 6 ¢lenné 4 — 8 x 6 — 10 cm, na povrchu lysé. Semena Cockovita,
boc¢né zplostéla 1,5 — 2,5 cm dlouhd, 0,7 — 0,8 cm Sirokd hnédé barvy s nepravidelné tmavsimi

skvrnami (Guillén et al., 2003).

2.1.4. Rozsifeni

Rozsiteni P. volubilis sahd od malych Antil pres severozapad venezuelského
a kolumbijského povodi Amazonky v Ekvadoru, Peru, Brazilii a Bolivii (Gillespie, 1993, 1999;
Webster et al., 1990). V Peru byl hlasen vyskyt z oblasti Cusca, Junin, Pasco, San Martin a Madre
de Dios (Brako et al., 1993; Gillespie, 1993).

2.1.5. Ekologie

Pfirodni stanovisté zahrnuje oblasti do nadmofiské vysky 1000 metr( n. m, na okraji
tropickych destnych lesli s pravidelné se stfidajicim obdobim destl, trvajicim od listopadu
do cervna, a obdobim sucha - tropického léta, trvajicim od cervence do fijna (Gillespie, 1994;
Vasquez, 1997). Jedna se o rychle rostouci lidnu, ktera kvete po péti mésicich od vzejiti semenacku

a kvete po celou dobu vegetacniho obdobi.

Rostliny Sacha Inchi vyZzaduji ke svému rlstu a zrani plod( teploty charakteristické
pro Peruanskou Amazonii - minimdlni 10 °C a maximalni 36 °C. Nékteré skutecnosti nasvédcuji
tomu, Ze vyssi teploty zpUsobuji nadmérné napadeni kofenového systému hlisticemi. Rostliny
rostouci v provincii Alto Mayo, kde primérné denni teploty dosahuji 25 °C, pfi relativni vzdusné
vihkosti 78%, nevykazovaly skoro Zadné znamky napadeni (DRASAM, 2008). Prekroceni
maximalnich teplot zplsobuje opad kvétd a zarodkl plodl. Pri nizké intenzité osvétleni rostliny
vyZaduji vétsi pocet dnl k dosaZzeni rlstového cyklu. SniZuje se pocet kvétl a tim padem

i produkce semen.

Pro svUj rlst rostliny vyZaduji trvalou dostupnost viahy, ro¢né kolem 850 — 1000 mm. Je
Iépe, kdyZ jsou srazky rozloZzeny rovnomérné. V suchych mésicich je proto nezbytné zavlazovani,
protoZe dlouha obdobi sucha a nizké teploty zplsobuji pomaly a obtizny rist. Je tfeba uvést, Ze
prebytecna voda poskozuje rostliny a zvysuje riziko napadeni houbovym onemocnénim (DRASAM,

2008).
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2.1.6. Vysadba a péstovani

P. volubilis ve volné pfirodé roste vpodrostu vmirném aZ stfednim zastinéni.
Pro komercni vyuZiti se vsak péstuje na odlesnénych nezastinénych plochach. Cai (2009) zjistil, Ze
rostliny péstované na nezastinénych plochach vykazovaly rychlejsi rist a dozravani plodu nez
rostliny péstované ve stinu, tento efekt je hlavné pripisovan vysoké fyziologické vykonnosti
rostlin, hlavné z hlediska vyuziti fotosyntézy asimilacnim aparatem rostliny. Zatimco rostliny, které
byly dlouhodobé vystavené stinu, vykazovaly zpozdéné kveteni a snizeni produkce biomasy, coz

mélo za nasledek v kone¢ném dusledku sniZzeni produkce semen (Cai, 2009).

Vysadba Sacha Inchi v perudnské Amazonii je podminéna srazkami. Obecné plati, ze pfimy
vysev se provadi v obdobi s dostateCnymi srazkami od listopadu aZz do dubna, s cilem zajistit
dobrou kli¢ivost vysetych semen. V pfipadé uméle zavlazované pidy mohou byt semena vysévana
béhem celého roku. Oliveira et al. (2013) uvadi, Ze kli¢ivost semen se muzZe liSit na zakladé
genotypu. Epigeické kliceni nastava pfiidedlnich podminkach po 18 az 42 dnech od vysevu,
v obdobi destl nastava kliceni priimérné o 6 dni dfive neZ v obdobi sucha. Rozdil v kliéeni semen
mUze byt zplsoben sniZzenou aktivitou slunecniho zareni v zimé a taky nizsi teplotou, kterd byva
pramérné o tfi stupné Celsia nizsi nez v |été. Nepfimé vyseti nebo presazovani by mélo
probéhnout nejlépe béhem 45 — 60 dnl pred zacatkem obdobi destd, tzn. od listopadu
do Cervence (DRASAM, 2008; Gillespie, 1994). Pfiprava pudy by méla byt v souladu s fyzikalnimi
podminkami pldy, sklonem a odtokem vody. Vysadba Sacha Inchi mlZe byt provedena
na rovinném pozemku jako i na zvinénych svazich, které jsou dobfe odvodriovany. V oblasti San
Martin a jinde v perudanské Amazonii se tradi¢né vysévaji na mistech vykacené a nasledné
vypalené vegetace. Tyto postupy, zejména za doprovodu vypalovdni se nedoporucuji, protozZe nici
padni Ziviny a prerusuji rozklad organického materidlu. Plda je pak zhutnéna a nemize tak
absorbovat destovou vodu. Je vhodné pouZivat pluh a brany jako systém ptipravy pro vysadbu
na rovinatém pozemku, lze orat do hloubky 0,30 — 0,40 m a zapracovat mrvu skotu na zlepseni

struktury pudy (Manco, 2006).

Sacha Inchi miZe byt péstovana s rocnimi, pololetnimi nebo trvalymi plodinami v jejich
pfirozeném prostredi. Na polich je vysazovana s témér vSemi plodinami, jako je bavina, banany,
fazole, kukutice, maniok, ovocné stromy, lesni stromy a jiné. Podle nékterych zkusSenosti je
vhodnéjsi péstovani lusténin stfedni velikosti nebo kratce rostouci druhy jako napriklad fazole.
Meziradkovy systém muize byt uplatnén s kratkym cyklem nékterych plodin jako arasidy nebo
horska bavina. P. volubilis je adaptovana na r(zné druhy pld. Nejlepsi plady jsou stredné

texturované piscito - jilové, piscito - hlinité, jilovité a piscité hliny. Nevhodné jsou pudy tvorené
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tézkym jilem nebo naopak hodné piscité pldy. Rostlina roste v pldach s reakci pH 5,5 — 7,7. Vega

(2008) uvadi, Ze rostlina dobfe roste i na ptidach s vysokou koncentraci hliniku.

2.1.7. Mnozeni

V soucasné dobé jsou hlavnim prostfedkem Sifeni Sacha Inchi semena (Bordignon, 2012;
Céspedes, 2006; Manco, 2006). K dalSimu mnozZeni je velice dlilezité poufZiti kvalitnich semen, aby
bylo dosazeno uspokojivych vysledk( sklizné. Pfed vysevem je nutno semena dezinfikovat
impregnaci insekticidem a fungicidem, aby se zabranilo houbovym onemocnénim, které maiji vliv

na tvorbu koren( rostlin.

PFi pfimém seti je zapotrebi 1,0 az 1,5 kg osiva na hektar. Vzdalenost mezi fadky by méla

byt 2,5 -3 m s roztedi rostlin 3 m, hloubka seti kolem 2 —3 cm.

V ptipadé nepfimého seti je idealni vysévat semena do praného ficniho pisku v fadcich
vzdalenych 10 cm od sebe a hloubce 2 cm. Jesté pred vznikem tretiho paru pravych lisll je potfeba
rostlinky presadit nejlépe do ¢ernych polypropylenovych sacka s predem pripravenym substratem
z lesni ornice. Vysadba dobre rostoucich sazenic na cilové stanovisté se provadi po cca 60 dnech

od presazeni k instalovanému systému opory (DRASAM, 2008; Manco, 2006).

2.1.8. Skudci

Rostliny do 2. roku od vysevu jsou nejnachylnéjsi k napadeni hlistici rodu Aphelenchus,
Helicotylenchus, Meloidogyne, Trichodorus Tylenchus a Xiphinema z nichz mnohé napadaji koreny.
Znacné ztraty byly zaznamenany poskozenim houbami rodu Fusarium, Stagonospora,
Leptosphaeria, Rhizoctonia a Cronartium. Druh Colletotrichum gloeosporioides napada listy a
stonky jak u klicicich tak u dospélych rostlin. Jsou zdznamy i o poskozeni rostlin slimaky (Marisa

cornuarietis, Pomacea canaliculata) (Manco, 2006).

2.1.9. Sklizen a zpracovani

Sklizeri se provadi pouze u dostatecné zralych, hnédych tobolek, probihd po 6,5 —
8 mésicich od vysazeni rostlin na misto. Plody jsou sklizeny kazdy 20. — 25. den pfevazné rucné
trhanim, s vyssi produkci od listopadu do kvétna, pak produkce plodi klesa v obdobi od cervna
do fijna, v obdobi nizkych srazek (DRASAM, 2008; Gillespie, 1994). Sbirané jsou jenom tobolky,
které nepfisly do kontaktu se zemi a tim padem nemohou byt zdrojem kontaminace celé sklizné
(CIED, 2007). Rostliny dosahuji produktivniho véku cca po dobu 10 let. V prvnim roce dosahuji
ziskané vynosy plodd 0,7 — 2,0 t.ha™ a postupné se sklizefi zvy$uje aZ do tietiho roku od vyseti
rostlin na misto, pak produkce pozvolna klesa a je potfeba vysadit rostliny nové, protoze u starych

rostlin kleji vynosy az k nerentabilni hranici (Chacdn, 2014; Manco, 2006).
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Po sklizni jsou Cerstvé sklizené tobolky prepravovany na suseni a lusténi vétsinou v pytlich
o hmotnosti 25 — 30 kg. Suseni mlzZe byt provadéno pfirodnim nebo umélym zdrojem tepla.
Pfirodni suseni se provadi rozprostfenim tobolek na plachty s pfimym dopadem slunecnich
paprski, kde se pravidelné prohrabavaji nékolikrat denné béhem celé doby suseni. Doba schnuti
zavisi do zna¢né miry na ekotypu nebo odrlidé, protoze nékteré tobolky mohou mit silnéjsi oplodi

nez ostatni.

Suseni provadéné pomoci umélého tepla zajistuji fizené susicky, které funguji na solarni
energii, palivové drfevo, oleje, nebo jiny zdroj energie. Je taky mozné poutzit susicky pouzivané
k suseni kakaa, kavy, kurkumy, kukufice a dalSich produkt. Chacéon (2014) doporucuje suseni
tobolek v susickach, jelikoz na pfimém slunci se mizZou tobolky nadmérnou teplotou prehrat a tak
zhorsit vyslednou kvalitu oleje. Vylusténa a ususena semena jsou tradi¢né skladovana v jutovych

pytlich o hmotnosti 50 — 70 kg v suchém prostiedi.

2.1.10. Vyuziti
Semena P. volubilis maji vysoky obsah bilkovin (25 — 27%) a oleje (41 — 45%) (Cai et al.,
2009; Hamaker et al., 1992) a tim vysokou ekonomickou hodnotu. Olej ziskany ze semen je jednim

z nejbohatsich zdrojl rostlinnych omega mastnych kyselin nezbytnych pro lidsky organizmus

(Cai et al., 2009).

V celkovém mnoiZstvi oleje v semenech je az 55% mastnych kyselin, z nichZz podstatnou
Cast (85 — 96 %) tvofi nenasycené kyseliny (Hamaker et al., 1992). Nejvétsi zastoupeni maji:
kyselina omega-6 (25 — 32%) a kyselina linoleova, kyselina omega-3 (45 — 61%) z celkového
mnozstvi oleje. Semenné bilkoviny obsahuji zejména cystein, tyrosin, threonin a tryptofan (Fanali
et al., 2011; Hamaker et al., 1992; Maurer et al., 2012). Semena jsou také bohatd na vitaminy A a

E (Bussmann et al., 2009; Guillén et al., 2003; Tellez, 2008; Vega, 2008).

Semena se mezi Amazonskymi obyvateli pouZivaji rGzné upravend uZ po nékolik staleti.
Archeologické zaznamy nasvédcuji, Ze historie vyuZivani produktl ze semen Sacha Inchi je stara
nejméné 1500 let stara (Brack, 1999; Tellez, 2008; Vega, 2008). Olej se pouZiva pti pripravé
raznych jidel, semena jsou konzumovana pecena (Fanali et al., 2011). V amazonské oblasti jsou
pouzivana jako tradicni lék k Iécbé revmatickych problém( a bolesti sval(. Bylo prokazano, Ze
rostlinné steroly jako i dalsi latky, které jsou ve velké mife obsazeny v semenech Sacha Inchi,
snizuji hladinu cholesterolu v krvi a vedou ke sniZeni vzniku nékterych druh(l rakoviny (Lagarda et

al., 2006, Moreau et al., 2002).
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3. Regenerace rostlin in vitro

3.1. Rostlinné explantaty

Termin ,tkanova kultura” je historicky starsi a nékdy se pouZivd nepresné i k oznaceni
bunécénych kultur, event. jako obecny pojem pro vSechny metody péstovani bunék v podminkach
in vitro. V zahranicni terminologii se pod timto terminem rozumi jenom primarni rostlinné tkané
nebo organ v kulture in vitro. Rostlinné tkanové kultury se pouzivaji jako dlleZity experimentalni

¢lanek ve vyzkumu fyziologie rostlin a genetiky (Lustinec a Zarsky, 2005).

Teoreticky jsou vSechny Zivé bunky schopné pretvaret se v kompletni rostliny, tento jev se
nazyva totipotence. Kalus je aktivné délen a tvoren vice ¢i méné nediferencovanymi tkanémi.

MuZe byt izolovan z organ(, tkani a embryi v in vitro podminkach.

PFi vytvareni explantatové kultury je nejprve ¢dst rostlinného organu ¢i tkané izolovana
z rostlin v aseptickych podminkdach. Ddle je pfevedena do kapalného nebo pevného kultivacniho
média, které je taky zbaveno mikroorganizmi a je umistnénd v kultivaéni nddobé ze skla nebo
plastu. Kromé sloZeni kultivaéniho média ma na nasledujici vyvoj explantatl kromé jinych faktord
vliv hodnota pH, také teplota prostfedi, zastinéni nebo pfitomnost osvétleni (Lustinec a Zarsky,

2005; Tautorus et al., 1991).

Kultury vzniklé odvozenim z organu rostlin jako napfiklad kofeny, listy, pupeny a rapiky
jsou nazyvané meristémové (organové). Tyto organizované struktury rostlinného organizmu
predstavuji systém udrZeni vysoké genetické stability materidlu. Kultivace organizovanych
struktur, zejména meristém( vin vitro podminkdch umoZiuje hromadné mnoZit geneticky
identické klony nepohlavni cestou. Tyto meristémové kultury jsou fenotypové jednotné, geneticky

stabilni a ozdravené (zbavené virl a patogenu) (Seman, 1990).

Pokud je do vyvinového cyklu explantatové kultury zahrnuta faze dediferenciace
a neorganizovaného rustu (kalusové bunky), hovofime o tzv. somatické embryogenezi. Velké
populace bunék, z kterych kazda je potencialnim zdrojem celého rostlinného organizmu, je mozné
dlouhodobé kultivovat a za kontrolovanych podminek regenerovat v kompletni rostliny. V pfipadé
indukce procesu somatické embryogeneze celd rostlina pochdzi z jediné somatické buriky.
Somatickd embryogeneze je ve vétsiné pripadd daleko efektivnéjsi cestou mnoZeni rostlin
ve srovnani s organogenezi. Klade ovSem podstatné vétsi naroky na poznani a optimalni zvladnuti

celého procesu u daného rostlinného druhu (Hrubikova et al., 2009).
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3.2. Primarni explantat a jeho sterilizace

Explantdty pro namnoZeni in vitro kultur, které byly odebrany zvolné pfirody nebo
skleniku, jsou kontaminovany mikroorganizmy a jinymi necistotami. Tyto mikroorganizmy, jako
jsou bakterie a viry, musi byt pfed prenesenim do aseptickych podminek odstranény, jinak by
mohlo dojit az k usmrceni explantatu bud' z dlivodu jejich pfemnoZeni, nebo uvolnénim toxickych
latek do prostfedi explantatu. Potenciondlni zdroje znecisténi mimo rostlinného materialu jsou
taky pracovni nastroje, inkubacni mistnost jako i prostfedi oblasti prevodu materidlu.
Ve skutecnosti se miZe Uroven kontaminace lisit dle ro¢niho obdobi (Dodds a Roberts, 1995).
Mezi nejCastéji pouzivané sterilizacni prostfedky pro ziskani aseptickych tkani jsou chlornan sodny
(NaClO) a chlornan vapenaty (Ca(ClO),). Chlornan sodny je dostupny také jako komercéni bélidlo
Clorox nebo dezinfekéni pripravek Savo. Girija et al. (1999) vyuzZiva pro ziskani aseptickych
apikalnich a axialnich pupenl z Crossandra infundibuliformis (L.) 0,5% (w/v) roztok chlornanu
sodného po dobu plsobeni 15 — 20 min. Al-Wasel (2000) pouziva 20% (w/v) roztok chlornanu
sodného pro sterilizaci semen Acacia seyal Del. Jako dezinfekéni Cinidlo mlzZe byt misto chlornanu
sodného poufZity chlorid rtutnaty (HgCl,), v souc¢asné dobé malo vyuZivan kvali své toxicité. Ang et
al. (2004) prokazali, Ze k efektivni sterilizaci nodalnich segmentl Spilanthes acmella mizZe byt
pouZity 0,08% (w/v) roztok HgCl,. Rai a Misra (2005) sterilizuji povrch apikalnich pupen

Catharanthus roseus v 0,5% roztoku HgCl, nebo 1% NaClO v rGznych ¢asovych intervalech.

Obecné plati, Ze explantat by mél byt zdravy s vysokou schopnosti rdstu. DuleZitou roli
také hraje vék rostlin, coz plati hlavné u drevin, kde m(Ze byt tvorba kalusu zahdjena prevainé
z mladych tkani. Matkowski (2004) uvadi, Ze kalusy odvozené z kmenovych a fapikovych segment(
dospélych rostlin rostly velice pomalu, po Case se staly nekrotické a nakonec uhynuly, zatimco
kalus odvozeny z mladych stonk( a fapikQ Pueraria lobata (Wild.) poskytoval uspokojivy rist.
Naptoti tomu Sahoo et al. (1997) uvadi, Ze kalus byl Uspésné indukovan z internodia pét let staré
rostliny Morus indica L. Uspé$nost zahajeni tvorby kalusu také zavisi na tom, zda je mate¢nd
rostlina péstovana ve skleniku nebo ve volném prostfedi. Rocni obdobi pfi sbéru rostlinného
materidlu také mohou ovlivnit tvorbu kalusu. Obecné je Uspésnost tvorby kalusu vyssi z rostlin
péstovanych ve volné pidé (George a Sherrington, 1984). Podle Yeomana a Macleoda (1973)
muze byt indukovana vétsina rostlinnych bunék z izolovanych meristémU obsahujicich mitoticky
aktivné se délici buriky, a nasledné je mozna regenerace v plnohodnotné rostliny. Velikost a tvar
pocatecniho explantatu pritom neni zdsadni, i kdyZ proliferace nemusi nastat u explantatu
pod kritickou velikosti. Obecné plati, Ze pomérné velké kalusy maji vétsi pravdépodobnost
k ziskani Zivotaschopné kultury. Jednim z divodu je vétsi mnozstvi bunék v kalusu. Dle Yeomana

a Macleoda (1973) je proto pomér povrch/objem klicovy pfi Zddaném maximalnim rdstu.

22



Michal Orosz FZP

3.3. Somaticka embryogeneze

Za normalnich okolnosti vyvijejici se somatické embryo nejprve prochdzi typickou
kulovitou fazi, nasledné prechazi do tvaru srdce a torpéda, aZ se vyvine do zralého somatického
embrya (Sun, 2003). Tyto faze byly jasné viditelné u odvozeni somatickych embryi drevin, jako
jsou Azadirachta excelsa nebo Azadirachta excelsa (Te-chato a Rungnoi, 2000). Somaticka
embryogeneze odvozend z kalusové kultury je obecné Ucinnd metoda svysokym poctem
regenerovanych rostlin (Choi, 1999). Pro nasledny vyvoj je klicové udrzeni bunék v nedospélych
stadiich diferenciace, aby byla zachovana jejich regeneracni schopnost. V pfipadé, ze by byly
bunky v kultufre plné diferencovany, mlze dojit ke ztraté totipotence a nasledné ztraté

regeneracni kapacity (Tian, 2002).

3.4. Indukce embryogenniho kalusu

le dobfe zdokumentovan vliv exogenné dodanych auxin( prfednostné 2,4-D (kyselina
2,4-dichlérfenoxyoctovd) na indukci somatickych embryi. Bylo dokazano, Ze pfitomnost auxind
v kultivaénim médiu ovliviiuje tvorbu proembryi, které maji vliv na dalsi vyvoj somatickych embryi
ve fazi zrani (Silveira, 2003). Na druhé strané, cytokininy plsobi pfimo na bunécny cyklus, kde
jsou pravdépodobné vyuZivany pfi regulaci syntézy proteint (Richard et al., 2002). Hussein et al.
(2005) uvadi ve své praci, Ze rovnovaha mezi auxiny a cytokininy je pravdépodobné dulezitéjsi nez
jejich absolutni koncentrace k zahdajeni tvorby embryogennich kultur, i kdyZ absolutni koncentrace

rostlinnych rlstovych regulatord je také dulezita.

Jako zdroj uhliku v Zivnych médiich je pouZivana sacharéza. Koncentrace sachardzy je
jednim z dudlezitych faktorl v médiich tkanovych kultur. Bylo zjisténo, Ze zvySeni koncentrace
sacharozy v kultivaénim médiu mizZe mit za nasledek zvySenou produkci sekundarnich metabolitl
(Dicosmo a Misawa, 1995). Ucinek sachardzy byl Uspé$né pozorovan v kultute Coleus blumei
s obsahem kyseliny rozmarynové, kde se jeji obsah zvysil az Sestkrat v prostredi obsahujici 5%

sachardzy ve srovnani s kontrolnim médiem obsahujicim 2% sachardzy (Petersen et al., 1992).

U krytosemennych dvoudéloZznych rostlin je embryogenni kalus primarné odvozen za pouziti
samotnych auxinl. Praxe ukazuje, Ze pouze auxiny se silnymi ucinky, jako je Picloram, Dicamba,
nebo 2,4-D jsou schopny zahajit embryogenezi. Rada autord vyuZila pro ziskani embryogenniho
kalusu celedi Euphorbiaceae auxin 2,4-D. Autofi Stamp a Henshaw (1987) pouiili s nejlepsim
vysledkem koncentraci 4 mg.I"* 2,4-D na odvozeni kalusu a zarovef iniciaci somatickych embryi
z Manihot esculenta. Jednalo se o inkubaci explantatu po dobu 24 — 30 dni na bazalnim MS médiu.
Mathews et al. (1993) pouzil také MS médium se stejnou koncentraci 2,4-D po dobu kultivace

20 dnU kindukci embryogenniho kalusu z Manihot esculenta. Jako vhodny auxin k odvozeni
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embryogennich kultur se také pouziva Dicamba. Siang et al. (2012) odvodili embryogenni kalus
z déloznich explantatt Jatropha curcas na MS médiu s ptidavkem 0,8 mg.I" Dicamba a 3% (w/v)
sachardzy. Jako vhodné se projevilo pouziti také 0,8 mg.I"* 2,4-D na rozdil od poufiti Picloramu,
IAA a IBA, které neindukovali tvorbu kalusu. Dicambu pouzili jako vhodny auxin pfi Gentiana spp
také autofi Fiuk a Rybezyriski (2008) v koncentraci 1 mg.I'* v kombinaci s 1 mg.I"" TDZ nebo BAP.
K indukci embryogennich tkani z listd Manihot esculenta Crantz poufZili autofi Taylor et al. (2001)
% MS médium doplnéné 50 uM Picloramu a drobivy embryogenni kalus byl vytvoren po 28 dnech

kultivace.

3.5. Indukce somatickych embryi

Impulzem ktvorbé somatickych embryi je obvykle v in vitro kulturach preneseni
na médium obsahujici vhodné fytohormony. VyZadovany je obvykle nizsi pomér cytokining,
giberelinl a kyseliny abscisové, nebo kombinace zminénych rostlinnych hormoni. Proces
vytvareni somatickych embryi tvofi obvykle jedna nebo vice fazi, které jsou spojené hlavné
s obsahem rostlinného hormonu v médiich dle druhu rostliny a pouZitych rostlinnych regulator(
v riznych koncentracich. Stamp a Henshaw (1987) studovali vliv rlistovych regulatord 2,4-D a BAP
v kultivacnim médiu na vyvoj a regeneraci embryi u Manihot esculenta. Jako nejlepsi se projevila
kultivaéni média obohacend o 0,01 mg.l* 2,4-D a 0,5 mg.I" BAP. Odstranéni nebo zvyseni
koncentrace auxin mélo negativni vliv na pocet odvozenych somatickych embryi. Siang et al.
(2012) poutili k regeneraci drobivého kalusu 0,3 mg.I'* BAP a 0,4 mg.I" GA; . Pouziti BAP bylo
ucinnéjsi, podafilo se regenerovat 83,3% embryi namisto 73,3% regenerovanych na médiu s GAs.
Jha et al. (2007) pouzili k indukci somatickych embryi bazalni MS médium s rlznymi
koncentracemi Kin v kombinaci s IBA. Jako neucinnéjsi se ukazala koncentrace 2,3 uM Kin a 1 uM
IBA, pfi které se podafilo indukovat somaticka embrya u 58% kalus(. Autofi Igbal et al. (2011)
pouzili médium MS doplnéné o 0,15 mg.I"* BAP a 0,2 mg.I"" IAA, které vykazovalo nejlepsi reakce

pro regeneraci. Z kalusu se podafilo regenerovat celkem 78% somatickych embryi.

3.6. Maturace somatickych embryi

Dalsi vyvoj somatickych embryi je stimulovan pfechodem na zménéné kultivacni
podminky. V této fazi je nutné snizit nebo Uplné odstranit z kultivacniho média auxiny a cytokininy
a nahradit je vhodnymi reguldtory rlistu navozujici vyzrani vzniklych embryi (Stasolla et al. 2001).
Dle dosavadnich vyzkum( je za vyzravani somatickych embryi zodpovédna hlavné kyselina
abscisova (ABA). Krom jeji nezastupitelné funkci pfi regulaci embryogeneze, ma ABA také vyznam
pfi regulaci jinych fyziologickych funkci v rostliné. Napt. obsah ABA v pletivech se vyrazné (az o 1-2

rady) zvysuje pfi nedostatku vody, zasoleni, chladu, poranéni nebo infekci. ABA se také ucastni
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zrani semen, kdy ztrata vody je nejen tolerovana, ale je soucasti vyvoje semene a embrya.
Hromadéni ABA ve zrajicich semenech predchazi dehydrataci semen. Kyselina abscisovd zastavi

rozmnozovani bipolarnich Utvard a tak stimuluje jejich dalsi vyvoj.

Zména kultivac¢nich podminek muiZe byt postupna nebo nahla v zavislosti na druhu rostliny. Lze
pouzit jednotydenni kultury nezralych somatickych embryi na médiu s pfidavkem aktivniho uhli.
Aktivni uhli pfedevsim odstranuje ucinek zbylych fytohormond, coZ potvrdila i fada praci rliznych
autorl (Becwar et al.,, 1988; Harry a Thorpe, 1994). V nasledném kroku je moZné prenést
somaticka embrya na tzv. maturaéni médium obsahujici ABA a jiné slozky. Prvni zpravy o pouZiti
ABA vieobecné naznacovaly, 7e koncentrace pod 8 — 12 mmol.I" plisobi pfiznivé (Becwar et al.,
1988, Hakman et al., 1988). VSeobecné plati, Ze optimalni koncentrace ABA musi podporovat
dozravani somatickych embryi, a je potrfebné je empiricky urlit pro kazdy konkrétni druh
a genotyp zvlast. Siang et al. (2012) zkoumali dvé metody vyzravani somatickych embryi. V prvni
pouzili MS médium obohaceno o 0,6 ABA mg.I"" a 4% PEG 6000 (w/v) s Uspésnosti 77,8% oproti
kontrolnimu vzorku. V druhém pfipadé vysledky ukazaly, Ze nejvyssi regenerace rostlin, 83,3%
byla ziskana na MS médiu obsahujicim 0,3 mg.I™ BAP, zatimco 73,3% regenerovanych rostlin bylo
ziskano z MS média obsahujiciho 0,4 mg.I'* GA3. Autoti Thilaga et al. (2013) pouiili s nejlepsim
vysledkem k procesu zrani MS médium s pridavkem 3,78 mmol.I" ABA, poté co embrya vyklicila
na médiu MS obsahujicim 0,45 mmol.I" 2,4-D v kombinaci s 22 mmol.I* BAP. Prace Raemaekers et
al. 2001; Stamp a Henshaw, 1987; Szabados et al. 1987 a dalSich autori, zabyvajicich se
somatickou embryogenezi rostlin ¢eledi Euphorbiaceae prevainé manioku, poukazuji na to, ze
redukce cytokininli je potfebna ztoho dlvodu, Ze cytokininy podporuji rand stadia dozravani
a organizaci embryogennich oblasti. Pro pochopeni tlohy cytokinind pfi regulaci embryogeneze
rostlin z Celedi Euphorbiaceae jsou potiebné jesté dalsi studie. DalSim moznym krokem pro skoré

dozravani je zvySovani koncentrace latek plsobicich v Zivnych médiich jako osmotika.

Osméza vespojeni s ABA velice ovliviuje maturaci somatickych embryi rostlin.
U jehlicnanl nebyly jednoduché cukry a soli tak ucinné, jako slouceniny s vysokou molekulovou
hmotnosti napt. polyetylénglykol (PEG) (Stasolla et al., 2003). Koncentrace 0 — 60% PEG 6000
v kombinaci s ABA vedla k trojndsobné frekvenci dozravani somatickych embryi Carica papaya
a dodala somatickym embryim lepsi vzhled, naptiklad v podobé lépe vyvinutych kli¢nich listd.
Somatickda embrya téZ vykazovala zvySenou akumulaci zasobnich latek v pletivech, a tim méla
vyssi schopnost preziti v suchych podminkach (Heringer et al., 2013). V nékterych pripadech mély

pozitivni Ulohu jako osmotikum napfiklad sachardza nebo maltdza (Salajova et al., 1999).
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3.7.Kli¢eni a vysadba rostlin

Somatickd embrya jsou po Uspésné maturaci schopnda kli¢it a regenerovat v rostliny.
Predpokladem pro zahdjeni kliceni je celkova zralost somatickych embryi. Média, které stimuluji
kliceni, uZ neobsahuji rlstové regulatory. Na zakladani a rlst meristém( obycejné postacuji
zbytkové koncentrace ABA v pletivech z predchozi kultivace na maturacnich médiich obsahujicich
ABA (Salajova et al., 1999, Stasolla et al., 2003). Béhem kultivace na kli¢icich médiich se

po uplynuti prdmérné 20 dni obvykle za¢ne prorlstat kotinek z radikuly.

Z mnoha embryogennich kultur byly ziskany zrald embrya, které vsak nebyly schopny
nasledného kliceni. Bylo zjiSténo, Ze velice uzitecnym postupem pro dokonceni zrani embryi je
desikacni vysuseni. V pribéhu vysouseni embrya dosahuji fyziologické zralosti a prostfednictvim
vodniho stresu dochazi k mnoha zménam v celkovém bunécném metabolismu (Finer et al., 1989).
Ztrata vody je prirozené se vyskytujici udalosti, kterd predstavuje dlleZity mezistupen mezi
ukonéenim vyvoje a naslednym klicenim. Vysouseni (desikace) je nyni uz béznou praxi mezi fazi
zrani a kliceni. Autofi Taylor et al. (2001) provedli vicestupfiovy proces kliceni a regenerace. Fazi
kliceni zahdjili na % MS doplnéném o 10 uM 2,4-D po dobu 3 tydnl, nasledné byly kultury
prevedeny na % MS s 5 uM NAA na dalsi 2-3 tydny, kotyledonarni faze byla zastavena pouzitim
% MS s pfidavkem 5 mg.I"* (w/v) aktivniho uhli. O sedm dni pozdé&ji byla zrald embrya pienesena
na % MS médiu doplnéném o 5 pM BAP. Vyklicené rostlinky byly udrzovany na % MS médiu.
Vyznam vysouSeni dokldda také pozorovani autord Webster et al. (1990), ktefi srovnavali
procento vyklicenych embryi P. glauca x P. engelmanii ve dvou variantach, kdy jedna varianta
predstavovala fazi vysouseni embrya a druha ne. Ukazalo se, Ze po jednom tydnu vysouseni se
pocet klic¢icich embryi vyrazné zvysil. Taky se vyrazné zvysila kvalita kli¢icich rostlin (Li et al. 2008).
Embrya po desikaci byla neprlihledné bila. Po jednom tydnu embrya zezelenala, po péti tydnech
kultivace byly dobfe vyvinuté koreny, které po 8 tydnech kultivace dosahly délky 2 = 2,5 cm. Bo¢ni
koreny vyrostli po 10 tydnech kultivace. Rostliny s postrannimi kofeny, které jsou dostatecné
velké, je mozné prenést do prostredi ex vitro, napt. do skleniku, kde jsou péstovany v pfimérené
teploté a vysoké vzdusné vlhkosti pfi tlumeném svétle (Vagner et al. 2005). Dalsi moznosti,
v dnesni dobé zatim jesté ne Uplné zvladnuté Casto z fyziologického ale i ekonomického hlediska,
je obaleni somatickych embryi po desekaci v gelu (alginatu), tim ziskdme tzv. ,uméla” semena,

které je mozné vysévat béZznymi metodami a cely proces tak o néco vice zautomatizovat.
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Obrazek 1.: Vyvoj somatického embrya P. abies v maturacni fazi: a Rané somatické embryo
v 1. tydnu kultivace. b Cylindrické embryo v 2. tydnu kultivace. ¢ Prekotyledonarni embryo
v 3. tydnu kultivace, viditelnd diferenciace kofenové cepicky a kolumelly. d Prekotyledonarni
embryo v 4. tydnu kultivace, kofenova cepicka je jiz utvofena. e Kotyledonarni embryo v 5. tydnu
kultivace, pozorovatelné formovani a rlist déloh. f Kotyledonarni embryo v 6. tydnu kultivace,
korenova cepicka se zacala rozpadat, Usecka v obrazcich odpovida a-d, 200 um, e - f 500 um.

K barveni byla pouzZita alcidanovd modr a prava Cerven jadrova. Pfevzato ze Svobodova et al., 1999.

3.8. Odvozeni somatické embryogeneze Plukenetie volubilis

3.8.1. Zivnd média

Minerdini prvky mlZeme dle zastoupeni v rostlinném organismu rozdélit na makro
a mikroZiviny. MakrozZiviny jsou pfitomné alespon v 1% suché hmotnosti, mikroZiviny obsahuji
méné jak 0,1% hmotnosti rostlinného téla. MikroZiviny zahrnuji 6 zakladnich prvkd: dusik, fosfor,

draslik, vapnik, hofcik a siru. Dusik je nejcastéji dodavan ve formé nitratl a amonnych soli, draslik
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ve formé chloridu anebo dusi¢nant. Optimalni koncentrace dusi¢nant je mezi 20 — 40 mmol.I",
amoniak se nejéastéji dodava v koncentracich 2 — 20 mmol.I". Koncentrace fosforu, hoiciku a siry
v médiu je 20 — 30 mmo.I™. Mezi mikroelementy d(ileZité pro rdst in vitro kultur patfi bér, zinek,
méd, Zelezo, mangan a molybden. V nékterych pripadech se do média pridava sodik, chlér, kobalt

a jod (Gamborg a Phillips, 1995).

Sacharidy jsou pouZivany v kultivaénim médiu jako zdroj uhliku, ktery je nutny z divodu
heterotrofni vyZivy u explantatl. V kultivacnich médiich mlze byt pouZita sachardza, glukéza,
fruktdéza nebo maltdza. Pro in vitro kultury drevin je nejcastéji pouzivdna sachardza nebo maltdza.
Koncentrace sachardzy se pohybuje v rozmezi 2 — 3% (w/v). U osmotickych médii, ktera maji za cil
zvySeni Ucinnosti transformace, je obsazen manitol nebo sorbitol (Coffin et al., 1976; Kovac, 1992;

Oka a Ohyama, 1982; Popelka a Altpeter, 2001; Ward a Jordan, 2001).

Mezi dalSi organické latky pridavajici se do kultivatniho média patfi zejména
aminokyseliny a vitaminy. Pfitomnost nékterych aminokyselin, napf. alanin, asparagin, glutamin
anebo prolin, miZe stimulovat rlst explantat(. Tyto latky se pouZivaji pro rostliny jako rychly

zdroj organického dusiku.

Vitaminy jsou nezbytné pro katalyzu mnoha metabolickych procesd. Pozitivni vliv
na rozvoj tkanové kultury byl prokdzan zejména v pripadé thiaminu (vitamin B1), pyridoxinu
(vitamin B6) a myo-inositolu. Casto pfidavany vitamin je také kyselina nikotinovéa (Dodds

a Roberts, 1995; Kovac, 1992; Trigiano a Gray, 2005).

Zivné médium predstavuje sloZity systém. Aby byl schopen rostlinny material z tohoto
prostfedi [atky pfijimat, musi mit médium spravné pH. Rozsah pH se u médii nej¢astéji pohybuje
od 5 do 6,5. Pro Celed Euphorbiaceae je to nejcastéji hodnota pH 5,7 (Bordignon et al., 2012; Jha
et al., 2007; Mathew et al., 1993). Toho Ize docilit Upravou pomoci KOH ¢i HCI. BEhem kultivace
rostlinného materidlu dochazi ke zménam slozeni Zivého média, rostlina latky z média pfijima
a jiné do néj vyluCuje. Zpravidla po nékolika tydnech, nékdy mésicich, je nutné preneseni
materidlu na Cerstvé médium. Délka tohoto intervalu je ddna kultivovanym materidlem a mirou
jeho metabolizmu, nebo poZadavkem na dodani urcité latky do média, pokud ma dojit ke zméné
v rlstu a vyvoji daného kultivovaného materidlu. Po pfipravé média je nutna jeho sterilizace.
Nejcastéji jiz v kultivacnich nadobach zvhodného materidlu, skla a sterilizovatelného plastu,
uzavirana vickem z alobalu, buni¢iny nebo vaty zajiStujici vyménu plyn(, ale branici vnikani
mikroorganizm(. Sterilizace autoklavovanim probiha zpravidla pti teploté 121°C a tlaku 0,12 MPa

po dobu dvaceti aZ tficeti minut.
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Krom jinych v praxi bézné pouzivanych médii, jako jsou napfiklad B5 a WPM médium, bylo
pro odvozeni in vitro kultur rostlin z ¢eledi Euphorbiaceae s vyhodou vyuzito MS médium s plnou
nebo poloviéni koncentraci soli a vitaminl (% MS) (Tabulka 1., 2., 3.) (Feitosa et al., 2007,

Gamborg et al., 1968; Loyd a McCown, 1980; Szabados et al., 1987).

3.8.2. Regulatory rustu rostlin

Nejobvyklejsi skupiny rostlinnych regulator rdstu (RR) pouZivané kvyskumu in vitro
kultur jsou auxiny a cytokininy. MnoZstvi RR v kultivaénim médiu je zadsadni podminkou
pro regulaci rlstu a morfogenezi rostlinnych tkani (Skoog a Miller, 1957). Obecné se uvadi, Ze
tvorbu kalusu vyvold rovnovdiny ucinek auxinG a cytokininG v médiu, ktery je zodpovédny
za proliferaci bunék a tvorbu kalusu. Na druhé strané nizkd koncentrace auxinl a vysoka
koncentrace cytokininll vmédiu ma zanasledek indukci vyhonl. Auxiny samotné, nebo
s pfidavkem nizké koncentrace cytokinind hraji dlleZitou roli pfi indukci kofenovych primordii
(Pierik et al., 1997). Existuje cela fada prirozené se vyskytujicich auxint (IAA, IBA, PAA, 4-chlor-
indolyloctova kyselina,) a cytokinini (DZ,2-iP, IPA). ProtoZe pfirozené auxiny snadno degraduji
na svétle, pfi zvysené teploté a plsobenim mikroorganismi v roztoku, jsou Siroce uzivany

pro tvorbu médii syntetické auxiny (Epstein et al., 1989).

Nejcastéji pouzivané auxiny jsou kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova (2,4-D), kyselina
1-naftyloctova (NAA) a B-indolylmaselna kyselina (IBA). Obdobné se pouzivaji i jiné chemické latky
jako napfiklad Dicamba (kyselina 3,6-di-chlor-o-anisovd) nebo Pikloram (4-amino-3,5,6-
trichlorpyridin-2-karboxylova kyselina). Obé tyto slouceniny se ve vyssich koncentracich vyuzivaji
jako herbicidy (Davies, 1987). V mnoha pfipadech postacuje pouZziti jednoho z uvedenych auxint
k odvozeni a tvorbé kalusu, nicméné je mozné pouziti kombinaci vicerych auxinli a cytokinind,
zejména kdy?z je tkan neochotna vytvaret kalus (George a Sherrington, 1984). Tkarové kultury byly
u jednodéloZnych rostlin, zejména obilnin a palem, v nékterych pfipadech odvozeny za pomoci
pomérné vysokych davek syntetickych auxinl, jako je 2,4-D. Vysoké hladiny auxini by mohly
pUsobit jako herbicidy, ale v nepfitomnosti exogenniho cytokininl bylo ¢asto dosaZzeno proliferace
bunék. Formovani somatickych embryi bylo pozorovano, kdyZ byly z média odstranény auxiny

nebo byla sniZzena jejich koncentrace v kultivacnim médiu (Martin et al., 2005; Wang et al., 2006).

Cytokininy, derivaty adeninli jsou charakterizovany schopnosti indukovat bunécné déleni
v tkanovych kulturach, obvykle v pfitomnosti auxinl. Nejbéznéji se vyskytujicim cytokininem
v rostlinach je zeatin (ZEA). V praxi je Casto pouzivany synteticky cytokinin — kinetin (KIN), ktery je
priblizné 10x silnéjsi nez pfirozené se vyskytujici cytokininy. Do kultivaénich médii je obcas pridan

benzyl adenin (BA), ktery se chova jako slaby cytokinin podporujici tvorbu prytd. (Beyl, 2005). Dle
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Murphyho et al. (2000) je u neochotnych tkani mozné pouZzit i dalsi silné regulatory rlstu, jako je

TDZ (thidiazuron).

Kyselina giberelova (GA3), konecny produkt metabolizmu Gibberella fujikuroi, je
komercné dostupna jiz fadu let. Jeji aplikace na pupeny nebo semena rostlin ve vegetacnim klidu
mlzZe mit za nasledek rGzné ucinky na rlst. Je zndmo, Ze muZe vyvolat tvorbu prasniki
u dvoudomych rostlin (Metzger, 1987). GA3 v tkanovych kulturdch stimuluje mitézu, mimo jiné je
pouzivana k prodluZzovani stonkl, navozeni dozravani pletiv a muiZe pozitivné ovlivnit kli¢eni

zralych embryi.
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4. Metody zjistovani genetické stability kultur v in vitro podminkach

V procesu somatické embryogeneze muzZe vlivem pouZitych hormonl a podminek
kultivace dochazet krlznym zménam genetické stability bunék (napfiklad DNA ploidie)

(Winkelmann et al., 1998). Existuje mnoho metod testovani genetické variability.

V soucastné dobé jde hlavné o DNA markery zalozené na testovani metodami PCR (AFLP;
FLRP; ISSR). Markery vypovidaji o genetické podobnosti (pfibuznosti) jedince na zakladé
repetitivnich sekvenci (bazi) v molekule DNA. Co je mozné v praxi vyuzit pfi identifikaci klond,
zjisténi jejich variability respektive ¢&i vlivem kultivacnich podminek nedochdzi k zméndm
v genetické strukture. Je také moiné sledovani vlivu introdukovanych genotypl na genetickou
stabilitu pdvodni populace na hlubsi, molekularné genetické urovni. Vyse zminéné techniky jsou

nejen financné velice narocné ale také znacné casové zdlouhavé.

Méné nakladnou je rychle se rozvijejici metoda pritokové cytometrie. Jeji velkou vyhodou
je fakt, Ze je mozné analyzu vlastnosti na Urovni buriky provadét ve vzorku o velkém poctu bunék
béhem velmi kratkého ¢asového Useku. Casti buriky, jsou obaleny unaseci kapalinou a pod tlakem
hnany do prostoru, kde dochdzi ke kfizeni drdhy paprsku laseru a prochazejici burikou,
detekované castice jsou preneseny z optického na elektronicky signal a kvantitativné pocitatem
vyhodnoceny. Vystupem je graf, ktery na zadklade velikosti, poCtu a tvaru vrcholu (piku) vypovida

o zkoumaném materidlu (Ormerod, 1994).
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5. Metodika prace

5.1. Navrh média

Na zakladé pouZitych fytohormoni u jinych autor( byly navrhnuty a vyzkouseny rizné varianty

médii:

5.1.1. Inicia¢ni médium (l):

Tabulka 1.: Tabulka iniciacnich médii.

Fytohormon Sacharéza
Oznaceni | Médium (mg.l’l) (g.l’l) Navrh dle autora
| Auxiny Cytokininy
2,AD Dicamba Picloram BAP KIN TDZ
1 MS 0,1 Pilco (2014)
2 MS 0,1 0,05 30 Pilco (2014)
3 MS 5 30 Wang et al. (2006)
4 MS 1 1 30 Fiuk and Rybezynski (2008)
5 MS 3 0,5 0,3 30
6 MS 3 0,9 0,1 30
Taylor et al. (2001)/
7 MS 5 30 Kordestani and Karami

(2008)

U variant 11 a 12 byly k odvozeni kalusu pouZity fapiky déloznich a pravych listl, varianty I3 az 17

byly odvozeny z fapiku pravych listd.
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5.1.2. Proliferaéni médium (P):

Tabulka 2.: Tabulka proliferaénich médii.

Oznaceni Médium FytohorTon wJiné Sachaﬁéza Névrh dle autora
p (mg.I") pridavky | (g.I")
Auxiny Cytokininy abch\i/sst'Jvé Gibereliny
2,4D | Dicamba | NAA[ 1AA [ 1BA | Picloram | BAP [KIN[TDZ| ABA GA3
1 MS 30
2 MS 0,1 30 Pilco (2014)
3 MS 0,1 0,05 30 Pilco (2014)
4 MS 0,01 0,15 30 Stamp and Hanshaw (1987)
5 MS 0,05 0,1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
6 MS 0,05 0,3 30 Stamp and Hanshaw (1987)
7 MS 0,5 0,1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
8 MS 0,5 1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
9 MS 1 3 30 Stamp and Hanshaw (1987)
10 MS 0,1 0,05 0,05 30
11 WS 5 30
12 MS 1 1 30 Fiuk and Rybezynski (2008)
13 MS 3 0,5 0,3 30
14 MS 3 0,9 0,1 30
15 MS 0,1 0,1 30
16 MS 0,1 0,3 30
Taylor et al. (2001); Igbal et
17 Ms 03 30 v o1 o) q
18 MS 0,01 0,1 1 30 Mathews et al. (1993)
Kordestani and Karami
19 MS 0,5 1 30 (2008)
20 MS 0,3 30 Rambabu et al. (2006)
21 MS 0,15 0,1 30 Igbal et al. (2011)
22 MS 1 30
23 MS 0,2 3 30
24 MS 0,4 1,8 30 Bordigon et al. (2012)
25 MS 04 3 30 Jha et al. (2007)
26 Ms 01 30 Taylor et al. (2001);
27 MS 0,2 30 Kordestani and Karami
28 Ms 5 30 (2008)
29 MS 1 30
30 MS 10 60 PEG 30 Siang et al. (2012)
31 MS 20 80 PEG 30 Siang et al. (2012)
32 MS 1 30 Siang et al. (2012)
Kordestani and Karami
33 MS 80 (2008)
34 1/2MS 0,05 0,1 30
35 1/2MS 0,05 0,3 30
36 1/2 MS 0,1 0,1 30
37 1/2 MS 0,1 0,3 30
38 1/2 MS 0,1 30 Pilco (2014)
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5.1.3. Maturaéni médium (M):

Tabulka 3.: Tabulka matura¢nich médii.

OZLM Médium Fytohorrr;non Jiné pridavky SaCha,l;dza Navrh dle autora
M (mg.I") (gl)
Auxiny Cytokininy abSKC‘?SS(‘JVé Gibereliny
2,4D Dicamba NAA |AA IBA Picloram BAP KIN TDZ ABA GA3
1 MS 30
2 MS 0,1 30 Pilco (2014)
3 MS 0,01 0,15 30 Stamp and Hanshaw (1987)
4 MS 0,05 0,1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
5 MS 0,05 0,3 30 Stamp and Hanshaw (1987)
6 MS 0,5 0,1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
7 MS 0,5 1 30 Stamp and Hanshaw (1987)
8 MS 1 3 30 Stamp and Hanshaw (1987)
9 MS 0,2 6 80 Stamp and Hanshaw (1987)
10 MS 0,1 0,05 0,05 30
11 MS 0,2 6 80 Stamp and Hanshaw (1987)
12 MS 0,1 0,1 1g AU 30
13 MS 0,2 0,1 1g AU 30
Hussein et al. (2005); Jha et al.
14 MS 0,2 0,5 30 (25)07) )
15 Ms 5 30
16 MS 1 1 30 Fiuk and Rybezyniski (2008)
17 MS 3 0,5 0,3 30
18 MS 3 0,9 0,1 30
19 MS 0,1 0,1 30
20 Ms 0,1 0,3 30
Taylor et al. (2001); Igbal et al.
21 Ms 03 30 v ((2011)) q
22 MS 0,01 0,1 1 30 Mathews et al. (1993)
23 MS 0,5 1 30 Kordestani and Karami (2008)
24 MS 0,3 30 Rambabu et al. (2006)
25 Ms 0,15 0,1 30 Igbal et al. (2011)
26 Ms 1 30
27 MS 0,2 3 30
28 MS 0,4 1,8 30 Bordigon et al. (2012)
29 Ms 0,4 3 30 Jha et al. (2007)
30 MS 0,1 30 .
n e sy Tor s o
32 Ms 5 30
33 MS 1 30
34 Ms 10 60 PEG 30 Siang et al. (2012)
35 MS 20 80 PEG 30 Siang et al. (2012)
36 Ms 1 30 Siang et al. (2012)
37 MS 80 Kordestani and Karami (2008)
38 1/2 Ms 0,05 0,1 30
39 1/2 Ms 0,05 0,3 30
40 1/2Ms 0,1 0,1 30
41 1/2Ms 0,1 0,3 30
42 1/2 Ms 0,1 30 Pilco (2014)
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5.2. Ptiprava rostlinného materialu

Semena poskytnutd Fakultou tropického zemédélstvi CZU byla vysety do béiného
zahradnického substratu 18. 5. 2014, po celou dobu kultivace byla udrZovana v pokojovych
podminkach. Po vykli¢eni rostlin (6 réiznych fenotypt)®, byl nasledné odebran rostlinny material

z fapik( déloZnich a pravych listli (po 35 dnech ristu).

5.3. Sterilizace rostlinného materialG

Rapiky 2 — 4 cm dlouhé byly sterilizovany v 96% etanolu po dobu 30 sekund, nasledné byly
povrchové sterilizovany v 1% roztoku chlornanu sodného (SAVO) 10 min. Takto vysterilizované
Casti tapikd byly v sterilnim prostfedi laminarniho boxu (flow — boxu) dvakrat promyty sterilni

destilovanou vodou a nakrdcené na cca 1 cm dlouhé segmenty.

5.4. Pfiprava zivného média

K indukci kalust P.volubilis bylo pouZito MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Z pfredem
pfipravenych zasobnich roztokl mikro a makroelementl bylo odmérené potfebné mnozstvi
téchto roztokd (Tabulka 7.), které byly v kddince smichany. Do roztoku se pfidala navazka myo-
inositolu, sacharézy a poZadované mnoistvi fytohormon( (Tabulka 1., 2., 3.). Po dikladném
rozpusténi vSech sloZzek média, bylo konecné pH upraveno na hodnotu 5,7 pomoci elektrického
pH metru (zvySovani hodnoty pH pomoci 1 M KOH, snizovani pH pomoci kyseliny askorbové).

V druhé kadince bylo rozpusténo potfebné mnozstvi agaru (Carl Roth).

V posledni fazi bylo provedeno zahrati obou kddinek v mikrovinné troubé, jejich smichani
a doplnéni horkou destilovanou vodou na poZadovany vysledny objem. Takto ptipravené médium
bylo rozlito do Erlenmayerovych banék (o objemu 100 ml) cca po 20 ml do kazdé a uzaviené
vickem z hlinikové félie. Pfipravené varianty médii byly pred sterilizaci popsany. Sterilizace

probihala pfi teploté 121°C po dobu 20 minut a tlaku 1,2 kg.cm™.

! 6 fenotyptl rostlin bylo tvofeno dvéma genotypy ADO15 — populace Aguas de Oro, pomérné
izolovand osada u reky Huallaga, zemépisna Sitka 6°17,570' Juh, zemépisna délka 76°39,200'
Zapad, nadmorska vyska 385 m n. m., tvorena ctyfmi rostlinami. Zbylé dvé pattily ke genotypu
2DMO08 — populace Dos de Mayo, zemépisna Sirka 6°47,573' Juh, zemépisna délka 76°32,108'

Zapad, nadmorska vyska 335 m n. m. Sbér probéhl v ¢ervenci 2012.
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5.5. Zavedeni kalusové kultury in vitro

Vysterilizované casti fapiku byly preneseny na média (Tabulka 1.) ve flow-boxu a ndsledné
umistény do kultivacni mistnosti, kde byly ponechany v kultivacnich stojanech pfi teploté 25 + 2 °C
pres den a teploté 21 + 2°C béhem noci. Intenzita osvitu byla regulovdana na 16/8 hodin

(svétlo/tma) s intenzitou 2000 Ix. Aseptické explantaty byly pouZity pro nasledné studie.

5.6. Pritokova cytometrie

K zjisténi relativni velikosti DNA jader ve vzorcich listd a kalusli byla pouZita metoda
pratokové cytometrie. Pfiprava vzorku dle zjednodusené metodiky DoleZela et al. (2007) spoZivala
v nasekani ¢epele listd o velikosti 0,5 cm? nebo kalusu pfiblizné hmotnosti 20 mg v 0,5 ml ledové
chladném pufru Otto | (0,1 M kyselina citrénova, 0,5% (v/v) Tween 20). Vznikld suspenze se
prefiltrovala pfes 42 um nylonovou sitovinu, a po 10 minutové inkubaci pti pokojové teploté byl
vzorek obarven pufrem Otto Il o objemu 1 ml (0,4 M Na,HPO,*12 H,0); 4 ug.ml_l, (4',6-diamidino-
2-fenylindol) (DAPI) a 2 pug. ml™ (B-merkaptoethanol). Hodnota relativni fluorescence byla méfena
pouzitim cytometru CyFlow (Partec GmbH, Miinster, Némecko) pro pfiblizné 2000 jader, nasledna
analyza dat byla vyhodnocena pomoci softwaru FloMax (Partec, GmbH, Minster, Némecko)

ve formé grafli s piky (vrcholy) (Obrazek 6.).

5.7. Hodnotici kritéria rdstu, struktury a barvy

Cilem prace bylo seznameni se se zkoumanou problematikou somatické embryogeneze
a zjisténi vlivu rdznych fytohormon( na rostlinny material. Proto byl pfirlstek kalusti hodnocen
pohledovou metodou, jelikoz k presnéjsimu zjisténi by bylo nutné cast rostlinného materidlu
z kazdé zkoumané varianty zvazit v nesterilnich podminkach laboratore a tim zkoumany vzorek

kontaminovat (znehodnotit).

Byla vytvorena Skdla ¢tyf hodnoticich kritérii pfirdstku kalus. Kontrola byla provadéna
kazdych 14 + 4 dni od posledniho pasazovani. Symbol (-) charakterizoval kalus nepfirQstajici, (+)
oznacoval kalus, ktery nabyl na objemu nové ptirostlych bunék o méné jak o polovinu své plvodni
velikosti. Prirdstek kalusa (++) tvofil minimalné dvojnasobek poloviny plvodniho objemu a kalusy

(+++) zvétsily svij objem nové pfirostlymi burikami vice jak o trojnasobek své plvodni velikosti.

Strukturou byla oznafena drobivost nebo kompaktnost shluku vzniklych bunék.
Kompaktnimi (Obrazek 5. B) byly oznaCeny kalusy, které bylo moiné béhem pasdzovani
vyzvednout jako celek, a kdéleni je bylo potfeba narezat skalpelem. Zatimco drobivy
(Obrazek 5. A) kalus nebylo moZzné vyzvednout v celku a pfi praci se vlivem tlaku pinzety shluk

bunék rozpadl.
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Hodnoceni kalusu pod mikroskopem

K pravidelnému hodnoceni vyvoje kalusu byly pouZivany roztlakové prepardty. V sterilnich
podminkach flow boxu byly odebirany &asti kalusu (o velikosti zhruba 1 — 2 mm?), které vykazovaly
vizualni zmény oproti okolnimu kalusu. Nasledné byly tyto c¢asti polozeny na podlozni
mikroskopické sklicko, zakdpnuty acetokarminem a roztlaceny krycim sklickem. Vznikly preparat
byl pozorovan optickym mikroskopem pti 100 ndsobném zvétSeni. Byly hledany meristematicka

centra, tzn mista s nejvyssi bunécnou aktivitou (Obrazek 4.).
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Kritéria hodnoceni barvy

Obrazek 2.: Barvy kalusG P. volubilis: A 1 Hnedy kalus (H). A 2 Svétle hnedy kalus (SH). B 1 Bily
kalus (B). B 2 Svétle zeleny kalus (SZ). € 1 Svétle Zluty kalus (SZ). Zeleny kalus (Z). Usecka

v obrazcich odpovidd 5 mm.
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6. Vysledky

6.1. Sterilizace explantatl

Pti sterilizaci explantatll bylo postupovano dle sterilizaéniho protokolu Pilco (2014), ktery
byl béhem procesu optimalizovan. K lepsSimu smacdeni povrchu rostlinného materidlu byl pouZit
96% etanol po dobu 30 sekund, poté nasledovalo nasledné ponoreni explantatu do roztoku
chlornanu sodného po dobu 10 minut. V ramci pokusl byla stanovena optimalni koncentrace
NaClO na 1% roztok, zvySovani koncentrace mélo i pfi kratSim ¢asovém intervalu fatalni Gcinky
na rostlinna pletiva, kterd byla vysokou koncentraci NaClO spdlena. Tato koncentrace se ukazala
jako dostacujici pfi sterilizaci rostlinného materidlu péstovaném v pokojovych podminkach. Pokus
ukdzal, Ze také méné vyzrald pletiva, kterd jsou obecnéji vhodnéjsi pro odvozeni kalusovych

kultur, zvladala 10 minutovou sterilizaci 1% roztokem bez ztraty vitality.

6.2. Odvozeni kalusovych kultur

Tabulka 4.: Tabulka Uspésnosti indukce kalusu P. volubilis.

Oznaceni ‘ ‘ Uspé&nost
I Struktura | Barva Rust indukce
1 kompaktni  B-SZ ++ 100%
2 drobiva Sz 4+ 100%
3 drobiva SZ +++ 100%
4 kompaktni V4 + 100%
5 kompaktni  SZ + 20%
6 kompaktni  SZ ++ 100%
7 drobiva B-SZ + 20%

Koncentrace hormon( viz Kapitola 5. 1., Tabulka 1.

Indukce kalusu P. volubilis L. byla vyvoldna na bazalnim MS médiu z rfapiku pravych
a déloznich listd. Na médiich | 1 a | 2 byl kalus odvozovan z fapiku pravych a déloznich listd,
zatimco na médiich | 3 — 1 7 byl kalus odvozen z fapiku pravych list(. Z celkového poctu 6 fenotypl
se kalus podafilo odvodit u vSech fenotypU, nebyly pozorovany zmény pfrirlistku mezi jednotlivymi

fenotypy a typem pouzitého materidlu.

Nejlépe se projevilo médium| 2 a | 3 (s auxiny 2,4-D; Dicamba). Médium s pouZitym
cytokininem BAP vykazovalo rychlejSi degradaci a starnuti pletiv v porovnani s médiem
obsahujicim cytokinin TDZ, kalus na nich vsak pfirtstal s nejvyssi intenzitou ze vSech testovanych
médii. Jako nejméné vhodné médium kindukci kalusu se ukdzalo médium | 7 (Picloram),
na kterém se podafilo indukovat jediny kalus. Kalusy na médiu | 1, 12, | 3 a | 6 byly pouzity

v dalSich fazich mnozeni.
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U kultur kalus, které byly odvozeny na bazalnich médiich | 1 a | 2 jako prvni, bylo
po 6 mésicich od odvozeni kalusu pozorovdno vyrazné stdrnuti a zména struktury, kompaktni
kalusy se staly vice drobivymi. M4 se za to, Ze by bylo potfebné k dalSimu zachovani téchto kultur

pozmeénit sloZzeni média nebo upravit koncentraci fytohormond.

Vyrazna odlisnost byla pozorovadna ve tvaru bunék kalusu pfi sledovani v mikroskopu,
které se vyrazné lisily u rapik(l z pravych (Obrazek 3. B) a z déloZnich listt (Obrazek 4. A). Rapiky
z pravych listl tvofily bunky vice okrouhlé, fapiky z déloznich listd naopak buriky protahlé, které
jsou obecné vhodnéjsi k indukci somatickych embryi. Ani na jednom ziniciatnich médii nebyl
po celou dobu kultivace pozorovan vznik ranych somatickych embryi i navzdory tomu, Ze byl

pozorovan vznik meristematickych center (Obrazek 4.).

Obrazek 3.: Vzhled bunék kalusu odvozenych z fapiku délozniho a pravého listu: A Kalus z fapiku
délozniho listu po 45 dnech kultivace na médiu M 4, ktery byl indukovany na médiu | 1, zvétseni
100x; B Kalus z rapiku pravého listu po 60 dnech kultivace na médiu M 5, ktery byl indukovany

na médiu | 2, zvétSeni 100x.
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Obrazek 4.: Vznik meristematickych center: Zvyraznené oblasti ukazuji meristematické centra
kalusu odvozeného z fapiku délozniho listu po 66 dnech kultivace na médiu | 1, zvétseni 100x,

Vzorek byl obarven acetokarminem.
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Obrazek 5.: Indukce kalusu P.volubilis. A Drobivy kalus indukovany na MS + 0,1 mg.I*
2,4-D + 0,05 mg.I"* BAP 39 dni od zavedeni po dvou pasaZovanich, B Kompaktni kalus indukovany

na MS + 0,1 mg.I™ 2,4-D 56 dni od zavedeni po tfech pasazovanich.
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6.3. Vliv fytohormon( na proliferaci kalusd a indukci somatickych embryi

Tabulka 5.: Tabulka vyzkousenych prolifera¢nich médii.

Oznaceni Indukovana
] somatickd
P Struktura| RuUst Barva embrya
1 drobiva - SH-H 0
2 drobiva ++ B-Z 0
3 drobiva ++ Z-SH 0
4 drobivé +++ Z-SH 0
5 drobiva ++ Z-SH 0
6 drobiva +++ Z-SH 0
7 drobiva ++ Z-SH 0
8 drobiva +++ Z-SH 0
9 drobiva ++ SH-H 0
10 drobiva ++ S7-7 0
11 drobiva ++ Z-SH 0
12 drobiva +++ SZ-SH 0
13 drobivd + Z-SH 0
14 drobiva ++ Z-SH 0
15 drobiva +++ S7-SZ 0
16 drobiva ++ SZ-SZ 0
17 drobiva ++ S7-S7 0
18 drobiva + SZ-SH 0
19 drobiva - SZ-H 0
20 drobiva - SZ-H 0
21 drobiva + Z-SH 0
22 drobiva ++ Z-SH 0
23 drobiva ++ SH-H 0
24 drobiva ++ Z-SH 0
25 drobiva ++ Z-SH 0
26 drobiva ++ B-SZ 0
27 drobiva + B-SZ 0
28 drobiva ++ B-SZ 0
29 drobivd + SZ-SH 0
30 drobiva + SZ-SH 0
31 drobiva - SZ-H 0
32 drobiva - SH-H 0
33 drobiva + SZ-SH 0
34 drobiva ++ 7-SH 0
35 drobiva ++ Z-SH 0
36 drobiva ++ S7-S7 0
37 drobiva o+ SZ-S7 0
38 drobiva ++ Z-SH 0
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Tabulka 6.: Tabulka vyzkousenych maturacnich médii.

Oznaceni Indukovand
somaticka
M Struktura| Rust embrya
1 drobiva - 0
2 drobiva ++ 0
3 drobiva +++ 0
4 drobiva ++ 0
5 drobiva +++ 0
6 drobiva ++ 0
7 drobiva +++ 0
8 drobiva ++ 0
9 drobiva + 0
10 drobiva ++ 0
11 drobiva + 0
12 drobiva - 0
13 drobiva - 0
14 drobiva + 0
15 drobiva ++ 0
16 drobiva +++ 0
17 drobiva + 0
18 drobiva ++ 0
19 drobiva +++ 0
20 drobiva ++ 0
21 drobiva ++ 0
22 drobiva + 0
23 drobiva - 0
24 drobiva - 0
25 drobiva + 0
26 drobiva ++ 0
27 drobiva ++ 0
28 drobiva ++ 0
29 drobiva ++ 0
30 drobiva ++ 0
31 drobiva +++ 0
32 drobiva ++ 0
33 drobiva + 0
34 drobiva + 0
35 drobiva - 0
36 drobiva - 0
37 drobiva + 0
38 drobiva ++ 0
39 drobiva ++ 0
40 drobiva ++ 0
41 drobiva +++ 0
42 drobiva ++ 0
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Po Uspésné indukci kalusu byly vybrané casti pfeneseny na proliferacni médium pro dalsi
rast a pripadné formovani somatickych embryi (Tabulka 2.). Nejlépe pfirGstaly kalusy kultivované
na médiich s pouzitym cytokininem TDZ (P 12, P 15, P 37). Z vysledk( vyplyva, Ze vliv na rychlost
prirstku nemél pomér pouzitych fytohormont (v mg.ml™), ale jejich koncentrace pouZita
v médiu. Pomér 1:1 pfi koncentraci hormont 1 mg.I™ mél v médiu P 12 za nasledek kalus drobivé
struktury bez znamek diferenciace, ktery si béhem celé doby kultivace zachovaval svétle Zlutou az
svétle hnédou barvu. Kalusy kultivované pfi snizené koncentraci fytohormond (médium P 15)
vykazovaly také drobivou strukturu, byly vice diferencované a byl na nich pozorovan vznik
meristematickych center. PFi plné koncentraci soli v Zivném médiu a zvySovani koncentrace
cytokininG TDZ (médium P 16) se rast kalusu zpomaloval, na rozdil od MS média s poloviéni
koncentraci soli. Dobry pfirtstek kalusu byl pozorovan taktéz na médiich s pouZitim cytokinind
BAP (P 4, P 6, P 8). Pokusy ukazaly, Ze pomér jednotlivych fytohormon( nema na strukturu kalusu
zasadni vliv, ale je zdsadni pro udrzeni dlouhodobé Zivotaschopnosti kalusu. Vyssi koncentrace
cytokininG vykazovaly vyssi prirGstek kalusu, ale kalusy se rychle staly nekrotickymi a odumfely.
Z médii, kde byl jako auxin pouZit Pikloram, se vzhledem k nejlepsimu pfirlstku ukazala
koncentrace 0,2 mg.I' Picloramu, kalusy vykazovaly na téchto médiich drobivou strukturu

a udrZovaly si bilou aZ svétle Zlutou barvu béhem celé doby kultivace.

Po uspésné proliferaci, kdy se béhem rlstu kalus(i zakladaly rané stadia embryi a vznikaly
tak zarodky somatickych embryi, by mély tyto rana stadia embryi na vhodném maturacnim médiu
rast a dozrat do Zivotaschopnych klicicich embryi. Z tohoto dlivodu byly ¢asti kalusd preneseny
na maturaéni média (Tabulka 3.). Ani na jednom z pouzitych maturacnich médii nebyla

pozorovana, béhem probihajici maturace, prordstajici somaticka embrya.

6.4. Ovéreni genetické stability pomoci pritokové cytometrie

Hodnocenim genetické stability pomoci pritokového cytometru se podafilo potvrdit, Ze
béhem procesu kultivace nedochdzi ke zménam genetické struktury kalus P. volubilis L.. Toto
zjisténi vychazi ze ziskanych histogrami relativni velikosti jaderné DNA mérenych vzork( listQ
vychozich rotlin a z nich odvozenych kultivovanych kalus(. Ziskané histogramy meély ve vSech
zkoumanych vzorcich shodné vrcholy na stejné pozici na vodorovné ose histogramu, coz odpovida

stavu nezménéného genomu bunék béhem procesu péstovani v in vitro podminkach.

Obrazek 6. A odpovida velikosti jader ve fazi GO/G1 bunécéného cyklu vzorku odebraného
z pravého listu plvodni rostliny, Obrazek 6. B predstavuje vzorek velikosti jader kalusu

P. volubilis L. ve GO/G1 fazi. DNA pUvodni rostliny a kalusu, kultivovanych na rtznych kultivacnich
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médiich, se teda neliSila. V pfipadé odlisnosti velikosti genomu kalusu oproti rostliné by
na Obrazku 6. B vykazoval vrchol G1 posun na vodorovné ose histogramu oproti vrcholu G1

na Obrazku 6. A.
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Obrazek 6.: Prlatokova cytometrie: A Graficky vystup z prGtokového cytometru vyhodnocen
softwarem FloMax (Partec, GmbH, Munster, Némecko) pro pravy list rostliny. B Graficky vystup
z pratokového cytometru vyhodnocen softwarem FloMax (Partec, GmbH, Minster, Némecko)
pro kalus déloZzniho listu odvozeny na médiu | 2, kultivaci po dobu 45 dnd na médiu P 38,

a nasledném prepasazovani na P 11, kde byl vzorek odebran po 64 dnech kultivace.
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7. Diskuze

Vyhodou in vitro mnoZeni, a zejména mnoZeni pomoci somatické embryogeneze, je pfi
Uspésné zvladnutém protokolu dosazeno znaéného multiplikaéniho koeficientu mnozeni
v kratkém c¢asovém intervalu. Mimo to, je moziné rostliny mnozit béhem celého roku, coz

predstavuje zna¢nou vyhodu oproti béZznym generativnim a vegetativnim metodam mnozeni.

Cilem prdce bylo obeznameni se s problematikou kalusovych kultur a zdroven zhodnoceni
vlivu rGznych fytohormont pfi rdstu a multiplikaci embryogennich pletiv Plukenetie volubilis L..
Experiment byl rozdélen do tfi fazi: faze sterilizace, odvozeni embryogennich kultur a jejich

nasledna proliferace a maturace.

7.1. Sterilizace vychoziho rostlinného materialu

Pfi povrchové sterilizaci je nutné dezinfikovat odebranou tkan z matérského jedince
s minimalnim mnoZstvim poskozeni bunék. K sterilizaci rostlinného materidlu se v bézné praxi
pouziva roztok chlornanu sodného pro jeho nizsi netoxicnost, oproti ¢inidlim na bazi rtuti, ktera
jsou velmi toxicka. Chlornanu rtutnatého se vyuziva hlavné u citlivého materidlu na sterilizaci
(mlada nevyzrald pletiva), jelikoz méné poskozuje rostlinnd pletiva a dobfe pUsobi proti
kontaminacim vzorku. Tato problematika je blize popsana v kapitole 3.2. V praxi je pouZivana
koncentrace NaClO od 0,5% aZz po 20% v roztoku Rai a Misra (2003) po rGznou dobu plsobeni
sterilizace. Ta zavisi hlavné na obdobi, v kterém byl rostlinny materidl odebran. Autofi Gamborg
a Phillips (1995) uvadi, Ze nejidealnéjsi je odebrani rostlinného materialu jesté pred létem, jelikoz

na ném neulpélo mnoho patogend.

V pokusech se ukdzala jako dostatecna koncentrace 1% NaClO pro sterilizaci rostlinného
materidlu, odebraného z rostlin péstovanych v pokojovych podminkach. Optimalni ¢asovy interval
sterilizace byl pokusné stanoven na dobu 10 min. ProdluZzovdani doby sterilizace mélo vyrazny vliv
na prezivani rostlinného materialu, ktery byl delsi dobou plisobeni NaClO poskozen. Zkracovani

doby sterilizace vedlo k vyrazné kontaminaci explantata.

7.2. Indukce embryogennich kultur

V této studii se podafilo indukovat kalusy kompaktni a drobivé struktury (Tabulka 1.)
Kompaktni vykazovaly nizsi rychlost rlstu ve srovnani s drobivymi kalusy. Studie mnoha autord
naznacuji, Ze embryogenni kalusy maji vétSinou drobivou strukturu, coZ ale nemusi byt pravidlem.
Autordm Mohajer et al. (2012) se podafilo indukovat somatickd embrya Onobrychis sativa

z kompaktniho kalusu indukovaném na MS médiu s pridavkem BAP a IBA v rliznych koncentracich.
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Na indukovanych kalusech byly pozorovany podobné vlastnosti s embryogennimi kalusy
jako v pracich autord Mathews et al., 1993; Raemaekers et al., 2001; Igbal et al., 2011. K zac¢atku
indukce kalusu doslo u vsech variant médii do 16 dnl od zavedeni, coZ ukazuje na rychlou reakci
tvorby kalusu ve srovnani s jinymi druhy z Celedi Euphorbiaceae. Jediné na médiu s pouzitim
Picloramu se kalus zadal vytvaret az po 25 dnech inkubace. Meristematickd centra byla
pozorovdna na médiich s pouzitim cytokininu TDZ nebo BAP. TDZ tvofil kalus drobivé struktury,
ktery si udrZzoval vysokou Zivotaschopnost a svétle zelenou az zelenou barvu. Kalusy odvozené
v kombinaci s cytokininem BAP mély tendenci k rychlému starnuti, jejich barva se ménila ze svétle
Zluté pres svétle hnédou aZz po hnédou. JelikoZ se po celou dobu provadéni pokusl nepodafilo
odvodit somatickd embrya, je moZzné se domnivat, Ze je zapotiebi pouzit jiné fytohormony,
pripadné pouZit jiné zastoupeni mikro a makroprvk( v kultivaénim médiu. Lo Schiavo et al. (1989)
popisuji synergicky ucinek auxinu, jako napfiklad 2,4-D, ktery hraje zdsadni roli v indukci
embryogennich kultur, vjehoz duisledku dochazi k rdznym vlivim ve tkanich explantatu,
zpUsobenych timto rlstovym reguldtorem. Kromé role auxinl pfi déleni a diferenciaci bunék,
zpUsobuji auxiny epigenetické zmény v DNA rostlin zménou stavu methylace, coZ naznaduje, Ze
vzhled diferencovanych bunék je podobny bunkam embryogennim (Smulders a Klerk, 2011). Také
koncentrace dodanych hormonl v médiu mize urcit reakci bunék, jak uvadi Anandan et al.
(2012), ktery tvrdi, Ze tvorba embryogennich kultur (drobivy kalus s bilou barvou) Carica papaya L.
byla ovlivnéna mnozstvim pridaného 2,4-D. Pfi vysokych koncentracich (54,3 pM.I™") vznikl kalus

neembryogenni nedrolivy, tmavé zbarveny.

7.3. Proliferace a zrani embryogennich kultur

Nékteré druhy rostlin vyZaduji pro optimalni reakci doplnéni cytokinind spolu s auxiny, aby
se zabrdanilo nekrézam kalus(. Tento poZadavek na pfitomnost exogennich cytokinini by mohla
byt spojena s udrzovanim vhodné rovnovahy mezi auxiny a cytokininy, jenz plsobi synergicky
a reguluji tak bunécné déleni. Cytokininy dodavany rostlinnym bufikdm nejen stimuluji déleni
bunek prostfednictvim regulace specifickych gen(, ale také plsobi pfi snizeni integrity bunéénych
membran, coz miZe mit za nasledek formovani bunék v meristematickd centra, kterd se primo

podileji na vzniku somatickych embryi (Omar, 2003).

Béhem provedenych pokustd zménily vSechny kalusy vlivem pouZitych proliferacnich
(Tabulka 2.) a maturacnich (Tabulka 3.) médii svoji strukturu, kterd se stala drobivou. Na rlst
kultur nejlépe plsobila média I 15 (0,1 mg.I™") a 1 37 (0,3 mg.I™") s nizkou koncentraci cytokininu
TDZ v kombinaci s 0,1 mg.I™" NAA. Vysoké koncentrace TDZ bez dodani exogennich auxinti mély
na kalusy nepfiznivy vliv, ktery se projevil jejich rychlou nekrézou. Podobné cytokinin BAP se

na rdst ve vysokych koncentracich (1,8 mg.I™"; 3 mg.I™") projevil inhibi¢né. Bylo zjisténo, ze
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Pikloram pUsobici jako auxin, mél na rdst bunék pfi iniciaci kalusu P. volubilis negativni vliv, kdy se
podafilo odvodit jediny kalus (Tabulka 1.). Pokud byl tento fytohormon pouZit pfi proliferaci,
vykazovaly bunky dobry rlst, udrZzovaly si bilou aZ svétle Zlutou barvu béhem celé doby kultivace.
Nejvétsi prirGstek ze zkoumané $kaly vykazovala koncentrace 0,2 mg.I"* Picloramu, aviak nedoslo
k tvorbé embryi, na rozdil od prace autorl Kordestani a Karami (2008), kterym se podafilo na MS

médiu obohaceno o0 2 mg.I"* Picloramu odvodit embryogenni kalus Fragaria anannasa L.

Sachardza je v in vitro kulturach zdrojem uhliku, ve vyssich koncentracich plsobi jako
osmotikum, coZ dokazala rada autorll (Coffin et al., 1976; Richard et al., 2002). Kordestani
a Karami (2008) pouzili k indukci kalusu a vzniku somatickych embryi MS médium obohaceno
o réizné koncentrace sachardzy, kdy zvy$eni koncentrace sachardzy a7 na hodnotu 80 g.I"* mélo
za nasledek zvySeni poctu vzniklych somatickych embryi. Vtéto praci byla vyzkousena
koncentrace 80 g.I'' sacharézy v médiich bez rostlinnych rdstovych hormond, avéak uéinnek
zvySené koncentrace sachardzy se neprojevil na formovani somatickych embryi. Podobna
koncentrace sacharozy na médiu s pfidavkem 0,2 mg.I* 2,4-D a 6 mg.I" BAP zpomalila starnuti

kalusu, avsak vyvyjejici se embrya ani v tomto pfipadé nebyla na kalusech pozorovana.

Za predpokladu, Ze je odvozeny kalus embryogenni, musi projit jesté dalsim zranim,
na kterém se podili cela skala procesu a latek. Pridanim promotord, jako je napriklad PEG (Siang et
al., 2012; Stasolla et al., 2003), kyselina abscisova (Siang et al., 2012; Thilaga et al., 2013), kyselina
giberelova (Kordestani a Karami, 2008) a aktivni uhli (Taylor et al., 2001), ma zasadni vyznam
pro podporu zrajicich somatickych embryi a jejich pfreménu v rostliny. Uspé&$ného vyvoje
somatickych embryi je nékdy dosahnuto pouhou zménou fytohormon( koncentrace stejnych jako

pfi indukci kalusu.

Je dokazano, Ze diky ucinku PEGu v rostlinnych tkanich, nedojde k poskozeni pletiv
v souvislosti s nestalym vodnim stresem (Stasolla et al., 2003). V této studii byly sledovany dvé
koncentrace PEG v konbinaci s ABA - 60 g.I" PEG s pfidavkem 10 mg.I™ ABA a 80 g.I' PEG
s pfidavkem 20 mg.I™" ABA. Kalusy na médiu svy3si koncentraci PEG se staly nekrotické
a odumfely do 10+4 dn(l od zavedeni kultury na médium. Kalusy na médiu s koncentraci 60 g.I"*

PEG 6000 prezivaly ale ani po 60 dnech kultivace se na kalusu somaticka embrya nevytvorila.

Langhansov et al. (2004), dospél k zavéru, Ze somatickd embrya Panax ginseng,
kultivovana na médiu doplnéném o PEG byla schopna dosahnout vétsi strukturdlni rozvoj, coz bylo
prokazano pozorovanim jejich anatomie béhem jejich vyvoje. Tito autofi také zjistili, Ze rostliny
ziskané z Zivnych médii obsahujicich PEG, vytvarely nasledné vice korenl, coz usnadnilo jejich

nasledny prfenos do podminek ex vitro a jejich aklimatizaci. Koehler et al. (2013) uvadéji, Zze pridani
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50 g.I" PEG 6000, spolu s 2 g.I" aktivniho uhli a 5 pg.I™* ABA, vedlo ke zlepseni kvality somatickych
embryi Carica papaya a lepSimu formovani vzniklych rostlin. Tyto studie naznacuji, Ze PEG je

jednim z induktor( zrani v procesu vyvoje somatickych embryi.
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8. Zaver

Plukenetie volubilis L. ma znaény hospodarsky potencial, ktery neni v dnesni dobé vyuzit
pro nedostatek rostlinného materidlu na trhu. | pres to, Zze je pomérné dobre zvladnut protokol
mnoZeni in vitro P. volubilis L. prostfednictvi prytl, mnoZstvi vyprodukovaného rostlinného
materiadlu ani zdaleka nepokryje cely potenciondlni trh. Tento problém by mohl vyfesit Uspésné

zvladnuty protokol somatické embryogeneze.

V praci jsem se zaméfil na odvozeni, rist a dozravani kalusovych kultur P. volubilis L.
Vzorky byly kazdych 14 dni pravidelné pasaZovany, béhem celé doby kultivace byly u vzorkd
sledovéna kritéria prirtstu kalusd, tvorby embryi a barvy kalust. Pokusy provadéné na rostlinném

materialu prinesly fadu novych vysledk( a poznani.

Vyzkum urcil jako optimalni koncentraci NaClO v procesu sterilizace 1% roztok po dobu
trvani 10 minut, ktery se ukazal dostacujici, bez ztraty vitality rostlinného materidlu a vzniku

kontaminaci explantatu na médiu.

Sterilni material, jehoZz zdrojem byly tapiky pravych a déloZnich listli, byl pfenesen
na iniciaéni média. Kalus se podafilo odvodit na vSech navrzenych indukénich médiich, vyrazné se
ale lisily u¢inky médii v poctu zdafilych indukci a prirGstku kalusu. Nejlépe pfirQstaly kalusy
na médiich, u kterych byl pouZit cytokinin BAP a TDZ. Na téchto médiich tvofily kultury drobivy

kalus, ktery by mél byt vhodny k odvozeni somatickych embryi.

Po Uspésné indukci kalusu nasledovala faze proliferace, kdy se jako nejlépe osvédcila
média s pouzitym citokininem TDZ (MS + 1 mg.I™ Dicamba + 1 mg.I™* TDZ; MS + 0,1 mg.I"" NAA
+0,1 mg.I"* TDZ; % MS + 0,1 mg.I"" NAA + 0,3 mg.I"" TDZ) pro jejich rychly p¥irdst kalusu. V této fazi
je nutné, aby v kalusu vznikala meristematicka centra pro tvorbu ranych stadii somatickych
embryi. Tyto meristematicka centra byla pozorovana na nékterych typech kalus(, které rostly

na médiich obsahuijicich nizké koncentrace TDZ.

| presto, Zze byla vyzkousena Sirokd skala fytohormon( a jejich koncentraci, nepodafilo se
navodit dalSi proces vyvoje somatickych embryi. Je proto zapotrebi dalsi vyzkum, pfi kterém by
bylo vhodné se zaméfit napriklad na jina, v praxi pouzivana média (B6, NN). Rozsifit Skalu
fytohormon a urdit konkrétnéjsi koncentrace vyhovujici druhu P.volubilis L. pfi procesu mnoZeni

pomoci somatické embryogeneze.
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9. Prilohy
Tabulka 7.: SloZeni MS (Murashige a Skoog, 1962) média.
MS
MnozZstvi zasobniho roztoku
koncentrace [g.1]" na 11 média [ml]
MakroZiviny KNOs 19 100
NHsNO2 16,5 100
CaClk 3,3 100
MgS0Osx TH20 3.7 100
KH2P O+ 1,7 100
Na:zEDTA 3,72 10
FeS0sx 7H20 2,78 10
Mikroziviny H:BO: 0,62 10
MnSO4x 4H:20 223 10
ZnS0sx 4H:0 0,86 10
Kl 0,083 10
Na:zMoOs x 4H:0 0,025 10
CuS0sx 5H:20 0,0025 10
CoClzx 6H20 0,0025 10
Vitaminy Thiamin 0,01 10
Kyselina nikotinova 0,05 10
Pyridoxin 0,05 10
Myuoinositol 0,01
Ostatni slozky Glycin 0,2 10
media Sacharoza 30
Agar B
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