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Souhrn

Zakladni charakteristiky rustu rostlin ¢esneku (Allium sativum L.) v in vitro
podminkach byly studovany pro stanoveni optimalizace rustu téchto rostlin. Byla stanovena
relativni rychlost rastu rostlin v ¢asovém horizontu Sesti tydnil, vzestupna tvorba suSiny,
obsah fotosyntetickych pigmentl chlorofyll a a b, riistové charakteristiky z pohledu nartistu
Cistého vykonu asimilace, snizeni relativni rychlosti rGstu asimila¢ni plochy a poklesu
integralni listové plochy. Ddle se tato prace zabyva pusobenim rozdilné teploty na rtst rostlin
(5 220 °C) a vlivem slozeni kultivacniho média z pohledu obsahu sachar6zy (0-15-30-60-120
g I'"), optimalni podminky pro rist rostlin Allium sativum byly stanoveny pfi teplot& 20 °C a
15 g I'* sachar6zy v kultivaénim médiu.

Multiplikace rostlin byla studovana z diivodu zvySeni poctu rostlin po kryoprezervaci.
Utinek dvou regulatori ristu (NAA a BAP) s rliznymi koncentracemi byl studovan na
vzrostnych vrcholech cesneku. NejlepSi kombinace koncentrace regulatort ristu pro
multiplikaci rostlin byla 0,5 mg I NAA a 1,0 mg I BAP, druhé multiplikaéni maximum se
nachézelo pfi aplikaci 3,0 mg I NAA a 0,3 mg I BAP.

Stanoveni obsahu vody pii porovnani rostlin s normalnim ristem bez jakychkoliv
fyziologickych zmén a hyperhydratovanych rostlin, kter¢ mély skelny vzhled pletiv, byly
ztloustlé, zkracené, priihledné, vodnaté a omezené v ristu. Hyperhydratované rostliny mély
prokazateln€ vyssi relativni obsah vody a celkovy obsah vody, naproti tomu vodni sytostni
deficit byl velmi nizky. Hyperhydratované rostliny byly schopné latkové vymény, ale Casto
nebyly vitalni, mély malformované listy a stonky, prisvitna, ztloustla a vodnata pletiva.

Monitoringem fotosyntetickych pigmenti (chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy) byly
porovnany hyperhydratované rostliny a rostliny, které byly bez morfologickych zmén.
Hyperhydratované rostliny vykazovaly sniZeni obsahu pigmentl v rostlinach pravdépodobné
v dusledku vétsi zmeény v metabolismu.

Zvyseni koncentrace vitrifika¢niho roztoku pusobiciho na vzrostné vrcholy cesneku
V urcitém casovém intervalu mélo za nésledek sniZzeni obsahu vody a sniZeni procentického
podilu krystalické vody. Podil krystalické vody se postupné snizoval se zvySujici se
koncentraci PVS roztoku a doby expozice. V této praci byl studovéan vliv kryoprotektivnich
latek ruzné koncentrace (PVS3 30/30; 35/35; 40/40; 45/45; 50/50 w/v % sachardza/glycerol)
na vzrostné vrcholy ¢esneku po dobu 30-210 minut, kdy doslo k postupné dehydrataci pletiv.
Poté byly vzrostné vrcholy zamrazeny rychlym ponofenim do tekutého dusiku, po rozmrazeni

se sledovala jejich regeneracni schopnost. Byla odvozena optimalni koncentrace



kryoprotektivniho roztoku PVS3 50/50 w/v % sacharoza/glycerol a jeho doba pisobeni (120
minut) na vzrostné vrcholy Allium sativum.

V této praci byla upravou vnéjSich podminek kultivace rostlin Cesneku stanovena
optimalni kultiva¢ni teplota (20 °C) a byl upraven obsah sacharézy v kultivatnim médiu
(159 I'l), kter¢ vedly ke zvySeni regenerace rostlin po kryoprezervaci. Byla nalezena
optimélni teplota pro skladovani pacibulek cesneku (4 °C), kterd nesnizuje jejich vitalitu
neovliviiuje Groven regenerace po kryoprezervaci. Ristovou analyzou byl zjistén limit zdroju
pro rust rostlin ¢esneku v in vitro podminkach po 6 tydnech kultivace. Dale byl zvySen
multiplikacni koeficient téchto rostlin metodou mechanické stimulace (3 rostliny/mésic) a
pomoci ristovych regulatorti (12 rostlin/mésic), ktery je nutny pro dosazeni poctu rostlin pro
kryoprezervaci. U hyperhydratovanych rostlin byl potvrzen vysoky obsah vody v pletivech a
snizeny obah chlorofylti a a b. Optimalizaci kryoprotektivniho roztoku (PVS3 50/50 w/v %
sachar6za/glycerol, po dobu 120 min) bylo dosazeno vys§i Grovné regenerace rostlin po

kryoprezervaci, tyto vysledky byly potvrzeny kalorimetrickym métenim pomoci DSC.
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Seznam zkratek

ATP
2-iP
BAP
BSA
DMSO
DSC
EG
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FADH,
FBW
FFW

GB
IBA
IGB
IPGRI

LDso
LN
LTso
MEL
MS
NAA
NADH + H"
NFW
PCR
PEG
PG

adenosintrifosfat

2-isopentyladenin

6-benzylaminopurin

albumin z hovéziho séra

dimethylsulfoxid

diferen¢ni skenovani kalorimetr (z angl. Differential Scanning Calorimeter)
ethylenglykol

imunologickd metoda pro detekci specifickych protilatek a antigenti (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Essay)

dokumentacni systém genetickych zdrojt rostlin, EVIdence GEnetickych
Zdrojt rostlin

flavinadenindinukleotid

mrznouci vazana voda (z angl. Freezing Bound Water) (Bellich et al., 2009)
mrznouci volné vazana voda (z angl. Freely-Freezing Water) (Bellich et al.,
2009)

glycinebetain

indolyl-3-maselna kyselina

genova banka v Izraeli (z angl. Israeli Gene Bank)

Mezinarodni instituce genetickych zdrojt rostlin (z angl. International Plant
Genetic Resources Institute)

stfedni smrtna davka z lat. dosis letalis media

tekuty dusik (z angl. Liquid Nitrogen)

letalni teplota (z angl. Lethal Temperature)

vytok elektrolytu (z angl. Meristem Electrolyte Leakage)

rustové médium podle Murashige a Skoog (Murashige a Skoog, 1962)
kyselina a-naftyloctova

nikotinamidadenindinukleotid

nemrznouci voda (z angl. Non-Freezing Water) (Bellich et al., 2009)
polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
polyethylenglykol

propylen glykol



Pro

PVP
PVS
PVSL
QITMDSC
RMM
SH

Ty

Tm
TMDSC
TTC

VS

VSL

prolin

polyvinylpyrolidin

vitrifika¢ni roztok pro rostliny (z angl. Plant Vitrification Solution)
vitrifika¢ni roztok (z angl. Plant Vitrification Solution Liu) (Liu et al., 2004b)
kvazi-izotermicka TMDSC (z angl. Quasi-Isothermal TMDSC)
relativni molekulova hmotnost (z angl. Relative Molecular Mass)
specifickd hmotnost pii 20 °C (voda = 1)

teplota skelného ptechodu (z angl.Glass Transition Temperature)
rovnovazny bod tani

teplota modulovaného DSC (z angl. Temperature Modulated DSC)
trifenyltetrazoliumchlorid, pro biochemické testy

vitrifika¢ni roztok (z angl. Vitrification Solution)

vitrifika¢ni roztok (z angl. Vitrification Solution L) (Suzuki et al., 2008)
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1 Uvod

Konzervace a uchovavani genetického materialu jsou velmi dilezité pro vyuziti rostlin
nejen jako zdroje potravy, ale i 1é¢ivych nebo plan€ rostoucich rostlin a rovnéz pro uchovani
vzacnych a ohroZzenych druht. Uchovani rostlinného materidlu mize byt provedeno
vV podminkach in situ (uchovani ur¢ité populace v misté jejiho vyskytu) nebo ex situ
(hospodaisky vyznamné druhy). V souCasnosti se vyuzivaji pro uchovani rostlin spise metody
uchovani mimo pivodni misto vyskytu, v genovych bankach. Genové banky poskytuji
moznost rozsSifovani, hodnoceni, dokumentace, uchovani a vyuziti genetickych zdroji vice
rostlinnych druhi z riznych oblasti svéta z jednoho mista. Jeden ze zpisobi jak uchovat
rostliny je jejich péstovani v in vitro podminkach. Ani tento zptisob neni zcela bez uskali.
Dlouhodobou kultivaci a opakovanym pasazovanim explantatovych kultur v in vitro
podminkéch, mize dochazet ke genetické nestabilité, ztrat¢ morfogenetického potencidlu a
poklesu jejich biosyntetické aktivity, coz mize mit negativni vliv na udrzeni stability
genotypu rostlin. Vhodnou metodou pro uchovéani genetického materidlu vegetativné
mnozenych rostlin se jevi metoda kryoprezervace. Kryoprezervace je metoda dlouhodobého
uchovani zivého materidlu v podminkéach ultra-nizkych teplot tekutého dusiku (-196 °C).
Zamrazovani rostlinného materidlu je stale ve fazi hledani vhodnych postupli a optimalizace
kryoprezervac¢nich metod. Fyziologické procesy, které probihaji v rostlinnych pletivech po
celou dobu piedkultivace, samotného zamrazeni a nasledného tani, pfeziti, regenerace a
péstovani rostlin po kryoprezervaci, nejsou stale dostateéné prostudovany.

Rostliny odolné vii¢i nizkym kladnym teplotdm mohou byt poskozeny mrznutim vody
v pletivech, tj. tvofenim ledu v extracelularnich prostorech a mezi bunécnou sténou a
cytoplazmou; pokud se uvniti buriky vytvoii krystaly ledu, burika zahyne (Volk et al., 2004b).
K prevenci poskozeni bun¢k ledovymi krystaly slouzi kryoprotektivni roztoky, které pronikaji
do bunék a dehydratuji je, ¢imz dochazi ke stabilizaci proteini a membran (Kim et al.,
2006a). Kryoprotektivni latky pouzité v nasich experimentech — glycerol a sachar6za — jsou
mén¢ toxické nez ostatni béZné pouzivané kryoprotektanty jako napi. dimethylsulfoxid,
propylenglykol, ethylenglykol (Kobayashi et al., 2005).

Otéazka pouziti optimalni koncentrace a doby ptisobeni kryoprotektivnich latek neni
zcela vyfeSena. Prav€é pouzivani riznych koncentraci kryoprotektivnich roztokd pfi

kryoprezervaci rostlin mize ovlivnit jejich pfeZiti a regeneraci. Casto se na zamrazovani
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vzrostnych vrcholl ¢esneku pouzivaji vitrifikacni protokoly (Langis a Steponkus, 1990; Sakai
et al., 1991). Pomémé casto pouzivané slozeni vitrifikaénich roztokid obsahuje 50 %
sacharozy (w/v) a 50 % glycerolu (w/v) a je oznaceno PVS3 (Benson, 2008; Kim et al.,
2006b; Volk et al., 2006). Jiny, uspéSné¢ pouzivany vitrifikaéni roztok obsahuje
kryoprotektivni latky o slozeni 40/40 % sacharoza/glycerol (w/v) (Reed, 2008; Sakai a
Engelmann, 2007). Pti kryoprezervaci jabloni je s ispéchem pouzivéano slozeni vitrifikacniho
roztoku 50/30 % sachardza/glycerol (w/v) (Halmagyi et al., 2010).

Kromé slozeni vitrifikacnich roztoki ma velky vliv na jejich tc¢inek i doba pisobeni
kryoprotektivnich latek, a to i1 pfi pouziti vramci jediného rostlinného druhu. Napf. u
vzrostnych vrcholt ¢esneku pouzivaji Kim et al. (2004a) a Volk et al. (2006) roztok PVS3
50/50 % sacharoza/glycerol (w/v) po dobu 150 minut. Naproti tomu jini autoti Makowska et
al. (1999), Keller (2005) a Ellis et al. (2006) pouzivaji tentyz roztok po dobu 120 minut.

Pro stanoveni mnozstvi krystalické vody a vzniku mozného poskozeni rostlinného
materialu je mozné vyuzit termickou analyzu S vyuzitim diferen¢niho skenovaciho
kalorimetru. Pomoci této metody lze zjistit pocatecni teplotu, pii které dochazi k mrznuti nebo
tani rostlinného materialu, coz je pii kryoprezervaci velmi vyznamné (Benson, 2008).

Rozmnozovani rostlin v in vitro podminkach patfi mezi moderni biotechnologie. Takto
mnozené rostliny maji spoustu pfednosti oproti rostlindm péstovanym klasickym zptsobem.
Selekci a mnozenim zdravého a Zivotaschopného rostlinného materialu miazeme ziskat sadbu,
ktera je vhodnym mnozitelskym materidlem pro dalsi kultivaci. Velikost multiplikacniho
koeficientu pii Slechtitelské praci se druhov€ odliSuje. ZvySeni multiplika¢niho koeficientu
ma vyznam pro Slechtitele, mnoZitele a péstitele nejen kulturnich plodin a okrasnych rostlin,
ale i pro kryoprezervaci a uchovani rostlin.

Cesnek je jednou z nejcenngjsich uzitkovych rostlin na Zemi. Ma specifickou chut’ a
aroma, zvlasté je cenén pro své 1éCivé ucinky jako pfirodni antibiotikum, pozitivné upravuje
v Olomouci se nachazi nejvétsi mezinarodni kolekce dlouhodennich ¢esnekii na svété. Tato
kolekce je od roku 1986 souc¢asti monitorovaciho programu mezinarodni instituce
genetickych zdrojt rostlin (IPGRI, Rim) a je finanén& podporovana Narodnim programem
konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiverzity Ministerstva
zemédelstvi (Anon., 2003). V ramci EU jako vysledek feseni projektu EURALLIVEG byla
vytvofena tripartitni kryobanka rodu Allium, ktera kromé ¢eské kolekce zahrnuje i kolekce

Sesneku v Polsku a Némecku.
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2 Literarni prehled

Cesnek je znam jako jedna z nejstarsich kulturnich rostlin svéta. Jako viechny liliovité
rostliny byl ¢esnek povazovan za podsvétni rostlinu®. Faraoni a knézi se rad&ji pozieni
¢esneku vyhybali, nebot’ se domnivali, ze ho nebeska bozstva nemaji v oblib&. Spolu s cibuli
ho ale davali otrokiim (dnes se uvadi: svobodnym délnikiim a kvalifikovanym femeslnikim,
kteti stavéli pyramidy) jako 1€k proti infekcim (Cattabiani et al., 2006).

Cesnek piivodem pochazi z oblasti Stiedni Asie — Dzungarsko (severni Cina), hory
Pamiru, Altaje, Kirgizska step, Tadzikistan a Uzbekistan. V dnes$ni dobé zde plany cesnek
dale roste, kvete a nasazuje semena (Konvicka a Wiirfel, 1998). Procesy opylovani a vyvoje
semen Cesneku jsou zavislé na délce dne a probihaji UspéSné jen v arealech blizkych 37 °
severni $itky, kde pfevazuje desetihodinova délka dne (Kamenetsky et al., 2004). V naSich
podminkach Allium sativum nekvete a netvoii semena.

Z botanického hlediska se c¢esnek fadi do rodu Allium, z c&eledi Alliaceae, fadu
Asparagales, ttidy Monocotyledones (Liliopsida) a oddéleni Magnoliophyta (Krahulec a
Duchoslav, 2010). Rostliny tohoto rodu jsou vytrvalé byliny s cibulemi nebo oddenkem. Listy
jsou ptizemni, nékdy s dlouhou pochvou kryjici dolni ¢ast stvolu, stfidavé, dvoufadé nebo
Sroubicovité usporadané, piisedlé nebo tfapikaté, nitkovité az vejcité. Stvoly jsou plné nebo
duté. Kvéty jsou ve vrcholi¢natych kvétenstvich (lichookolicich nebo lichopieslenech), do
rozkvétu uzaviené v listenu (toulci), oboupohlavné, pravidelné, 3¢etné. Okvétni listky v poctu
6, volné, nékdy na bazi srostlé; ty¢inky zpravidla v poétu 6, na bazi vzajemné srustajici a
nékdy pfirostlé k okvéti, praSniky introrzni; gyneceum synkarpni, ze 3 plodolistii, placentace

nakoutni, semenik svrchni, ¢nélka jedna. Plodem je tobolka se 3 pouzdry, pukajici Svy,

pouzdrose¢na, se 6 nebo vice semeny. Semena maji endosperm; zarodek je pfimy nebo

Y, Egypté€ se vénci z Cesneku a cibule kraslili ctitelé boha Sokata, jednoho z nejstarSich podsvétnich
bozstev. Vyznavaci bohyné Baset, Matky Zemé, které byly zasvéceny koc¢ky, méli tehdy ve zvyku Zvykat Cesnek
a cibuli. Rekové obétovali Gesnek bohyni Hekaté — fecka viemocna bohyné, vladkyné tajemnych sil, mésice,
noci a podsvéti. Alfons Castillsky choval k této rostlince takovy odpor, ze kdyz zalozil rytifsky rad, nafridil
rytifim, Ze pokud se n¢kdo z nich dopusti té nerozvaznosti a sni ¢esnek nebo cibuli, cely mésic se nesmi objevit
na dvofe a nesmi mluvit s ostatnimi. Taoisté stejné jako brahmani tvrdi, zZe Cesnek posiluje démony v téle,
a proto se jeho konzumaci vyhybaji. Cesnek jako amulet a talisman — vé&fi se, Ze ma mimo lé¢ivych vlastnosti
dalsi kladné vlastnosti. Zajistuje ochranu pied vSemi kouzly a ¢arodéjnicemi, v sanskrtu je nazyvan ,,zabijakem
nestvlr. Z diivodu ochrany pied uhranutim se doporucovalo nosit jej pod kosili za svatojanské noci, spole¢né
s dalsimi bylinami, jako jsou téezalka, routa nebo pelynék (Cattabiani et al., 2006).
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zakiiveny. Je znamo 32 rodl s asi 900 druhy, rozSifenymi na vSech kontinentech kromeé
Australie a Nového Zélandu (Krahulec a Duchoslav, 2010).

Rostliny ¢esneku jsou vytrvalé byliny s charakteristickou vyraznou vini po cibuli ¢i
cesneku (Obr. 1). Cibule jsou pfisedajici na kratky oddenek nebo samostatné s oddenkem
redukovanym jen na podpuci, jednotlivé nebo nahlucené, slozené zjedné az nckolika
zasobnich Supin (zduznatélych bazi listii), obvykle se kryjicich (,,suknice®), nebo ziidka ze
zduznatélych kolaterdlnich pupend (,,strouzkt). Listy ptfizemni, pfisedlé nebo tapikaté.
Stvoly vétSinou pfimé nebo Sikmo vzhiiru smétujici, oblé az hranaté. Kvétenstvi vétSinou
vrcholovy lichookolik, zprvu zcela uzavieny v toulci, u fady druha s pacibulkami. Rod s vice
nez 800 druhy rozSifenymi v mirném pésu severni polokoule (s vyjimkou 1 druhu
vyskytujiciho se v jizni Africe) (Krahulec a Duchoslav, 2010), z toho je 30 druhii uzitkovych,
20 druhti okrasnych.

Allium sativum L.

Obriazek 1. Vzhled rostliny ¢esneku Allium sativum L. Cela rostlina s ¢arkovitymi listy, cibule na zkracené
ose podpudi, kvétni stvol zakonceny vrcholovym lichookolikem s pacibulkami (Anon., 2010).
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VétSina z nich se fadi mezi vyznamné zeleniny, kofeni a 1éCivé rostliny. Mezi
pravy (Allium sativum subsp. sativum, mutant planého Allium longicuspis Regel), ¢esnek
kuchynsky rokambol (Allium ophioscorodon Link), cibule salotka (Allium salota Dost.),
cibule kuchynska (Allium cepa L.), cibule zimni, se¢ka (Allium fistulosum L.), pér zahradni
(Allium ampeloprasum L.), pazitka pobiezni (Allium schoenoprasum L.) (Krahulec a
Duchoslav, 2010). Dalsim spolecnym znakem pro tento rod je tvorba éterickych oleja, jejichz
podstatou jsou slozité sirné vazby (napf. alliin, allicin, ajoen, diallylsulfidy a polysulfidy,
isoalliin), které vytvaieji charakteristickou viini (Konvic¢ka a Wiirfel, 1998).

Druh Allium sativum L. — ¢esnek kuchynsky je bylina 20-100(-200) cm vysoka.
Cibule je téméf kulovita az kratce bankovita, slozena z 5-15(-60) zduznatélych kolateralnich
pupenu (,,strouzk), uzavienych v blanitych bilych, pozdéji podélné rozpadavych Supinach.
Listy jsou v poctu 4-12; Cepel je ¢arkovita az carkovité kopinata, az 60 cm dlouha, 6-30 mm
Sirokd, na vrcholu $picata, kdpovita na lici plochd, na rubu kylnata, na okraji a na kylu n¢kdy
drsna. Stvol je pfimy. Lichookolik kulovity 2,5-5,5 c¢cm v priméru, vzdy s pacibulkami
v poctu 20-100; kvétni stopky 1-2 cm dlouhé, kiivolaké, zakoncené zakrnélymi,
deformovanymi kvéty; toulec az 23 cm dlouhy, celistvy bylinny, opadavy se zobankem az 25
cm dlouhym. Okvétni listky (1-)3(-5) mm dlouhé, na vrcholu $picaté, zelenavé bilé ¢i
razové; tyCinky krat§i nez okvéti, nitky 6-8 mm dlouhé. Tobolky ani semena se nevytvareji.
Prilezitostn¢ tento druh zplanuje na okrajich vesnic v teplejSich oblastech, trvalé zplanéni
vSak neni uvadéno. PiestoZe jde o druh téméf zcela bez pohlavniho rozmnoZovani, péstuje se
velké mnozstvi kultivarti, jejich klasifikace do taxonomicky pojatych jednotek neni
V soucasnosti akceptovana (Krahulec a Duchoslav, 2010).

Pé&stitelsky se Cesneky rozliSuji na vynosnéj$i ozimé formy, a na jarni formy.
Z morfologického hlediska délime ¢esneky na pali¢aky (vybihavé) a nepalicaky (nevybihavé).
Z anatomického hlediska nejsou jejich kvétni pacibulky semena, ale pupeny (stejné tak jako
strouzky), jsou to tedy vegetativni ¢asti matetské rostliny. Na spodni ¢asti pupenu (strouzku)
Cesneku se nachdzi podpuci, ze kterého vyrstd apikdlni meristém. Apikalni meristém je
chranén ochrannym listem, ktery tvofi 2. a 3. list a prorista celym pupenem, tzv. pupenovym
kanalkem, ktery je obalen zasobnim listem (Obr. 2). Povrch pupenu kryje pupenova Supina
(Kamenetsky a Rabinowitch, 2001).
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pupenova Supina na vrchu
pupenovy kanalek
zasobni list

ochranny list

apikalni meristém
podpuci

Obrazek 2. Anatomie pacibulky ¢esneku (foto autor).

Podpuci ¢esneku tvoii zkraceny stonek ¢esneku, jenz predstavuje hlavni fidici centrum
rastu rostliny. Druh Allium sativum citlivé reaguje po dobu 260—270 dnd na zmény teploty,
délku dne, vodni reZim, Ziviny, choroby, Skiidce apod., ¢imz se také sniZuje jeho
rozmnozovaci schopnost. Dilezitou funkci podpuci je ruseni dormance strouzku, raseni prytu
a kofent, obnova kofenu, ukladani zasobnich latek v bazalni Casti a tvorba cibule, tvorba a
prodluzovani kvétniho stvolu, tvorba kvétnich primordii (zéklad®). Pokud rostliny ¢esneku
pfijdou o ¢ast svych kofenil, potom zastavuji riist a zacinaji pfedcasné tvofit cibuli (Ayabe a
Sumi, 1998).

Péstovani Cesneku ve stfedoevropskych podminkach vyzaduje teplé a slunné polohy,
leh¢i humozni piady (horské kamence) ve staré sile, a proto je nutné tézké pudy dobie
odvodnovat (Konvicka a Wiirfel, 1998). V naSich podminkach ¢esnek kuchyiisky nekvete, je
sterilni a neni schopny tvofit pyl, ani semena, mnozi se zde vegetativné. Pfi¢inou jsou
poruchy déleni jader v samcich i samicich pohlavnich bunikach (Weber, 1928). Sklizet se musi
cesnek vcas, protoZe se cibule brzy rozpadaji, znovu zacnou zakofeniovat a tim se zkracuje
jejich skladovatelnost. Doba sklizn€ nastdva obvykle v obdobi zloutnuti listt a stvola.

Nové biotechnologické metody jsou dualezit¢é pro mnozeni rostlin vyuzivanych
Vv lékafstvi, zejména se jedna o adaptaéni metody in vitro kultivace a regenerace, které mohou
byt vyuzity k produkei diillezitych sekundarnich metabolitl rostlin s 1é¢ivymi t¢inky (Rout et
al., 2000). V dnesni dob¢ se druhy rostlin ¢esneku pouzivaji pfedev§im v potravinaiském a
farmaceutickém pramyslu. Ro¢ni svétova produkce ¢esneku (Tab. 1) je pies 16,4 miliond tun,

pii¢emZ nejvétsimi producenty jsou Cina (13,6 miliénd tun v roce 2010), Indie (0,8 miliont
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tun) a Korea (0,2 miliont tun), v CR se uvadi roéni produkce (Obr. 3) &esneku 1,7 tisic tun

(FAOSTAT, 2012).

Tabulka 1. Produkce ¢esneku ve svété (produkce je uvedena v tunach) (FAOSTAT, 2012).

2006 2007 2008 2009 2010
Cina 11 567 524 16 064 662 18 357 036 17 967 857 13 664 069
Indie 598 200 776 300 1 068 500 831 100 833970
Republika Korea 331379 347 546 375 463 357 278 271560
Egypt 164 260 234 570 339 624 195 743 244 626
Rusko 255 860 249 047 226 670 227 270 213 480
Barma 146 200 161 000 197 300 200 730 185 900
Etiopie 68 308 68 303 103 542 179 658 180 300
USA 224 480 186 150 194 230 175900 169 510
Ukrajina 145 600 131 500 136 800 150 100 157 400
Spanélsko 145 372 151 674 133 610 154 000 136 000
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2.1 Vnéjsi a vnitini podminky piisobici na fyziologické vlastnosti Allium
sativum

Konzervace genetickych zdroju rostlin je velmi dilezita pro potravinovou bezpe¢nost
a agrobiodiverzitu. Pro potravinarstvi a farmaceuticky pramysl je dilezité neustale zlepSovat
vlastnosti téchto plodin a rozsifovat tak jejich diverzitu. Jejich ochrana je dilezita i pro dalsi
Slechténi rostlin. Biodiverzita je zdrojem rtznych druhli plodin pro pramyslovd odvétvi,
1éCiva a potravinafstvi. Sou¢asné moderni odriidy se zacinaji nahrazovat mistnimi kultivary a
krajovymi odriidami tradi¢niho agroekosystému. Znecisténi zivotniho prostiedi, rozSifovani
invazivnich pleveld, myceni lest, klimatické zmény, zména zivotniho stylu, globalizace, trzni
ekonomika, urbanizace a dals$i zmény vedou ke ztrat¢ diverzity. Konzervace rostlinnych
genetickych zdroji muze byt v ptirozeném prostiedi vyskytu (in situ) nebo vné (ex situ). Ex
situ konzervace zahrnuje polni genové banky, botanické zahrady, uchovani semen
v semennych bankéch, uchovani pylu a DNA. Dlouhodobé skladovani zahrnuje desikaci
semen na nizky obsah vody a uchovani pii nizkych teplotach. Semena nékterych druht rostlin
(tropické a subtropické druhy prevazné stromil) jsou rekalcitrantni, tj. nesnesou snizeni
obsahu vody pod 30-80 % na rozdil od ortodoxnich, které pieziji dehydrataci pod 5 % (Berjak
et al., 1992). Dalsi skupina rostlin, ktera nemtize byt uchovana v semennych bankach, jsou
vegetativné mnoZené rostliny. Tyto rostlinné druhy jsou obvykle uchovavany v polnich
genovych bankach. Témto kolekcim vSak hrozi geneticka eroze a ztrata genotypu (Skidci,
choroby, nepfiznivé klimatické zmény). V tomto ptipadé je vhodny prevod rostlin do in vitro
kultury a jejich uchovani pomoci procesu pomalého ristu nebo kryoprezervace.

Podobné je tomu u vegetativné mnoZeného cesneku, ktery pii péstovani Vv polnich
podminkach, kde casto podléha pomémné vysokému riziku napadeni chorobami (virozy,
bakteriozy, mykozy), Skiidci (had’atka, roztoci, kvétilka cibulova, tfdsnénky). V disledku
neustalého vegetativniho mnozeni se rostliny oslabuji a také degeneruji. Kultivace téchto
rostlin pomoci meristémovych kultur umoziuje péstovat bezvirézni linie, bez ptitomnosti
bakterii, mykoz a Skidcl, a proto je mozné feSit tento problém uchovanim a mnozenim
rostlinného materialu v in vitro podminkach (Keller, 2005).

Ozdravovani cesneku od virh pomoci explantatovych kultur spociva v odbéru
apikalnich meristémti z matecnich rostlin a jejich mikropropagaci a v nasledném pouziti
virostatika, termoterapie nebo kryoterapie u kultivovanych rostlinnych explantati. DalSim

krokem je vyhledani viruprostych jedinci pomoci ELISA testd. Ozdraveni jedinci se
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V karantén¢ namnozi a didle mohou byt pouziti jako bezvirdzni elitni klony pro Slechténi a
vyrobu sadbového materidlu.

Kryoprezervovana pletiva by méla byt po odtani geneticky identicka vzhledem
k ptivodnimu materialu, bez fenotypovych zmén a mélo by byt mozné z nich opét vypéstovat
normalni rostliny. NebezpeCi genetické nestability je vzdy divodem k pozménéni
kryoprotokolu. Béhem kryoprezervace dochazi ke snizeni metabolické aktivity na minimum
vlivem nizké teploty, proto po odtani dostaneme identickou rostlinu — klon. B&hem
skladovani rostlin v tekutém dusiku nebyly pozorovany zadné morfologické, cytologické,
biochemické nebo molekularni zmény. AvSak pii procesu kryoprezervace mohou nastat
nepatrné zmény genomu, proto je nutné jejich ovéteni. Genetickd nestabilita a somaklonalni
variabilita mohou byt zplsobeny Vv genotypu a fenotypu kryoprezervovanych rostlin. Proto
na Grovni ploidity jsou jedny z nejéastéjsich genetickych zmén v in vitro kulturach (Ovesna et
al., 2007). Chromosomalni nestabilita je ovlivnéna pfedev§im genotypem a podminkami in
vitro kultur. Metody pro stanoveni genetické diverzity se zakladaji na fenotypové a
morfologické charakterizaci, biochemickych metodach (proteinovda a enzymaticka
elektroforéza), molekuldrnich metodach (isozymové markery, metody zalozené na DNA:
RFLP — restriction fragment lenght polymorphism, PCR — polymerase chain reaction, RAPD
— random amplified polymorphic DNA, AFLP — amplified fragment lenhgt polymorphism,
SSR — simple sequence repeats) (Ovesna et al., 2007). Diverzita se jiz tradi¢né stanovuje
pomoci fenotypovych charakteristik jako jsou barva kvé&tu, rostlinny habitus, nebo
kvantitativnich agronomickych vlastnosti jako jsou wvynos, stresové tolerance apod.
Histologickd pozorovani neukazuji Zadné zmeény po kryoprezervaci rostlin. DNA analyzy
mohou byt provedeny kdykoliv, v jakékoliv ristové fazi, mize byt pouzita jakakoliv rostlinna
¢ast a na analyzu stac¢i velmi malé mnozstvi materialu (Chase et al., 2005). Cytologicka
Setfeni neprokédzala zadné chromosomalni abnormality, naopak ukazuji konstantni Groven

ploidity (Volk et al., 2004a).

2.1.1 Ruistové charakteristiky ¢esneku

Rist mizeme definovat jako nevratné zvétSeni objemu. Prodluzovaci rist je tedy
obecné nevratnym zvétSenim objemu podél urcité osy, predev§im podél osy stonku. Viditelné

projevy rustu jsou u rostlin vétSinou spojeny s prodluzovanim bunék produkovanych
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meristematickymi zénami buné¢ného déleni. Z apikalniho meristému se regeneruje cela
rostlina, z kofenové $picky se regeneruje koien, sekce z internodia vytvaii na fezné plose
kalus, bo¢ni meristémy podmifiuji tloustnuti stonki a kofenti (Novak, 1990).

Velkym problémem ptfi skladovani je raSeni cibuli cesneku. Dlouhodobym
skladovanim cibuli se ve své praci zabyva Pak et al. (1995). Vodni lazen o teploté 60 °C po
dobu 2,5 minut zpomaluje raseni a rast kofenti Cesneku, aniz by doSlo k jeho poSkozeni
(Cantwell et al., 2003). Délku dormance ovliviiuje piedevsim teplota a vlhkost prostiedi, ve
kterém jsou cibule skladovany. Pfi teploté 16 °C dochazi k aktivaci enzymi invertazy a
sacharazy Stépici disacharidy na jednoduché cukry a k iniciaci raSeni. Pferozdéleni vody a
metabolitl je nezbytné pro tvorbu novych bunék a jejich prodluzovaci rast. Existuji
mezidruhové rozdily v délce trvani dormance Cesneku, u nékterych druhti nastdvd obdobi
klidu pfed zacatkem rustu listi (Pak et al., 1995).

Rostliny cesneku z oblasti Centralni Asie vyzaduji pro rist a vyvoj ro¢ni teplotni
cyklus teplo—zima-teplo, s velkymi mezidruhovymi rozdily ve stupni otuzovani. Druhy z této
oblasti vyzaduji chladnou periodu od 4 do 17 °C po dobu 4 az 16 tydnt. Pro kliceni potiebuji
teploty od 5 do 15 °C. Zaéne se zvétSovat vzrostny vrchol, ktery se prodluzuje, vzniknou
prvni kotinky, po 4 mésicich vyrostou prvni listy ze zem&. Na konci sezény je vytvofena
cibulka a listy s kofeny odumiraji. V dal§im roce se cibulka zvétsi. V poslednim roce vytvoti
rostlina zaroven s listy kvét a délenou cibuli se strouzky (Kamenetsky, 1994).

Stanoveni rezistence — mrazuvzdornosti rostlin vi¢i mrazu je dulezitym znakem pro
charakterizaci a hodnoceni schopnosti odriid odoldvat biotickym zimnim strestiim (Présilova a
Prasil, 2008). Pro stanoveni Grovné rezistence rostlin vii¢i mrazu se nejcastéji pouziva kriticka
teplota, pii které dochazi k 50% poskozeni rostlin nebo letalni teplota, kterd udava teplotu
mrazu, pii niz dochazi k 50% Uhynu rostlin dané¢ odrady. Hranice pro pfeziti jsou nejvyssi a
nejnizsi teploty, za kterych rostlina mize prezivat. U ¢esneku nejsou tyto hranice z literatury
doposud publikovany. Je tfeba rozliSovat mezi hranici aktivity a letalni hranici. Je-li
pfekrocena hranice aktivity, Zivotni pochody se vratné zpomaluji az na minimalni rychlost a
cytoplazma se ocitd ve stavu anabidzy (pfi nadmeérném chladu nebo horku). Pii ptekroceni
letalni hranice dochazi k trvalému poSkozeni a zivot rostliny zanika (Rascio a La Rocca,

2005).

10
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2.1.2 Explantatové kultury

Rostlinna explantatova kultura je rostlinné pletivo, které se asepticky péstuje
v agarové¢ kultuie ve sklenénych nadobach, a které se neorganizované d€li. Agarova puda pro
péstovani rostlinnych explantdtovych kultur mé ¢tyfi zakladni slozky: 1. anorganické ionty,
nutné pro rust kultury, 2. zdroj energie, obvykle je to sacharéza nebo jiné cukry, 3. organické
vyzivné latky jako vitaminy, inositol a jiné latky, kter¢ si rostlina nedovede sama syntetizovat,
4. rustové latky, coz jsou vétsinou syntetické analogy rostlinnych hormonti, pfedevS§im auxiny
a cytokininy (Ziv a Lilien-Kipnis, 2000).

Po pteneseni chemicky nebo fyzikalné (teplem a UV zafenim) sterilizované casti
rostliny na agarovou pudu s potiebnym slozenim dojde k proliferaci (proristani)
nediferencovaného rostlinného pletiva — kalusu. Dediferencované builky kalusu maji
porusenou regulaci vSech zakladnich procest. VétSina téchto zmén snizuje Zivotaschopnost,
ale nékteré ji také zlepsuji. Mohou dokonce ve vzacnych piipadech zlepSovat Slechtitelskou
hodnotu rostlin. Vétsi pravdépodobnost vyvinout se v rostliny maji buniky se zvySenou
zivotaschopnosti. Tento typ genetické variability vzniklé v disledku kultivace
Vv explantatovych kulturach se nazyva somaklonalni variabilita (Mohamed-Yasseen et al.,
1994).

Metoda mikropropagace rostlin (Luciani et al., 2001) je zalozena na vegetativnim
mnozeni rostlin, pfi¢emz potomstvo zlstava identické s matetfskou rostlinou. Explantatové
kultury se nejcastéji péstuji na MS médiu (Murashige a Skoog, 1962). Mikropropagace
rostlin, jejich regenerace, rist a multiplikace je zavisla na chemickém sloZeni kultivacniho
média, obsahu jeho mikroprvkid a makroprvki a regulatord rastu (Ayabe a Sumi, 1998).
Srovnanim ruznych kultivaénich médii se ve svych pracich zabyvaji ptedevsim Luciani et al.
(2001) a Kim et al. (2009). Velmi casto se pro péstovani rostlin v in vitro podminkach
pouziva médium MS. Na MS médiu péstovali rostliny ¢esneku také Chung a Nam (2001),
ktefi ménili pomér dusikatych latek, obsah sachar6zy v médiu a ptidavali rizné koncentrace
rastovych regulatort. El-Gizawy a Ford-Lloyd (1987) uspésné vypéstovali explantaty cesneku
také na médiu B5 (Gamborg et al., 1968).

2.1.3 Osmoticky stres rostlin

vvvvvv

Vv rostlindch nebo rostlinnych organech. Pfi pfijmu a vylucovani latek buitkou ma dilezitou
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ulohu difuze a osmoéza. Cytoplazmatické ¢astice maji kinetickou energii, ktera je pticinou
jejich neustalého pohybu. Rychlost difuze je urCena velikosti a aktivitou difundujicich
molekul, stupném koncentrace roztoku, viskozitou prostfedi, teplotou apod. Pohyb latek
polopropustnou membranou zajistuje osmoéza. K docileni rovnovéhy rizné koncentrovanych
roztoku je nutné dodat roztoku uréity osmoticky tlak (Kuleshova et al., 1999; Navarro et al.,
2007).

Existuje n¢kolik metod pro stanoveni osmotického potencialu bunck. Jednou z metod
je extrahovani bunééné Stavy z listh rostlin, kdy se pomoci metody rosného bodu stanovi
osmoticky potencial. Dalsi metodou je stanoveni tlaku, podilu prostupnosti latek symplastem
a apoplastem nebo pomoci teréikové metody (Salama, 2009).

Pti stanoveni osmotického tlaku plati Boyle-Mariottiiv zakon, ktery udava, ze soucin
tlaku plynu a jeho objemu je staly (pV = konst.). Gay-Lussaktv zakon uvadi, Ze zvySenim
teploty o 1 °C dochazi ke zvySeni osmotického tlaku o 1/273 proti hodnoté pii 0 °C,
Avogadrav-Gerarddiv zékon zminuje, ze ekvimolarni roztoky maji pii téze teploté stejny
osmoticky tlak (Na, Avogadrova konstanta 6,022 10% ¢&astic). Platnost téchto zakond
0 plynech se pozdé¢ji pienesla i na zfedéné roztoky. Osmoticky tlak mizeme vypocitat podle
van’t Hoffova zakona™ (1):

Y_=CciRT 1)
kde ¥, je osmoticky tlak (Pa), ¢ je molarni koncentrace roztoku (mol dm™), i je mnoZstvi
&astic vzniklych z jedné molekuly disociaci, R je molarni plynova konstanta (8,314 J K mol™)
a T je absolutni teplota (K). Van’t Hoffova rovnice (2) podle Darnella et al. (1987) se uvadi
jako:

Y.=RT(Cc1+Co+... t¢p) 2
kde ¥, je osmoticky tlak, R je molarni plynova konstanta, T teplota a ¢, je koncentrace iontli
v roztoku. Pro vypocet objemu buiky V lze pouzit vzorec (3):

V =72V, —b)i+b @)

TTe

kde V je objem buniky, =z, je tlak osmoticky aktivnich latek v extracelularnim roztoku, b je

osmoticky neaktivni objem buiiky, Vo je izotonicky objem buiiky a 7z extracelularni

izotonicky roztok (Callister et al., 2006).

* J.H. van’t Hoff (1901, Nobelova cena za chemii, Nizozemsko) byl prvni, kdo upozornil na podobnost se
stavovou rovnici idedlniho plynu (Kodicek, 2004).
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Vodni potencidl lze stanovit pifi zméné koncentrace vodniho roztoku v okoli bunky.
V hypertonickém prostiedi dochazi k plazmolyze (Fuller et al., 2004). Pfi tomto dé&ji dochazi
k odchlipnuti cytoplazmy od bunééné stény. Konvexni plazmolyza nastava pii nizké viskozité
cytoplazmy a pti zmenseni vakuoly, kdy dochdzi k rovnhomérnému oddélovani cytoplazmy od
bunéénych stén. Pii vyssi viskozité se objem cytoplazmy nerovnomérné zmensuje (Shock et
al., 1998) a soucasn¢ s jiz odtrzenymi ¢astmi jsou je$té ¢asti ulpivajici na buné¢nych sténach;
zde se jedna o typ plazmolyzy konkdvni. Chovani bun¢k rostlin v rizné koncentrovanych
roztocich sacharozy popisuji naptiklad prace Lang-Pauluzziho (2000) a Langa et al. (2004).

Vyzkum detekce osmotického potencialu, hydratace, teploty a jejich vlastnosti
Vv rostlindch jsou pfedmétem mnoha praci zabyvajicich se odolnosti rostlin vi¢i mrazu
(Bartels a Sunkar, 2005; Lang et al., 2004; Mansour, 1998; Rascio a La Rocca, 2005; Shock
et al., 1998). Vyznamné biofyzikalni parametry jsou vkladany do matematickych modelt pro
znazornéni kvantitativnich podminek (Kaldenhoff et al., 2008). Jeden z modeli nabizi
vysvétleni, jak je pfichozi signdl (teplota) vnimén a jak je tato informace dale vedena do
rostlinnych bunék. Tento model je zaloZen na principu toku vapniku do cytoplazmy pomoci
kanalkii propoustgjicich Ca®* v zavislosti na teplots. Ukazuje se, Ze pravé tyto kanalky jsou
prvnimi detektory, které zachycuji teplotni zmény v rostlinach (Katkov, 2002). Pfi urcitych
koncentracich vapniku mlZe dochazet ke stabilizovani bunéénych membran vici plisobeni

osmotického stresu (Elmoazzen et al., 2002; Plieth, 1999).

2.2 Kvantifikace fyziologickych vilastnosti

Sledovani rychlosti pfijmu a vylu¢ovani latek, plazmolyzy a deplazmolyzy rostlin,
prostupnost latek bunéénou membranou, poskozeni dehydrataci a nizkymi teplotami umoziuji
predev§im mikroskopické techniky. Pfenosem latek rostlinnymi pletivy se zabyvaji Palta a
Lee-Stadelmann (1983), ktefi pouzivaji fluorescenéni metody na rostlinach ¢esneku a cibule.
Mikroskopické metody se v dneSni dob€ vyuzivaji se stale vyspélejSimi modernimi metodami
fluorescence a konfokalni mikroskopie a s citlivéjsi digitalizaci s vy$§im rozliSenim obrazu.
Podrobnym popisem stereologickych metod se zabyva ve své praci Tang et al. (2004).

Konfokalni mikroskopie, na rozdil od fluorescence, vyuziva laserového paprsku pro
osvétleni pozorované¢ho objektu. Umozituje provedeni sériovych fezi, které se opticky

snimaji, rastruji a posléze sesazuji dohromady. Tim dosdhneme vy$siho proostfeni tlustSiho
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fezu biologickymi strukturami a ziskdme tak moznost vidét obraz v 3D zobrazeni (Harris et
al., 2000).

V poslednich nékolika letech dochazi k prudkému rozvoji zatfizeni slouzicich
k digitalnimu zaznamu obrazové analyzy. Tato metoda je vhodna pro zaznam tvaru, velikosti,
morfologickych zmén rostlin v prabéhu jejich ristu. Metody obrazové analyzy se vyuZzivaji

pii hodnoceni ristovych charakteristik (Kubota a Kozai, 1992).

2.2.1 Analyza obrazu

Samotny proces zdznamu lze rozdélit do n€kolika krokt: vytvoreni a transformace
obrazu pomoci ¢ocek, zrcadel a svazkii optickych vldken; separace barevnych slozek pomoci
vhodnych optickych filtri (RGB, CMY); zaznamenani barevnych slozek obrazu;
vygenerovani jednotlivych obrazovych bodu (pixeltl) a barevnych slozek; ptrepis na digitalni
data; ulozeni téchto dat na pamétové médium.

Nejcastéji se obrazovy zdznam provadi ve 24 nebo 36 bitové barevné hloubce
rozkladem do RGB sloZzek. Skokovou zménou barev dochdzi k nahrazovani spojitého
barevného pifechodu, tzv. kvantovani. Chybu lze c¢éaste€né eliminovat zvétSenim barevné
hloubky, pfizpisobenim vybéru barev nebo nerovnomérnym kvantovanim odstinii barev.
Shannontv vzorkovaci teorém je podminka, ktera uvadi, ze pomoci matice pixelti nelze
zobrazit vétsi detaily, neZ je poloviéni vzdalenost pixelll fs > 2 fmax (Zmeskal et al., 2002).
Ukladani digitdlnich dat vyZaduje velké mnozstvi paméti na médiu, protoze pro potieby
obrazov¢ analyzy je nutné zaznamenavat obraz Vv co nejvyssi kvalité (staticky obraz: TIFF,
JPEG, mén€ vhodny BMP; animované sekvence: AVI, mén¢ vhodny MPEG).

Nehomogenita osvétleni mize byt zpisobena nedokonalosti optickych prvka (vzorek
je uprostfed zorného pole vice osvétlen nez na okrajich zorného pole). Proto je nutné provést
tzv. gamma korekci, ktera upravi pienos jasi na linearni (Navarro et al., 2007). Jedna se
0 vztah mezi hodnotami signalu na vstupu a vystupu optické soustavy. Pokud se gamma
rovnd jedné, potom je systém linedrni. Upraveni obrazu pted vlastni analyzou spociva ve
sniZzeni poctu Udaji pro interpretaci vysledkd, tj. pfevod barevného obrazu na Skalu Sedi (8
bit). Programy na vyhodnoceni obrazové analyzy provadéji tzv. bitové operace (aritmetické
plus, minus; logické operace: and, or; podminéné operace: minimum, maximum, diference,
prahovani). Je mozné pouziti filtri, které umoziuji modifikaci obsahu pixelt (konvolucni,

vyhlazovaci, hranové, derivac¢ni, integra¢né derivacni filtry) (Zmeskal et al., 2002).

14



Literarni prehled

Zakladni analyza obrazovych dat spo¢iva v métfeni délek a ploch studovanych objektl
a urCovani histogrami v jednotlivych barevnych prostorech. Komplexni analyza obrazovych
dat nepracuje sjednotlivymi pixely, ale scelym obrazkem najednou. Vyuziva se zde
transformace pomoci diskrétnich periodickych funkci (Fourierova transformace — zalozena na
opakovani zmenSené¢ harmonické funkce, méné¢ vyrazna data; Haarova transformace —
vyuziva rozhrani ¢erné a bilé plochy, zjistovani poctu definovanych objektli bez pocitani)

(Zmeskal et al., 2002).

2.2.2 Regulatory rostlinného rustu

Pro stimulaci bunéfné¢ho d¢leni a ovlivnéni ristovych proces se aplikuji
fytohormonalni latky, oznaované jako regulatory rostlinného rastu. Mezi nejcastéji
pouzivané rustové regulatory ze skupiny typu syntetickych auxind pouzivanych na mnozeni a
stimulaci ristu cesneku patii IBA: indolyl-3-maselna kyselina (Chung a Nam, 2001; Roksana
et al., 2002), NAA: kyselina &-naftyloctova (Ayabe a Sumi, 1998; Haque et al., 1998; Kim et
al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2005) podporujici prodluzovaci rust, buné¢né déleni a
apikalni dominanci (Haque et al., 1998; Kim et al., 2003; Ziv a Lilien-Kipnis, 2000).

Nejcastéji pouzivané regulatory rostlinného ristu ze skupiny cytokininti pro kultivaci
¢esneku jsou BAP: 6-benzylaminopurin (Luciani et al., 2001; Roksana et al., 2002; Ray a
Bhattacharya, 2008), 2-iP: isopentyladenin (Kim et al., 2003; Myers a Simon, 1999; Roksana
et al., 2002), kinetin: N-(2-furylmethyl)-7H-purin-6-amin (Fereol et al., 2005; Mukhopadhyay
et al., 2005; Ray a Bhattacharya, 2008), podporuji bunééné déleni a prodluzovani, rusi

apikalni dominanci a zpomaluji starnuti.

Tabulka 2. Teoretické nejvyssi mnozZstvi rostlin (MK/rok), které lze ziskat z 1 rostliny rychlosti MK 4 za 1
mésic a rok subkultivace, p¥i rizné regeneraci rostlin (% RR) (Kotkova et al., 2012a).

% RR MK/mésic MK/rok

30 1,2 9
40 1,6 281
60 2,4 36 520
80 3,2 1152 922
100 4,0 16 777 216

Srovnavacim meéfitkem rychlosti mnozeni jednotlivych odrid pro mnoZitele je tzv.
mnozitelsky koeficient (MK), tj. pomér poctu Zivotaschopnych rostlin jedné generace k poctu

rostlin pfedchézejici generace. Pfi piepoctu MK v in vitro podminkach za rok se pouziva
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vzorec N = (MK)® (Hosoki a Yasufuku, 1992), kde N je teoretické mnozstvi ziskanych rostlin
za 12 mésict, MK je multiplika¢ni koeficient (MK) a P je doba subkultivace pfepoctena na
meésice (Tab. 2). Hodnota MK se pfi Slechtitelské praci druhové odliSuje (napf. vegetativné
mnozené rostliny jako ¢esnek 4-8 rostlin za rok v polnich podminkach, okopaniny 5-10, maji
niz8i MK na rozdil od semenem mnozenych plodin napi. obiloviny 18-25, hrach az 65-80).
MK v in vitro podminkach dosahuje mnohem vysSich hodnot. Zvyseni MK ma vyznam
predevsim pro Slechtitele, mnozitele a péstitele nejen kulturnich plodin a okrasnych rostlin.
ZvySovanim regenerace a multiplika¢niho koeficientu rostlin ¢esneku v podminkach in vitro
se zabyvaji v laboratofich po celém svété (Chung a Nam, 2001; Fereol et al., 2005; Kim et al.,
2003; Kim et al., 2006b; Mohamed-Yasseen et al., 1994; Roksana et al., 2002). Nizka
produktivita mnozeni ¢esneku (jedna rostlina ma v priméru 4-15 strouzkl za rok) vede ke
hledani novych zptsobid multiplikace. Né&které cesneky tvofi pacibulky (pali¢ak, jedna
rostlina ma az 200 ks), nékteré ¢esneky pacibulky netvoii vibec (Kajimura et al., 2000). Pro
multiplikaci ¢esneku lze vyuzit kofenovych Spicek (ze 43 explantiti Vv prubéhu 2 mésich
vyroste 315 novych rostlin, tj. multiplika¢ni koeficient je 7,3) (Haque et al., 1998) a
kalusovych kultur (Myers a Simon, 1999) ziskanych pomoci rastovych regulatord, zde vsak je
problém nizké stability genetického materidlu a vyskytu somaklondlni variability.

Tvorba cibulek miiZze byt ovlivnéna nejen fytohormony, ale i svételnymi podminkami,
obsahem sachar6zy (cukri) v kultivaénim médiu a teplotou pfi kultivaci (Le Guen-Le Saos et
al., 2002). Hodnoty osvétleni se u riznych druht rostlin 1isi, ¢esnek potiebuje pro rist a
tvorbu listii 60-100 mmol m2s™, cibule roste pii osvétleni 30-60 mmol m?s™. Nejvice svétla
(az 260 mmol m2s™) vyzaduji rajcata, fazole, okurky (Roksana et al., 2002).

Péstovani rostlin v podminkach in vitro, pomoci mikropropagace, s sebou pfinasi i
nékteré potize v podobé nejen kontaminaci, pti prevodu rostlin z ex vitro do in vitro
podminek, ale také pti dalsi kultivaci se mohou projevit rizné fyziologické poruchy, poruchy
ristu, metabolické poruchy. Mezi tyto poruchy patii také hyperhydratovana pletiva, ktera
zapric¢inuji zmény v morfologii a anatomii rostliny (Caillot et al., 2009;Wu et al., 2009).
Hyperhydratované rostliny maji skelny vzhled, stonky a listy jsou zkracené, ztloustlé, kiehké,
zkroucené, maji abnormalni barvu, retardovany rast, poSkozené stonky a listy s hypertrofii
bun¢k (Dyduch a Najda, 2001). Listy téchto rostlin jsou charakteristické sniZzenym obsahem
proteindl a chlorofyld, vysokym obsahem vody, zvysenym obsahem K* a buiiky jsou zna¢né
zvétSené (Boettcher et al., 1988; Perry et al., 1999). Tyto zmény mohou byt vyvolany

oxidacnim stresem, ktery poskozuje buiiky, napft. pii pifipravé explantatové kultury se ¢asto
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rostlina porani nebo pfi povrchové sterilizaci rostlinného materialu, kdy se pouziva chlornan
sodny, chlorid rtutnaty a soli. Dal$imi pfi¢inami vzniku hyperhydratovanych pletiv mtize byt
mineralni deficit, vysoky obsah soli, nadbytek iontd kovi (Olmos et al., 1997). Rostliny
postizené hyperhydrataci se dale vyznacuji velkymi intercelularami, redukovanym vyvojem
cévniho systému, poSkozenou epidermis a omezenou funkci praduchii. Nabizi se nékolik
hypotéz, které vysvétluji vznik hyperhydratace rostlinnych pletiv: tekuté kultivacni médium,
nadbytek minerdlnich latek, vysoka koncentrace cytokininl, nizky obsah agaru, vysoka
relativni vzdus$na vlhkost v kultiva¢ni nadobé nebo osmoticky Sok (Boettcher et al., 1988).
Jako prevenci vzniku hyperhydratace lze pouzit pevnéj$i agarové médium, snizit podil
dusikatych latek v kultivacnim médiu, kultivovat explantity v kultivaénich nadobéch

s ventilaénimi uzavéry, ale ani timto se vzdy problém hyperhydratace pletiv neodstrani.

2.2.3 Dehydratace rostlinnych pletiv

Vétsina rostlinnych bunék obsahuje vysoky podil vody a jsou citlivé k nizkym
teplotam. V pribéhu zimniho obdobi jsou rostliny vystavovany celé fad¢ faktorti spojenych
s nizkou teplotou, které mohou poskodit i ohrozit zivotnost rostlin (ledova vrstva, stiidavé
mrznuti a tani, zaplaveni vodou, dlouhodobé pulisobeni silné vrstvy snéhu, holomrazy,
vysusovani rostlin vétrem a dalsi) (Prasilova a Prasil, 2008).
regenerace rostlinného materidlu uchovaného v tekutém dusiku. Optimélni obsah vody se
musi predem stanovit, pfili§ mnoho vody zptisobi poskozeni bunék tvorbou krystalli ledu,
ptilis mélo vody zptsobi vyschnuti a uhynuti bun¢k. Snizeni obsahu vody k optimalni hranici
poklesu obsahu vody ma vlastnosti skla. Zbyla voda je pevné vazana na povrchu
makromolekul, a tim je redukovéan jeji pohyb. K prevenci poSkozeni bunck ultra-nizkymi
teplotami tekutého dusiku slouzi kryoprotektivni roztoky, které pronikaji do bunék a
dehydratuji je, ¢imz dochazi ke stabilizaci proteinli a membran, nicméné zpisob, jakym vse
probiha, je zavisly na typu butiky, druhu rostliny, teploté prostfedi a slozeni dalSich roztok,
které jsou pouzivany (Niino et al., 1992). Bunky pfi kryoprezervaci musi byt dehydratovany
bez vzniku ledovych krystalii; fyzikalni poSkozeni nastava pti tvorb¢ intraceluldrnich krystalt
ledu béhem rychlého mrznuti a zplsobi mechanické poSkozeni pifedevsim bunécnych

membran. Pfi extracelularnim mrznuti vznikaji ledové krystaly vné bunék a muze dojit
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k jejich poSkozeni. Poskozeni bun¢k miize nastat béhem procesu mrznuti pii krystalizaci ledu,
v nizkych teplotaich je plazmatickd membrana; jeji poskozeni béhem kryoprezervace
ovliviluje uroven preziti a regenerace rostlinného materidlu. Fyzikdlni poSkozeni plazmatické
membrany je letalni, protoze dochazi ke ztraté semipermeability, nerovnovaze komponentl
V cytoplazmé, tvorbé ledovych krystali a dalSimu poSkozeni buiiky. Naproti tomu pfili§
vysoka dehydratace zplsobi poSkozeni bunécné membrany vysokou koncentraci
rozpuSténych latek v cytoplazmé a denaturaci bilkovin. Kryoprotektivni latky zvySuji
odolnost a stabilitu bunééné membrany, a tim se zvySuje schopnost pfeziti rostlinnych bunck.
Zpisob, jak piedejit tvorbé ledovych krystalli pii nizkych teplotiach, poskozeni bunécéné
membrany a priliS vysoké dehydrataci, spoiva v pouziti procesu vitrifikace, kdy se
nevytvareji ledové krystaly ledu, ale voda ptechazi do tzv. amorfniho skelného stavu. Tohoto
stavu lze dosahnout dvéma zplsoby: a) spravnou koncentraci kryoprotektivniho roztoku,
b) spravnou rychlosti mrznuti roztoku. Rostliny mohou piezit velmi vysokou dehydrataci
cytoplazmy, mohou ztratit vice nez 90 % jejich relativniho vodniho obsahu a poté znovu
normalné zit diky rehydrataci (Rascio a La Rocca, 2005). Cytoplazma reaguje na stres
pocateCnim zrychlenim metabolismu. ZvySend respirace je dusledkem snahy o napravu
poskozeni. Je-li pfekrocen horni nebo spodni kriticky prah teploty, mohou byt bun&tné
struktury a funkce poSkozeny tak siln€, ze cytoplazma odumie. Nejprve nastava zastaveni
pohybu cytoplazmy, potom dochézi ke sniZovani rychlosti fotosyntézy. V kone¢ném stadiu se
porusuje polopropustnost biologickych membran a bunéfnd cytoplazma pronika do
mezibuné¢ného prostoru (Volk et al., 2006). Poruchy vznikajici ztratou vody jsou spojeny
s poSkozenim struktury cytoplazmy, dochazi k nim pfi rychlé a silné ztrat€ vody z bunky.
Pieziti rostlin nebo rostlinnych organt je zavislé na schopnosti regulace obsahu vody:
1) omezenim bunééného poSkozeni na obnovitelnou mez vysychani, 2) udrzenim strukturalni
a fyziologické celistvosti bun¢k v dehydratovaném stavu a 3) rychlym nahrazenim nebo
obnovou poskozenych bunék a dobrou schopnosti jejich rehydratace®. Ztrata vétSinového
mnozstvi vody z bun¢k vede ke smr§tovani centralni vakuoly a k semknuti vnitiniho obsahu
bunék. Pfi odtrhavéani cytoplazmy od bunécné stény dochéazi k ochrané a udrzeni bunécné

celistvosti, kterd je nezbytnd pro preziti pii nésledné rehydrataci bun¢k (Palta a Lee-

* Jednim z nejrychlejsich cyklt dehydratace/rehydratace je zndm u rostliny Chamaegigas intrepidus (Namibie,
IUCN, cerveny seznam, LC — z angl. Least Concern, malo dotéeny druh), ktery dosahuje dehydratace béhem
4 az 5 hodin a plné se hydratuje a metabolické aktivity dosahuje uz za 2 hodiny (Schiller et al., 1997).
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Stadelmann, 1983). Voda se dostava do bunc€k pies membranu proteinovymi kanaly, které
pfedstavuji transmembranové proteiny, tzv. aquaporiny™ (Kaldenhoff et al., 2008; Rascio a
La Rocca, 2005). Tyto proteiny se podileji na piijmu vody kotfeny, hydraulické¢ vodivosti,
transportu vody, zfidka i na regulaci transpirace a otevirdni priducht. Poruchy transportu
vody jsou pfi¢inou nebo privodnim jevem mnoha chorob (Bartels a Sunkar, 2005).

Strategie pii dehydrataci rostlin spoc¢iva v tvorbé organickych osmolytik, jako jsou
sachardza, polyoly — vicemocné alkoholy, glycinebetain nebo prolin, nékteré druhy vytvare;ji
malé mnozstvi dalSich cukri, jako jsou rafindza a trehaldza. V piipadé membran dochazi ve
vztahu mezi cukry a polarnimi lipidy k ochrané tim, Ze tekutina zgelovati v pribéhu desikace.
To udrzuje rostliny zivé a zabranuje dalsi letdlni ztrat¢ vody az do nasledné dehydratace
(Rascio a La Rocca, 2005).

Mezi hlavni osmolytika tvofici se u vySSich rostlin jsou fazeny glycinbetain (GB) a
prolin (Pro). Obé¢ latky jsou i pfi relativné vysokych koncentracich povazovany za netoxické a
neovliviiuji letalné strukturu a funkci cytoplazmatické membrany. Pro jejich fyziologické
vlastnosti byly navrZeny jako osmoprotektivni latky, které poskytuji ochranu membrany a
zvySuji stabilitu membran v rznych podminkich (sucho, mréz, teplo), maji protektivni
ucinky v prubéhu desikace rostlinnych pletiv, zahustuji bunéény obsah a vytvareji tzv.
biologické sklo (Bartels a Sunkar, 2005). K akumulaci prolinu dochazi pii nedostatku vody,
vysokém obsahu soli, chladu, vysoké teploté a pii expozici tézkym kovim (Mansour, 1998).
vakuoly (Ozturk a Demir, 2002).

Dehydratace rostlinného materidlu zpiisobuje chemické a mechanické poskozeni
bunék. Lyofilizované produkty (vysouSené mrazem) se vyznacuji vyssi porovitosti, lepSimi
rehydrata¢nimi vlastnostmi, minimalni zménou ving, barvy a biologické aktivity ve srovnani
s metodami pii vysouSeni vzduchem nebo pomoci vakua (Sablani et al., 2010). Citlivost vuci
dehydrataci se li§i v zavislosti na rostlinném druhu. Usp&$nost regenerace rostlin po
kryoprezervaci zavisi ptfedev§im na schopnosti tolerance, citlivosti a odolnosti cytoplazmy
vuci stresu zpusobenému v pribéhu kryoprezervace. Tolerance rostlin vici dehydrataci muze
byt zvySena jiz v prubéhu ptfedkultivace, a to zvySenym obsahem sacharozy a otuzovanim
rostlin. Proces otuzovéni, letalni teplotu, inflexni bod poloviéni asymptoty (pfimky, jejiz

vzdalenost se k dané kiivce pfiblizuje ke krajnim hodnotam osy x) popisuji Von Fircks a

** Za objev transmembranovych vodnich kanalti obdrzel roku 2003 Peter Agre (americky biochemik, nar. 1949)
Nobelovu cenu (Kodicek, 2004).
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Verwijst (1993) pomoci Richardsovy funkce. Uvadi, Ze tolerance rostlin k mrazu je zavisla na
podminkach pii mrznuti (nukleace, podchlazeni). Existuji riizné mechanizmy, které mohou
ovlivnit toleranci rostlin Kk dehydrataci, napf. sniZzeni poc¢tu vakuol, snizeni obsahu
nerozpustnych zasobnich latek, vnitrobunééna de-diferenciace, ktera mize zmensit povrch
membran a cytoskeletu, snizeni metabolismu na minimum, hromadéni ochrannych latek jako
jsou proteiny a dehydriny, sachardza nebo oligosacharidy. Carpentier et al. (2008) ve své
praci ukazuje, ze 28 proteind korelovalo s osmotickym stresem a 59 proteind bylo v korelaci
S pisobenim sachardzy.) V pribéhu dehydratace zvysSuje stabilitu bunéénych membran
hromadéni cukrt, které odstranuji vodu z povrchu membran, a tim podporuji lipidovou
dvouvrstvu. Proces vitrifikace sachar6zou nebo oligosacharidy vede k tvorbé skelného stavu.
Vysoka viskozita vzniklého skla snizuje riziko poskozeni nebo metabolickych zmén, chrani
makromolekuly proti denaturaci a minimalizuje ptechod tekutych krystali do gelové faze na
lipidové dvoumembrang. Postupné zvySovani koncentrace sachardzy snizuje jeji toxicitu — pii
vysokych koncentracich, je vhodné&jsi pouzivat postupnou fadu koncentraci, nez rovnou
findlni koncentraci. Tolerance k dehydrataci muze byt zvySena také prizptisobenim se
metabolismu. Pfi otuzovani rostlin v piirod¢ obvykle dochazi k hromadéni proteind,
ptedevsim proteind teplotniho Soku (z angl. heat shock protein), proteind regulujicich chlad,

dehydrini, cukrii, polyamidil a dalSich latek, které chrani bunécné ¢asti pti dehydrataci.

2.3 SloZeni a koncentrace kryoprotektivnich latek

Pro zachovani genetickych zdroji vegetativné mnozenych rostlin se pouzivaji metody
kryoprezervace, s vyuZitim zamrazeni biologickych objekti do ultra-nizkych teplot tekutého
dusiku. Hlavnim diivodem je indukce a pfitomnost skelného stavu v rostlinnych pletivech pfi
ultra-nizkych teplotach. Kazdy rostlinny druh vSak vyzaduje ponékud odlisny postup
kryoprezervace a vlastni kryoprotokol. K osmotické dehydrataci se obvykle pouzivaji
vitrifikacni roztoky (PVS), které jsou Cislovany Vv poradi podle vzniku a odlisuji se slozenim
zakladnich kryoprotektivnich latek a jejich koncentraci. Kryoprotektivni latky pomahaji
chranit rostlinné buiiky pred mrazem, zabranuji letalni ztrat¢ vody a zvySuji procento preziti a
regenerace po kryokonzervaci. Kryoprotektivni latky zabranuji tvorbé intracelularnich
krystalii ledu. Znalost teploty skelného pfechodu je uZitecnd nejen pro zlepSeni metod
zalozenych na existenci skelného stavu, ale je soucasné nezbytna pro ziskavani informaci

0 vzrostnych vrcholech urcenych pro bezpecné dlouhodobé skladovani.
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2.3.1 Kryoprotektivni latky

Kryoprotektivni latky, které se pouzivaji v takové koncentraci, aby doslo k vitrifikaci,
maji obvykle Skodlivé ucinky. Tyto negativni G€inky byly sledovany na zménach bunécného
metabolismu a jejich preziti. Usp&sna kryoprotekce spo&iva nejen v eliminaci tvorby ledovych
krystalt, ale také ve sniZeni toxicity kryoprotektivni latky. Kryoprezervace je vratny proces
Vv ptipad¢, Ze je pouzita optimalni kombinace a koncentrace kryoprotektivni smési, ktera je
dostatecné ucinna pro tvorbu vitrifikovanych rostlinnych pletiv.

Piisobenim protektivnich latek na bunky vznika v rostliné osmoticky stres. Tyto latky
(Elmoazzen et al., 2002) délime dle zpisobu priniku do buiky v in vitro podminkach do
nékolika skupin: a) latky pronikajici do bunék pies bunétnou sténu a cytoplazmatickou
membranu, kterymi jsou glycerol a dimethylsulfoxid (DMSO); b) latky pronikajici pouze pies
bunéénou sténu, napf. oligosacharidy jako sachar6za, manitol; aminokyseliny jako
neesencialni aminokyselina prolin; polymery s nizkou molekularni hmotnosti jako
ethylenglykol (EG), polyethylenglykol PEGiggo; ¢) latky nepronikajici ani pies bunécnou
sténu ani pfes cytoplazmatickou membranu, mezi které patii polymery s vysokou molekularni
hmotnosti jako rozpustné proteiny, polysacharidy, polyethylenglykol PEGgoo @
polyvinylpyrrolidon PVP (Tao a Li, 1986; Volk a Caspersen, 2007). Zékladni vlastnosti latek
pouzivanych pii kryoprezervaci shrnuje Tab. 3. Diky témto vlastnostem latek je mozné
kontrolovat osmotické pomé&ry v rostliné a jejich Usp&$nou regeneraci po vystaveni rostlin
ultra-nizkym teplotam s cilem zachovat jejich genetickou informaci.

Vitrifikaéni roztoky pomadhaji zajistit stabilitu membrdn a enzyml pii nasledné
dehydrataci kryoprotektivnimi latkami a tvorbé ledovych krystali (Kartha a Leung, 1979;
Kim et al., 2006b). Vzorky jsou v tomto pfipadé¢ vystaveny nékolikaminutovému az
nékolikahodinovému puisobeni kryoprotektivnich latek, kdy dochazi ke snizeni obsahu vody
ve vzorku, dehydratované vzorky jsou potom zamrazeny v tekutém dusiku. Mezi pfirozené
kryoprotektivni latky rostlin patii sacharidy a osmoticky aktivni latky, napf. prolin.
Nejbeéznéjsim kryoprotektantem je sachar6za, dale manitol a sorbitol, které poméhaji rostlinny

material dehydratovat a zaroven piisobi kryoprotektivné uvniti bun¢k (Santarius, 1990).
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Tabulka 3. Charakteristiky nejéastéji pouzivanych kryoprotektivnich latek a roztoki

KL RMM T4 Tm SH LD Citace Ty

(g/mol) (°C) (°C)
DMSO 78,13 -132 18 1,10 ** (Kimetal., 2009)
EG 62,07 -113 -13 1,11 *  (LuaLiu, 2004)
Formamid 45,04 - 3 113 *
Fruktoza 180,16 5 103 - *  (Kuleshova et al., 1999)
Glukoza 164,16 23 147 1,04 * (Jayaa Das, 2009)
Glycerol 92,09 -83 19 126 * (Simperleretal., 2006)
Mannitol 182,17 -25 166 152 ** (Zondervan etal., 2007)
PEG 300 300 41 -15 1,13 *** (Pyneetal., 2002)
PEG 400 400 -73 6 1,13 *** (Jonnalagadda a Robinson, 2004)
PEG 600 600 -68 23 1,13 *** (Murthy a Singh, 2008)
PEG 1450 1450 51 44 1,18 *** (Jonnalagadda a Robinson, 2004)
PEG 3350 3350 52 56 1,09 *** (Jonnalagadda a Robinson, 2004)
PEG 8000 8000 55 63 1,21 *** (Jonnalagadda a Robinson, 2004)
PG 76,1 -101 -59 1,04 ** (Jonnalagadda a Robinson, 2004)
PVP 40000 35 300 1,25 * (Murthy a Singh, 2008)
Sacharéza  342,3 60 186 1,59 *** (Fahyetal., 2004)
Sorbitol 182,17 -6 112 1,49 ** (Simperler etal., 2006)
Trehaloza 378,33 107 97 158 * (TaljaaRoos, 2001)
Xylitol 152,15 -24 94 152 *** (Simperler et al., 2006)
PVS1 42,47 -122 -41 - - (Suzuki et al., 2008)
PVS2 3751 -119 -44 - - (Suzuki et al., 2008)
PVS3 56,29 - -35 - -
PVS4 73,53 - -34 - -
VSL 3297 -125 -41 - - (Suzuki et al., 2008)

Pozn. KL kryoprotektivnim litka; RMM relativni molekulova hmotnost; T, skelny piechod; T, teplota
tani; SH specifickdA hmotnost pii 20 °C (voda=1); LDs, stiedni smrtna davka (dosis letalis media):
* <5000, ** 5 001-20 000, *** > 20 001 mg/kg, ml/kg (mys, krysa, kralik); DMSO dimethylsulfoxid; EG
ethylen glykol; PEG polyethylen glykol; PG propylen glykol; PVP polyvinylpyrrolidon; PVS1-4
vitrifika¢ni roztoky; VSL vitrifika¢ni roztok; - neni definovano
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Casto pouzivanymi kryoprotektanty jsou glycerol, ethylenglykol (EG) a
dimethylsulfoxid (DMSO), které se pouzivaji pti piipraveé kryoprotektivnich roztoka (PVS —
Plant Vitrification Solution).

Vitrifika¢ni roztoky jsou smési latek, které vedou u kryoprezervovaného materialu, ke
vzniku skelného stavu. Pii pouziti u rostlin se obvykle oznacuji se zkratkou PVS, podle
anglického nazvu Plant Vitrification Solution, a nesou potfadové numerické oznaceni.
Vitrifikacni roztoky jsou charakterizovany rtznym slozenim kryoprotektivnich latek a
odlisnou koncentraci jejich slozek (viz Tab. 4). Kryoprotektivni latky musi spliovat né€kolik
zékladnich parametrt, které se tykaji zptisobu jejich prostupnosti do buiiky, viskozity, toxicity
a minimalni koncentrace potfebné pro vitrifikaci, kterd eliminuje vznik ledovych krystali.
Metody, pti kterych se pouzivaji vitrifikacni roztoky jsou velmi rozsifené. Prvni popsal
metodu Kkryoprezervace s pouzitim vitrifikaéniho procesu Luyet (1937). Po prudkém
ochlazeni byl pozorovan skelny stav také u rostlinnych bun&k (Sakai et al., 1968). Sirsi vyvoj
a vyuziti vitrifikaénich roztokli vhodnych pro kryoprezervaci rostlinnych bunék probiha
piedevsim v poslednich dvaceti letech (Liu et al., 2004a; Nishizawa et al., 1993; Sakai et al.,
1991; Suzuki et al., 2008; Uragami et al., 1989). Nejvice pouzivané kryoprotektivni roztoky
jsou oznacovany jako PVS2 a PVS3. Jejich modifikace a vyuziti jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Vyssi Gcinnost vitrifikacnich metod byla dosaZena pii vyuziti predkultivace rostlin
pied kryoprezervaci vzrostnych vrcholi rostlin (Dumet et al., 2002; Sakai a Engelmann,
2007). V pribéhu piedkultivace na sacharidy obohaceném kultivatnim médiu dochazi
Vv rostlinach k pfijmu sacharidl, zvySeni obsahu prolinu a dalSich ochrannych latek ve
vzrostnych vrcholech. MnoZstvi vody v butikdch vlivem hromadéni téchto latek klesa,

centralni vakuola se déli na vice mensich vakuol (Getz a Klein, 1995).
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Tabulka 4. SloZeni zakladnich vitrifikaénich roztoki pro kryoprezervaci rostlin

Vitrifika¢tni DMSO Sach. Gly. EG PG PEG Sor. Form. BSA Rostlina Citace
roztok %) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Fahy* 20 - - - 15 - - 20 - (Rall a Fahy, 1985)
Steponkus* - 40 - 50 - - 15 - 6  Secale cereale (Langis a Steponkus, 1990)
PVS1 6 40 22 13 13 - - - - Asparagus officinalis (Uragami et al., 1989)
Towill* 1M 40 - 3% - 10 - - - Mentha sp. (Towill, 1990)

PVS2 15 15 30 15 - - - - - Citrus sinensis (Sakai et al., 1991)
PVS3 - 50 50 - - - - - - Asparagus officinalis (Nishizawa et al., 1993)
PVS4 - 60 35 20 - - - - - Malus sp. (Sakai, 2000)

PVS5 - - - 10 - - - - - Malus sp. (Zhao et al., 1995)

VS6 10 10 30 - - - - - - Porphyra yezoensis (Liu et al., 2004a)
PVSL 10 45 40 10 - - - - - Malus sp. (Liu et al., 2004b)

VSL 10 5 20 30 - - - - - Gentiana scabra (Suzuki et al., 2008)

Pozn. DMSO dimethylsulfoxid; Sach. sacharéza; Gly. glycerol; EG ethylen glykol; PG propylen glykol; PEG polyethylen glykol; Sor. sorbitol; Form. formamid;
BSA albumin z hovéziho séra; * vitrifika¢ni roztok podle jména autora; PVS vitrifika¢ni roztok z angl. Plant Vitrification Solution; VS vitrifika¢ni roztok z angl.
Vitrification Solution; PVSL vitrifikaéni roztok z angl. Plant Vitrification Solution Liu (Liu, 2004); VSL vitrifikaéni roztok z angl. Vitrification Solution L

24



Literarni prehled

Vliv slozeni kryoprotektivnich roztokti na ispéSnou regeneraci rostlin byl studovan u
riznych druht rostlin, napf. bramboru, ¢esneku, hotce apod. (Ellis et al., 2006; Kim et al.,
20044a; Tanaka et al., 2004). Vitrifika¢ni roztoky jsou tedy vodné roztoky kryoprotektivnich
latek, které mohou pronikat do bunck rostlin, kde postupné dehydratuji pletiva, zaroven
zabranuji cytotoxicit¢ a chrani bunky pted tvorbou ledovych krystalli ze zbylych molekul
vody (Volk a Caspersen, 2007). NejcCastéji pouzivanymi kryoprotektivnimi latkami jsou
v poradi glycerol, dimethylsulfoxid (DMSO), ethylenglykol (EG), propylenglykol (PG),
sachar6za nebo sorbitol v riznych koncentracich (Kim et al., 2009) v kombinaci s MS
médiem, které umoziuji rostlinny material dostatecné¢ dehydratovat a zaroven piisobi uvnitt
bun¢k kryoprotektivné (Kanaze et al., 2006). Nejrozsifengjsim kryoprotektantem je DMSO,
ktery se pouziva pti zamrazovani jak zivociSnych tkani, tak i rostlinnych pletiv, ale také pfi
praci s mikroorganismy (Kobayashi et al., 2005). Cukry se casto piidavaji do
kryoprotektivnich smési, kde napomahaji dehydrataci explantat. Maji za ukol ochrénit
integritu membran v dehydrovaném stavu (Kim et al., 2009). Glycerol a sachardza jsou méné
Skodlivé nez ostatni bézné pouzivané kryoprotektivni latky jako DMSO, PEG nebo EG (Kim
et al., 2009; Kobayashi et al., 2005). Glycerol se pouzival jako prvni kryoprotektant pfi
kryoprezervaci mySich embryi (Rall, 1987). Poté byl objeven DMSO jako ucinna
kryoprotektivni latka, ktery ma zasadity charakter, je dobrym ligandem, snadno se alkyluje
silnou zasadou a podléha deprotonaci. Pivodné se DMSO pouzival pii kryoprezervaci
cervenych krvinek a spermii. Prostupuje pletivem velmi rychle, a to 1 pii nizkych teplotach, a
ma dobrou schopnost tvorby skla. EG se pouziva pro jeho rychlou prostupnost do bun¢k a
tendenci blokovat tvorbu ledovych krystalt. Glycerol pronikd diky jeho vétsi molekulové
hmotnosti a viskozit¢ do pletiv rostlin pomaleji nez DMSO a EG. Amidy oproti polyolim
maji obecné slabé kryoprotektivni UC€inky, napfiklad formamid ma slabou schopnost
vitrifikace, ale mize napomahat pfii vitrifikaci v kombinaci s dalsimi kryoprotektivnimi
latkami. Pfiddnim methylové skupiny se zvySuje uc¢innost kryoprotektanti.

Rostlinny vitrifikacni roztok (Plant Vitrification Solution — PVS2) je slozeny z (w/v)
30 % glycerolu, 15 % dimethylsulfoxidu (DMSO) a 15 % ethylenglykolu (EG) v kultivaénim
médiu s 0,4 mol I sacharézou. Celkova molarita je potom 7,8 mol 1, coZ je pro rostlinna
pletiva vysoce toxické. Proto je nezbytné pii aplikaci roztoku velmi pfesn€ dodrzovat teplotu
a dobu ucinku. V zajmu ochrany rostlinnych pletiv je nutné, aby kryoprotektanty prostoupily
rostlinnym pletivem, a to kazdou jeho buiikou tak, aby vSechny buiiky byly vystaveny jeho
ucinku (Ryynanen a Aronen, 2005). Naproti tomu slozeni PVS3 roztoku je 50 % w/v
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glycerolu a 50 % w/v sachardzy. Tento roztok zpiisobuje pomalou dehydrataci rostlinnych
pletiv, ktera je podstatna pro dostate¢nou ochranu rostlinného materialu (Halmagyi et al.,

2005).

Tabulka 5. Modifikace vitrifika¢niho roztoku PVS2 pouZivaného p¥i kryoprezervaci rostlin

DMSO Sach. Gly. EG PEG Sorb. Rostlina Citace
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 15 30 15 - - Citrus sinensis (Sakai et al., 1991)
15 40 30 15 - - Malus domestica (Niino et al., 1992)
7 - 22 15 15 50 Asparagus officinalis (Uragami et al., 1990)
13 15 25 15 2 - Guazuma crinita (Maruyama et al., 1997)
15 13,7 30 15 - - Allium sativum (Makowska et al., 1999)

Pozn. DMSO dimethylsulfoxid; Sach. sacharéza; Gly. glycerol; Sorb. sorbitol; EG ethylenglykol; PEG
polyethylenglykol

Tabulka 6. Modifikace vitrifika¢niho roztoku PVS3 pouZivaného pri kryoprezervaci rostlin

Metoda Sach. Gly. Rostlina Citace

\/ 50 50 Asparagus officinalis (Nishizawa et al., 1993)

\Y/ 50 50 Allium sativum (Kim et al., 2006b)

\/ 40 40 Gentiana sp., Wasabia sp., Malus sp. (Kami et al., 2009)

KV 50 50 Vanilla planifolia (Gonzalez-Arnao et al., 2009)
KV 50 30 Malus sp. (Halmagyi et al., 2010)

Pozn. M metoda; Sach. sacharoéza; Gly. glycerol; V vitrifika¢ni metoda; KV kapkova-vitrifika¢ni metoda

Déle jsou uvedeny néckteré vlastnosti nejdilezitéjSich kryoprotektivnich latek.
Glycerol je jedna z nejrozsifenéjSich kryoprotektivnich latek. Diky jeho vétsi relativni
molekulové hmotnosti a viskozité pronikd do pletiv rostlin pomaleji nez DMSO a EG.
Glycerol je v rostlinach zastoupen v mnozstvi esencialnich latek. Ve vyssich koncentracich se
nachazi v rostlinnych organech, pfedevsim v semenech nebo plodech, kde slouzi jako zasobni
latka. Pti dychani dochézi k hydrolyze tuki lipazou na glycerol a mastné kyseliny, ze kterych
pfi B-oxidaci vznikd acetylkoenzym A jako soucdst citratového cyklu. V tomto procesu
dochézi k tvorbé 1 FADH, poskytujici 2 ATP v dychacim fetézci a | NADH + H" poskytujici
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3 ATP. Glycerol se oxiduje na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery je soucasti glykolyzy. Molekula
glycerolu je polarni, neomezené misitelnd s vodou a jednoduchymi alkoholy. Glycerol je
slab¢ toxicky. Pouzivand koncentrace glycerolu pro zamrazovani je zavisla na metod¢
kryoprezervace a pohybuje se v rozmezi od 20 do 50 % (w/v) glycerolu (Suzuki et al., 2008).

Dalsim rozsifenym kryoprotektantem je DMSO (Nishizawa et al., 1993), ktery se
pouziva pii zamrazovani jak ZivoéiSnych, tak 1 rostlinnych pletiv, ale také pii
kryoprezervaci mikroorganismt (Kim et al., 2009). Nahrazenim molekul vody prostupuje
DMSO ptes bunéfnou sténu a cytoplazmatickou membranu velmi rychle i pifi nizkych
kladnych teplotdich a ma vysokou schopnost tvorby skla. DMSO je hydrofobni pii vyssSich
teplotach, tzn., Ze je méné toxicky pfi nizSich teplotiach, kdy dochdzi k nizsi, pomalejsi a
snaze kontrolovatelnéjSi dehydrataci pletiv a oxidaci sulfidické skupiny. DMSO je velmi
ucinné rozpoustédlo, které mad vysokou osmolaritu. Je zdravi Skodlivy a mize vyvolat
somaklonalni variabilitu nebo i mutagenezi. V kombinaci s ethylenglykolem, glycerolem a
sachardzou se pouziva DMSO jako kryoprotektivni roztok. Jeho optimalni doba tcinku je 20
minut pti 0 °C (Volk a Walters, 20006).

Ethylenglykol pisobi pfti kryoprezervaci jako desika¢ni ¢inidlo. Diky nizkému bodu
tuhnuti se pouziva také jako chladici kapalina. EG se pouziva pro jeho rychlou prostupnost do
bun¢k a ma tendenci blokovat tvorbu ledovych krystall. V kryototektivnich smésich se
pouziva obvykle polovi¢ni koncentrace ethylenglykolu v porovnani s glycerolem (Benson,
2008; Kim et al., 2004a). Pfi metabolismu ethylenglykolu dochazi k pfeméné na kyselinu
Stavelovou, ktera zvySuje kyselost organismu a je zdravi Skodliva. V rostlinnych pletivech
reaguje kyselina Stavelovd s vdpnikem obsazenym pfevazné v bunétné sténé¢ a vznikaji
nerozpustné krystaly Stavelanu vapenatého, které se ukladaji ve vakuolach. Pii velkych
koncentracich miize Stavelan vapenaty vykrystalizovat v riznych formach stoloidi, rafida
nebo druz. Rovnéz propylenglykol je béZné pouZivanou kapalinou v procesu kryoprezervace.
Pii metabolismu dochdzi k pfemén€ na kyselinu Stavelovou, a plsobi obdobné jako
ethylenglykol.

Polyethylenglykol je kapalina nebo tuha latka v zavislosti na molarni hmotnosti (od
300 g mol™ do 10 000 000 g mol™). Jejich chemické vlastnosti jsou témé&F stejné, ale diky
rizné molarni hmotnosti maji Siroké uplatnéni a rtzné fyzikalni vlastnosti. Slucuje se
hydrofobnimi molekulami a vznikaji tak neiontové tenzidy. Pfi kryoprezervaci rostlin se
pouziva koncentrace PEG do 15 w/v % (Hubalek, 2003).

V rostlinach byla objevena vysokd hladina sacharidi a cukernych alkoholl jako
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piirozenych netoxickych kryoprotektivnich latek. Monosacharidy se ochotné rozpoustéji
Vv kryoprotektivnich smeésich a mohou tak vitrifikovat rostlinnd pletiva pfi nizsich
koncentracich nez disacharidy. Disacharid sacharoza, je Castéji vyuzivan jako kryoprotektant
proti mrznuti a mrazovému poskozeni nez pro indukci samotného procesu vitrifikace. V tomto
piipadé ma vyssi efektivitu kryoprotekce ve srovnani s monosacharidem glukézou. Sacharidy
napomahaji k dehydrataci vzorku a také se ptidavaji do kryoprotektivnich smési pro zvyseni
ochrany integrity membran v dehydrovaném stavu (Kim et al., 2006b; Volk a Caspersen,
2007).

Monosacharid ze skupiny aldohexo6z, glukdza, patii do skupiny redukujicich sacharid
diky ptitomnosti aldehydické skupiny, kterd se méni na karboxylovou za vzniku kyseliny D-
glukonové. Silné€jsi oxidacni Cinidla oxiduji molekulu glukézy na opacném konci a vznika
kyselina D-glukarova, oxidaci primarni alkoholické skupiny posledniho uhliku dochazi ke
vzniku kyseliny D-glukuronové. Naopak redukci aldehydické skupiny glukdzy na primarni
alkoholickou skupinu vznika D-glucitol, oznaovany jako sorbitol. Monohydrat D-glukozy
vznikd v zelenych rostlinach pii procesu fotosyntézy, kde predstavuje nejrychlejsi a
nejzakladnéjsi zasobu energie. Vzhledem ke své molekulové velikosti prostupuje bunéénou
sténou rychleji nez sachardza, avSak pii praktickém srovnani regenerace rostlin po
kryoprezervaci se ukazalo vyhodnéjsi pouziti sachardzy, stejné jako u alkoholického cukru
manitolu (Halmagyi et al., 2010).

Monosacharid fruktoéza patii do skupiny ketéz. Pfi metabolismu fruktézy dochazi
K tvorbé fruktozy-1-P a preméné ATP na ADP. Tento d&j predstavuje vyrazné vétsi zdroj
energie neZz pii procesu metabolismu glukézy. Pfi kryoprezervaci rostlinného materidlu se
vsak pouziva ztidka (Prychid et al., 2008).

Maltéza je disacharid tvofeny dvéma molekulami D-glukézy spojenymi o(1-4)
vazbou. Jeji pouziti pii pfedkultivaci v procesu kryoprezervace melo slaby ucinek na pteziti
rostlin (Suzuki et al., 2008).

Sorbitol se pouziva pii kryoprezervaci pro jeho nizsi bod tani (Bhandari a Roos, 2003;
Suzuki et al., 2008). Energeticky je méné bohaty (1 g sorbitolu uvolni 11 kJ = 2,6 kcal
energie) oproti sachar6ze. Goldner et al. (1991) ve své praci predstavili celou fadu sacharida
pro zvyseni odolnosti rostlin (Digitalis lanata) vici mrazu, které pouzil pii predkultivaci
rostlin. V této praci vsak byly nejvice poskozeny buiiky rostlin kultivovanych na sorbitolu a
prolinu. Naproti tomu, Kk nejmensimu poskozeni bunék doslo pii pouziti sachardzy.

Koncentrace sorbitolu 0,4 M a 0,8 M pii piedkultivaci jedle (Abies sp.) se ukazaly jako
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vhodné pro nasledné preziti a regeneraci téchto rostlin (Bryant et al., 2001).

Glykolyza, rozklad sacharidii, hraje vyznamnou roli ve stabilizaci enzymii a membran
pfi mrazovém poskozeni bun€k. Trehal6za, neredukujici disacharid slozeny ze dvou molekul
glukozy spojenych 1-1 vazbou, mé vyssi kryoprotektivni i€inky nez sachar6za a silné pisobi
na molekuly vody ve fosfolipidové vrstvé buné¢né membrany (Salaj et al., 2010). Trehal6za
naproti sachar6ze vaze molekuly vody do karbonylové vazby. Déale mé vyssi teplotu skelného
pfechodu nez sacharoza.

Sacharéza je nejrozsifenéjsi disacharid, skladd se z molekuly glukézy a fruktdzy.
Miuze byt hydrolyticky Stépena glykosidazou — invertdzou na levotocivou fruktozu a
pravoto¢ivou glukoézu. Tyto translokované cukry jsou fotosynteticky metabolizovany
v Calvinové cyklu. Vzhledem ke své molekulové velikosti jsou tyto sacharidy vhodnéjsi pro
transport na dlouhé vzdalenosti. Sachar6za je energeticky velmi bohata (1 g sachardzy uvolni
16,7 kJ = 4 kcal energie), proto pusobi jako zdroj energie po odtani rostlin pti heterotrofni
vyziv€. Pouzivané koncentrace sachardzy v procesu kryoprezervace se pohybuji od 5 % (w/v)
(Suzuki et al., 2008) do 50 % (w/v) (Nishizawa et al., 1993), nejcastéji se vsak aplikuje 40 %
sachardza (w/v) (Bhandari a Roos, 2003; Nishizawa et al., 1993).

2.3.2 Kryoprezervace rostlinného materialu

Konzervaci genetickych zdrojl rostlin se obecné rozumi uchovani rostlin, respektive
jejich ¢asti v Zivém stavu, pii zachovani jejich plivodniho genetického zakladu a regeneracni
schopnosti. K uchovani genetickych zdroja rostlin slouzi tzv. genové banky. VétSina plodin je
uchovavana ve skladech semen — v genovych bankach — pfi teplotach mezi -15 a -20 °C.
Nékteré semenné banky, zvlasté v rozvojovych zemich, z ekonomickych divodl nepouZivaji
takto nizké teploty a uchovavaji semena pii 0 az +4 °C (Keller et al., 2006). Pro dlouhodobé
uchovani vegetativné mnoZeného biologického materialu pti ultra-nizkych teplotach tekutého
dusiku (-196 °C) se pouziva zafizeni pro konzervaci genetickych zdroji rostlin, které se
oznacuje jako kryobanka. Metody kryoprezervace rostlin jsou vhodné piedev§im u
vegetativné mnozenych druhii rostlin, @ nebo druhti rostlin, které vytvareji tzv. rekalcitrantni
semena, u nichz klesa zivotnost pii jejich vysuSeni a nelze je skladovat standardnim
zpusobem. Pro bezpecné uchovani vzorku v kryobance musi byt rostlinny material podroben
specialni ptipravé pomoci tzv. kryoprotokolu, ktery spociva v piedkultivaci rostlin a nasledné

spravné zvolené metody kryoprezervace. Regenerace rostlin po kryoprezervaci je genotypové
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zavisla (Castillo et al., 2010). Ukazalo se, Ze existuji rozdily v regeneraci nejen mezi druhy
rostlin, ale i mezi jejich genotypy v ramci jednoho druhu (Condello et al., 2009). Proto je
dualezita spravna volba metody pro uspésnou kryoprezervaci rostlinného materialu, kterou lze
znacn€ omezit ztraty genetickych zdroju rostlin a zachovat jejich biodiverzitu.

V konzervaci se u in vitro kultur s uspéchem vyuziva zpomaleného rustu rostlinnych
pletiv na vhodnych médiich s regulatory rtstu. Nevyhodou udrzovani rostlinnych kultur v in
vitro podminkach je nutnost Castého pasazovani, kde mize dojit nevhodnou manipulaci ke
ztraté genotypu, nebezpeci genetické degradace v podob¢ somaklonalni variability, dale je zde
prostorova, casova a finan¢ni naro¢nost pii uchovavani rostlin. Vegetativné mnozené rostliny
Vv in vitro kulturach mohou byt konzervovany pomoci metod kryoprezervace v tekutém dusiku
(Kim et al., 2006b; Wolfe a Bryant, 2001). Material je v LN uchovavan v kontrolovanych
podminkach ve sterilnim prostiedi v kryozkumavkach v Dewarovych nadobach, které jsou
naplnény tekutym dusikem (Benson, 2008). Je nezbytné zajistit dostate¢nou kontrolu hladiny
dusiku uvnitt nadob, naptf. pomoci cidla, které zarovenn monitoruje teplotu uvnitt nadoby.
Takto zajisténé vzorky mizeme skladovat po velmi dlouhou dobu (odhaduje se po 50, 100
nebo 500 let) (Reed, 2008). Metoda dlouhodobého uchovani rostlinného materialu v tekutém
dusiku, nebo-li kryoprezervace, je vhodnou metodou pro uchovani genetické informace
rostlin, ponévadz v disledku této ultra-nizké teploty dochazi k zastaveni v§ech metabolickych
procest a buné¢ného déleni (Matsumoto et al., 2001; Reed, 2008; Sakai a Engelmann, 2007).

Prvni kryoprezervovana rostlinna pletiva byla ulozena v 70. letech minulého stoleti a
pocatecni testovani kratkodobého skladovani meristémua bramboru (1 rok), hrachu (2 roky) a
jahod (10 let) neprokazalo ztraty zivotaschopnosti rostlin (Reed, 2008). V 80. letech se
rozsifila tato metoda zamrazovani meristematickych vrcholll na vice rostlinnych druhti a doslo
k rozvoji metod kryoprezervace. Nasledovalo rozhodnuti o vybéru druhl, které budou
skladovany, jejich poctu, poctu vzorkl, umisténi, testovani zivotaschopnosti, zaznamenavani
jiz skladovanych a patficné kontroly jednotlivych skupin plodin. Postupné tak vznikaly mensi
soubory, zachovavajici na zakladé podobného genetického, morfologického a agronomického
popisu, co nejveétsi genetické spektrum vychozi kolekce, tzv. core kolekce rostlin v genovych
bankach (Benson, 2008; Rohrer et al., 2008).

NejcastejSi obtize pii kryoprezervaci vychazeji z toxicity, vysoké osmolarity a
schopnosti priniku jednotlivych komponent vitrifikacnich roztokt, které maji vliv na
optimalni dobu pilisobeni kryoprotektantu na rostlinné buiiky. Nizké pieziti a regenerace

rostlin mohou byt zplsobeny také nedostatenym osmotickym pfizpiisobenim rostlinného
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materidlu, nadmémym smrsténim bun¢k v hypertonickém prostredi, toxicitou vitrifikacniho
roztoku, nizkou schopnosti penetrace kryoprotektivni smési do rostlinného vzorku nebo
nedostate¢nou dehydrataci rostlinného pletiva a naslednou tvorbou intracelularnich ledovych
krystalii pfi zamrazovani. Pii pomalém chlazeni vzorku mize dojit ke zmenSeni povrchu
bunék v disledku ztrat na cytoplazmatické membrané a pii ndvratu do normalniho stavu
potom Kk lyzi bunék (Kim et al., 2006b). Toxicita kryoprotektivnich latek muze byt spojena s
denaturaci proteind, které nejsou jest€ poSkozeny ani nizkou teplotou, ani vysokou
koncentraci kryoprotektantu potiebnou pro vitrifikaci rostlinnych pletiv. Nejsilngji vitrifikuji
kryoprotektanty, které mohou vazat vodikové vazby na molekuly vody, diky kterym dochazi
k vzajemnému pusobeni vodikovych vazeb voda-voda, které jsou zakladem pro tvorbu ledu.
Tyto kryoprotektivni latky mohou vazat vodikové vazby na proteiny, ¢imz zptsobuji jejich
denaturaci (Santarius a Franks, 1998). SniZzeni obsahu vody védzané na proteiny pomoci
dehydratace mlze poskodit buiikky. Vazana voda vSak dovoluje dehydratovat a vitrifikovat
buiiky s vysokym obsahem proteinli bez pouziti kryoprotektivnich latek.

Vyvojem a vyzkumem kryoprotektivnich smési s nizkou toxicitou a vysokou
vitrifika¢ni schopnosti se zabyvali Fahy et al. (2004). Kvantifikovali toxicitu (4) jako funkci
poctu molekul polarnich skupin v zavislosti na koncentraci potfebné pro vitrifikaci.

q = Mw/Mpg 4)

kde q je koncentrace potfebna pro vitrifikaci, My je poCet moli vody a Mpg je pocet
polarnich skupin kryoprotektantu pronikajictho do buiiky. Uroveni toxicity vétsiny
pouzivanych kryoprotektantli se pohybuje v rozmezi 2-4, napiiklad slou¢enina DMSO ma
hodnotu 6.

Koncentraci, a tim také toxicitu, prostupujicich latek do bunky miZeme redukovat
pomoci neprostupnych kryoprotektivnich latek, kterymi jsou molekuly s vysokou
moleluklarni hmotnosti, polymery (PVP, PEG) nebo sachardza. Tyto latky jsou pfilis velké,
nemohou se rozptylit v butice, ale mohou pomoci pfi vitrifikaci vody a inhibovat devitrifikaci
Vv extracelularnim prostoru. Tyto kryoprotektivni latky poméhaji pfi dehydrataci bunék,
odvadeéji vodu z buiikky do mezibunécéného prostoru a tim zvySuji vitrifikaci bunék.

Vlastni proces kryoprezervace muze byt ovlivnén také velikosti vzrostnych vrchol
cesneku. Pouze mala oblast meristematického vrcholu pteziva proces kryoprezervace. Velké
bunky s velkymi vakuolami a vysokym obsahem vody vétSinou nepfeziji mrznuti v tekutém
dusiku (Volk a Caspersen, 2007). Ptili§ malé vzrostné vrcholy (1,5 x 3 mm) maji sice mensi

obsah vody v pletivech, ale jsou nachylnéjsi na poSkozeni pii manipulaci. Naproti tomu pfilis
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velké vzrostné vrcholy (4,5 x 3 mm) maji vyssi obsah vody, je vétsi pravdépodobnost vzniku
intracelularnich ledovych krystali a poskozeni vrcholu nizkou teplotou (Bacek et al., 2003).

Pro vlastni proces kryoprezerace a vyssi uroven preziti je lepSi pouzivat apikalni dom
rostlin (vrcholovy meristém) nebo vzrostny vrchol nez postranni pupeny. Apex ma jednotngjsi
velikost a zaroven je plné kryty jednim nebo dvéma primordialnimi listy a bazi listi. Toto
pevné uspotfadani v okoli vzrostného vrcholu pomdha ochranit vlastni meristém pied
poskozenim kryoprotektanty nebo neSetrnou manipulaci (Baek et al., 2003). Existuje nékolik
druhi mechanismt, kterymi jsou rostliny schopné branit cytoplazmu pied extrémnimi
teplotami: izolace (pii kratkodobé expozici vici teploté), zpozdéna tvorba ledu v pletivech
(rozpusténé latky a jiné slozky poutajici vodu snizuji bod mrazu), redukce tepla odrazem
zateni a ochlazovanim pfi transpiraci (pfi nizkych teplotach). Toleranci vzrostnych vrchold
rostlin k dehydrataci zvysSuje piedkultivace rostlin, coz je vyznamny faktor pro Gspé$nou
kryoprezervaci pomoci metody vitrifikace (Niino et al., 2007). V prib&hu piedkultivace na
cukry obohaceném kultivaénim médiu dochéazi ke zvySeni obsahu cukru, Skrobu, prolinu a
dalsich ochrannych latek ve vzrostnych vrcholech, mnozstvi vody v buiikach klesa a centralni
vakuola se déli na vice mensich vakuol. Uvedené ochranné latky pomahaji zajistovat stabilitu
biomembran a enzymu pfi nasledném odnimani vody dehydrataci a tvorbou ledu (Fuller et al.,
2004; Kim et al., 2006b; Niino et al., 2007).

Uspésnost kryoprezervace je zavisla na mnoha faktorech, predev§im na druhu
rostlinného materialu a jeho fyzického stavu a kvalité, zrucnosti personalu, kultiva¢nich
podminkach, ptfedkultivaci rostlinného materidlu, metod¢ kryoprezervace, zplsobu odtani a

regeneracni schopnosti rostlin.

2.3.3 Metody kryoprezervace

Vhodnéd konzervacni technologie muize vyznamné piispét k zamezeni ztrat
genetickych zdroji a jejich ochrané pfed genetickou erozi, ke zvySeni kvality materiala
uchovavanych v genovych bankach, k Gsporam prostiedkd pro lepsi hodnoceni a vyuZivani
genetickych zdrojii (Dotlacil, 1998). Mezi nejcastéji pouzivané konzerva¢ni metody patii
kryoprezervace a in vitro konzervace. Metody kryoprezervace se daji rozlisit podle zptisobu
mrznuti rostlinného materidlu na metody klasické a vitrifika¢ni (Engelman, 2009). Pii

klasickych metodach kryoprezervace dochéazi k tvorbé ledovych krystali. Jsou to metody,
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které jsou zalozené na piirozené mrazuvzdornosti rostlin a schopnosti tolerance tvorby
ledovych krystalt.

Od poloviny 80. let minulého stoleti doslo k rozvoji rtiznych kryoprezervacnich metod
(Kami et al., 2009) s pouzitim rizného rostlinného materialu, které muzeme rozdélit do
nekolika hlavnich skupin: kryoprezervacni metody, které vyuzivaji pomalé, dvoustupnové
mrznuti; metoda vitrifikace; metoda enkapsulace-vitrifikace; metody ultra-rychlého mrznuti a
kombinace vySe jmenovanych metod.

Metoda kryoprezervace vyuzivajici pomalé, dvoustupniové mrznuti (anglicka
synonyma: Controlled Freezing, Slow Freezing, Two-Step Freezing) patii mezi klasické
metody kryoprezervace. Rostlinné vzorky meristematickych pletiv jsou pfedem upraveny
pomoci kryoprotektivnich latek napt. PEG (10% polyethylenglykol 1 000), 10% sacharo6za,
10% DMSO. Vzorky jsou potom zamrazovany rychlosti mensi nez 1 °C min™ do -40 °C a
nasledné jsou ponoteny do tekutého dusiku (-196 °C), kde dochazi k prudkému ochlazeni
(Reed, 2008). V pribéhu pomalého fizeného mrznuti (do -40 °C), kterému piedchazi iniciace
nukleace, se koncentrované intracelularni a extracelularni rozpusténé latky formuji
v extracelularni ledové krystaly a dochazi k odtoku vody z bun¢k a postupné dehydrataci.
Poskozeni mize vznikat bud’ toxicitou rozpusténych latek nebo nadmérnym smrsténim bunék
V hypertonickém prostfedi. Buiika musi obsahovat ur¢ité kritické minimalni mnozstvi vody,
ktera nesmi byt odebrana, jinak dojde k jejimu poskozeni. Stejné tak povrch bunky se muize
zmensSit v disledku ztrat na cytoplazmatické membrané pii pomalém chlazeni a pfi ndvratu do
normalniho stavu pak mize dojit k 1yze bun¢k (Hirai et al., 1998). Obsah vody se v zavislosti
na Case a teploté snizuje, pficemz nejvyssi ztraty jsou béhem prvnich 24 hodin. Pfi rychlém
chlazeni dochdzi k formovani extracelularniho ledu a koncentrovani rozpusSténych latek
mnohem rychleji, nez ptisobi osmoticky tlak na buiiku. To zptisobi podchlazeni cytoplazmy a
moznost intracelularni ledové nukleace, coz mize mit pro rostlinou bunku letdlni nasledky
krystalky cistého ledu. Spontanni nukleace je zdvisla na struktufe pletiva. V procesu tani
dochazi k opaénému pohybu vody nez pii mrznuti, tedy zpét do builky, a to v disledku
rozdilu parcialniho tlaku vodni pary nad extracelularnim ledem (Mishima a Stanley, 1998).

Se vzrustajici rychlosti mrazeni z 1 do 2,9 °C hod™ dochazi ke zvyseni rozdilu mezi
pfezitim buiiky a odumienim buniky. Zména v pfenosu latek bunéénou membranou je jednim

z prvnich projevli mrazového poSkozeni. Tyto zmény se mohou objevit pii cEinnosti
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v souvislosti s ATP-azou cytoplazmatické membrany a nikoli s lipidovou membranou (Palta,
1989; Sugawara a Takeuchi, 1997).

Nejefektivnéjsi metody kryoprezervace, které se v soucasnosti pouzivaji, jsou metody
zalozené na vitrifikaci, schopnosti rostlin tvofit amorfni hmotu (sklo), neboli tvorbé tzv.
biologického skla. Jedna se o modernéjsi metody zamrazovani rostlinného materialu, kde
v disledku vysokého sniZzeni obsahu vody a rychlého mrznuti rostlinného materialu
nevznikaji ledové krystaly (Matsumoto et al., 2001). Za vySe uvedenych okolnosti dochazi
k tvorb¢ skla, ve kterém se zastavuji vSechny procesy. Pfi téchto metodach se vyuziva
castecné dehydratace pletiv a prudkého poklesu teploty, které vedou k tvorbé biologického
skla. Nedochazi ptitom ke vzniku nebezpecnych intracelularnich ledovych krystald, které by
letaln¢ poskodily rostlinné bunky. Sklo je z termodynamického pohledu povazovano za
vysoce viskozni kapalinu nebo taveninu. Tento stav je pfedpokladem pro zachovani genetické
stability kryoprezervovaného rostlinného materiadlu a je proto vhodny pro jeho dlouhodobé
uchovani. Metoda vitrifikace, rychlého mrznuti (z angl. Rapid Cooling) vyuZziva piisobeni
kryoprotektivnich latek, predevsim pak PVS2 nebo PVS3 a dalsi, pied vlastnim ponofenim
rostlinného materidlu v kryozkumavkach do tekutého dusiku (Benson, 2008; Reed, 2008;
Sakai a Engelmann, 2007). Mikroskopické pozorovani meristematickych pletiv ukazuji na
velka poskozeni bun€k v pribéhu mrznuti a odtavani nebo pii osmotické dehydrataci
s pouzitim vitrifika¢niho roztoku PVS2 (Ding et al., 2008).

Dalsi metodou ultra-rychlého mrznuti pro dosazeni skelné¢ho stavu je tzv. kapkova
metoda (z angl. Droplet Method), vznikla Gpravou pfedchozi metody, kdy je vzrostny vrchol
rostliny pfedem oSetfen kryoprotektivnim roztokem, ktery obsahuje pouze pomérné nizkou
koncentraci dimethylsulfoxidu (DMSO) — kolem 10 %. V dalsim kroku se vzrostny vrchol
umisti na hlinikovy pliSek s kapkou kryoprotektantu a je rychle zamrazen ponofenim do
tekutého dusiku (Schafer-Menuhr et al., 1996). Pouziti hlinikové folie umoziuje snadné a
rychlé zamrazeni vice vzrostnych vrcholi najednou, jeji dalsi pfednosti je, Ze je dobrym
vodi¢em tepla, coz je dilezité pro rychlé zamrazeni a tani vzorkii. Kombinaci kapkové
metody a metody vitrifikaéni vznikla metoda kapkova-vitrifikacni, kdy je postup obdobny
jako pfi kapkové metodé, ale je pouzit silné koncentrovany kryoprotektivni roztok (Kim et al.,
2006b; Schafer-Menuhr et al., 1996).

Vyse jmenované metody je mozné mezi sebou kombinovat; piikladem takové
kombinace mize byt enkapsulace-vitrifikace, kdy se rostlinné vzorky obali alginatem

sodnym a pomoci vitrifikaéniho roztoku se ze vzorkl odstraiuje voda proudem vzduchu
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(Reed, 2008; Sakai a Engelmann, 2007). V pribéhu dehydratace vzorku dochazi ke stabilizaci
bunéénych membran (Hirai et al., 1998). Dehydratované vzorky se pak zamrazuji rychlym
ponofenim do ultra-nizkych teplot tekutého dusiku (Gonzalez-Benito et al., 2004; Kami et al.,
2009; Keller, 2005). Alginaty jsou znamy pro jejich schopnost tvorby gelu vytvarenim
fetézovych shluki molekul pii reakci se skupinou prvka s dvojmocnymi kationy (Santarius,
1990). Molekuly vody v systému voda — sacharidy mtizeme rozdélit do tii skupin: nemrznouci
voda (NFW, z angl. Non-Freezing Water), mrznouci vazana voda (FBW, z angl. Freezing
Bound Water) a mrznouci voln¢ vazana voda (FFW, z angl. Freely-Freezing Water). NFW je
voda pevné vazana na molekuly sacharidl, nemiize krystalizovat; FBW je voda slabé vazana
na molekuly sacharidl, mize krystalizovat, ale bod tani je nizs§i nez u ¢isté vody; FFW neni
vazana na molekuly sacharidl, jeji fyzikalni vlastnosti jsou pak stejné jako u ¢isté vody
(Bellich et al., 2009). Carpentier et al. (2003) sledovali termodynamické a molekularni
vlastnosti cukernych alkoholii jako podchlazené kapaliny, kde byly prokdzany odlisné
schopnosti v rychlosti krystalizace téchto latek.

Metody kryoprezervace muzeme rozdélit také podle rychlosti mrznuti vzorki na
metody pomalého mrznuti, rychlého mrznuti a ultra-rychlého mrznuti. Metoda pomalého
mrznuti (fizené, dvoustupniové mrznuti) spo¢iva ve dvou stupnich mrznuti vzorku. Nejprve
se vzorek zamrazi na -40 °C a potom se ponoii do -196 °C tekutého dusiku.
rychlé ponofeni do tekutého dusiku vznik tzv. biologického skla, bez krystalizace a bez
poskozeni samotnou ultra-nizkou teplotou (Kobayashi et al., 2005); uvnité vzorku dojde
k rychlému poklesu teploty (fadové stovky °C min™) (Fahy et al., 1984). Kryoprezervace
biologickych tkani a pletiv miiZze byt GspéSnd pouze bez vzniku intraceluldrnich ledovych
krystalti, které mohou zpiisobit nendvratné poskozeni bunécnych membran a timto znicit
jejich semipermeabilitu (Panis et al., 2005).

Metoda ultra-rychlého mrznuti spociva v pouziti velmi malych vzorkl oSetfenych
kryoprotektivnim roztokem (Kim et al., 2004b), které se vkladaji ptimo do tekutého dusiku.
Zde dochazi k velmi rychlému mrznuti vzorku (fadovs tisice °C min™) (Reed, 2008; Wolfe a
Bryant, 2001).

Metoda zamrazovani nedozralych pacibulek (topset) ma né€kolik vyhod, jsou méné
zavirované oproti zralym, snadnéji se prevadéji do in vitro podminek, vytéznost z jednoho

topsetu je kolem 20 rostlin, coz je vic, nez je strouzku v cibuli ¢esneku (Kim et al., 2007).
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Kryoprezervace vzrostnych vrcholli nabizi moznost dlouhodobého skladovani,
maximalni stabilitu fenotypovych a genotypovych charakteristik skladovanych druhti rostlin,
zaroven vyzaduje minimalni prostory nutné pro skladovani a zachovani zasob (Ding et al.,
2008; Matsumoto et al., 2001). Kli¢ k Gspé$né kryoprezervaci lezi spiSe v toleranci rostlin
k dehydrataci nez v toleranci k samotnému procesu zamrazovani. N&které kryoprotektivni
latky mohou byt po delsi dob¢ pusobeni na rostlinnd pletiva toxickd, proto je nutné pfi
zamrazovani piesn¢ dodrzovat kryoprotokol. Pfi dehydrataci vzorku mutze dojit k nizkému
odejmuti vody z pletiv a poSkozeni bunék pii zamrazeni.

V oboru lékafstvi je v dneSni dobé velky zajem o kryoprezervaéni metody; Ebertz a
McGann (2004) popisuji propustnost vody a kryoprotektantti na biologické membrané lidské
rohovky. Podobné principy zchlazovani biologickych pletiv 1ze vyuzit také v biologii rostlin.
Wolfe a Bryant (2001) se ve své praci zabyvaji vlastnostmi biologickych membran
v zavislosti na hydrataci a teploté. Podle stupné hydratace membrany a uspoiadani
uhlovodikovych fetézcl rozlisuji tekutou krystalickou fazi pti vysoké hydrataci; gelovou fazi
pii nizké hydrataci, kde dochazi k tloustnuti; a invertni fazi pti velmi nizké hydrataci, kdy se
molekuly lipidd v roztoku seskupuji do hexagonalni soustavy, podobn¢ jako voda. Takovato
soustava je stabilni pro Sirokou $kalu teplot. Ve struktute krystalu vznikaji volné prostory a
hustoty ledu (Wolfe a Bryant, 2001).

Odtavani vzorkl probiha obvykle ve 40 °C sterilni vodni lazni po dobu 1-2 minut.
V piipadé pouziti fytotoxického DMSO se po teplé vodni lazni vymyvé kryoprotektivni smés
sestupnou fadou sacharézovych nebo sorbitolovych roztokl. Stanoveni uUrovné preziti a
regenerace rostlin probiha a) vizualnim hodnocenim rostoucich rostlin v in vitro podminkach
a vyjadienim pfisluSného podilu k celkovému poctu rostlin (Sakai, 1965); b) pomoci techniky
barveni TTC (triphenyltetrazoliumchlorid), kdy Cervené zabarveni pletiv znamena Ziva pletiva
(Steponkus a Lanphear, 1967); c) pomoci vytoku elektrolytu (MEL, zangl. meristem
elektrolyte leakage), ktery vznika jako nasledek poskozeni bunééné membrany (Grout, 1995).

2.3.4 Metody termické analyzy

Diferencni skenovaci kalorimetry jsou navrzeny k méfeni entalpii tepelnych procest
pomoci diferencialniho tepelného toku neboli porovnani referencniho vzorku a méfeného

vzorku pfi stejné teploté. Tyto metody lze rozdélit do n€kolika skupin, podle toho, kterému
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teplotnimu profilu jsou vzorky rostlin vystaveny: diferenéni termicka analyza (DTA, z angl.
Differential Thermal Analysis), standardni metoda DSC (z angl. Differential Scanning
Calorimetry), tepelna gravimetricka analyza (TGA, z angl. Thermal Gravimetric Analysis),
teplota modulovaného diferen¢niho skenovaciho kalorimetru (TMDSC, z angl. Temperature
Modulated Differential Scanning Calorimetry), kvazi-izotermicka teplota modulovaného
diferen¢niho skenovaciho kalorimetru (QITMDSC, z angl. Quasi-Iso Temperature Modulated
Differential Scanning Calorimetry)(Zamecnik et al., 2009).

Analyza DTA je termoanalytickd metoda stejn¢ jako DSC, rozdil je v tom, ze pii této
analyze se neporovnava mnozstvi energie (tepla), ale teplotni rozdil vzorku a referenc¢niho
(inertniho) vzorku v ¢ase nebo proti teploté, kdy je vzorek zahifivan konstantni rychlosti.
Analyza teplotni zmény v Case je zpravidla spojena s fyzikalnimi pochody ve vzorku, kterymi
jsou napt. dehydratace, vyparovani, dale je vyuzivana pro méfeni teplot prechodd (tani,
skelny ptechod, krystalizace), entalpie tani, stupen krystalinity (Sorai a Gakkai, 2004).

Standardni metoda DSC vyuziva rostlinny vzorek, ktery je vystaven linearni zméné
(snizeni nebo zvySeni) teploty, kdy rychlost tepelného toku do vzorku je umérna jeho mérné
tepelné kapacité (pii rychlosti prutoku tepla jako teplotni funkci) a jeho porovnani se
standardnim vzorkem za stejnych podminek. Na vzniklych kiivkach vzorku pozorujeme velmi
pfesné méteni pienosu tepelné energie. Metoda méfeni je zaloZena na principu porovnavani
rozdilnych teplot, teploty prazdné referen¢ni hlinikové panvicky a teploty hlinikové panvicky
se vzorkem, kter¢ jsou vystaveny fizenému chlazeni nebo ohfevu (Benson, 2008). Pomoci této
metody lze charakterizovat exotermické a endotermické vlastnosti a zmény tepelné kapacity,
napf. teplotu skelného ptechodu (Tyg), teplotu nukleace ledu a tani, teplotu mrznuti, tani a varu,
mnozstvi zmrzlé vody, specifickou tepelnou kapacitu nebo teplotni stabilitu (Gonzalez-Benito
et al., 2007). Metoda DSC pro stanoveni mérné tepelné kapacity je schopna detekovat takové
zmény tepelné kapacity, které jsou typické pro skelny prechod (Zamecnik et al., 2009).

Analyza pomoci TGA je zaloZena na tepelné¢ vazkové analyze vzorkd, kterd urcuje
zmény v hmotnosti vzorku vztazené k teploté. Analyza umoziuje velmi piesné stanoveni
inflexnich bod. TGA je vhodnym nastrojem ke stanoveni sloZeni a Cistoty latky ve smési
nebo pro stanoveni vlastnosti materialii (Ramiah, 1970).

Metoda TMDSC je zalozena na soucasném meéfeni tepelné kapacity vzorku, s cilem
ziskat stejné informace ve stejném case jako standardni DSC, pomoci definované rychlosti
ohfevu sinusovou teplotni modulaci s jednou nebo vice frekvencemi, a jejich srovnani. Pro

vzorek se pouziva inertni latka, mezi teplotnim snimac¢em vzorku a stiedem vzorku nejsou
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zadné vyznamné teplotni gradienty. Je obecné znamo, ze teplota skelné¢ho ptechodu je casto
zavisla na dynamickém, mechanickém a dielektrickém meéfeni. Tyto zavislosti byly
pozorovany také v TMDSC (Wunderlich, 2006). Pii chlazeni béhem TMDSC jsou
teplotni modulace (Zamecnik et al., 2009).

Pti kvazi-izotermické metodé (QITMDSC) je zékladni rychlosti ohfevu nula a teplota
osciluje kolem nastavené konstantni teploty. Pokud je amplituda modulace nizka (0,01 az
0,5 °C), je teplota témét konstantni. Vyhodou této metody je snazsi moznost uréeni tepelné
kapacity (Wunderlich, 2006).

James et al. (2009) pomoci termické analyzy zjistili, Ze strouzky ¢esneku nemuseji byt
pii -6 °C vzdy ve zmrzlém stavu, protoze pii stalych podminkach (-6 az -9 °C) vydrzi
oloupané strouzky cesneku az 69 hodin bez zmrznuti. Termickou analyzu vyuzivaji ke
srovnani U¢inku odlisSnych kryoprotektanti v casovych intervalech ve své préaci také
Kimetal. (2006b). Metody termické analyzy umoziuji zjistit naptf. poskozeni bunék
mrazenim ¢i vznik ledovych krystali a biologického skla, které jsou dulezité z pohledu

uchovani a regenerace genetickych zdrojii v kryobankach.

38



Cil prace a védecké hypotézy

3 Cil prace a védecké hypotézy

Cil 1. Charakterizovat vné&jsi a vnitini podminky puasobici na fyziologické vlastnosti rostlin

cesneku.

Hypotézy: a. Lze upravou vnéjSich podminek ovlivnit fyziologické vlastnosti
Cesneku tak, aby rostliny mély vysokou regeneraci po kryoprezervaci.
b. Lze teplotou béhem predkultivace rostlin zvysit regeneraci po
Kryoprezervaci.
c. Lze prokazat rozdil v odolnosti rostlin vi¢i mrazu mezi otuzenymi a
neotuzenymi explantaty ¢esneku.

d. Lze teplotou ovlivnit délku dormance pacibulek.

Cil 2. Optimalizovat fyziologické vlastnosti vegetativnich organti a na zékladé rustové
analyzy kvantifikovat délku subkultivace rostlin ¢esneku v in vitro podminkach.
Hypotézy: a. Lze stanovit limity zdroji pro rust rostlin v in vitro podminkach

pomoci ristové analyzy.

b. Lze zvysit multiplikaéni koeficient rostlin ¢esneku pomoci mechanické
nebo hormonalni stimulace meristematického pletiva.

C. Lze snizit ztraty rostlin zptisobené hyperhydrataci béhem regenerace po

Kryoprezervaci.

Cil 3. Optimalizace slozeni a koncentrace kryoprotektivnich latek na zaklad¢ termickeé
analyzy pro zvyseni regenerace rostlin po kryoprezervaci.
Hypotézy: a. Lze zvysit regeneraci rostlin cesneku sloZzenim a koncentraci
kryoprotektivnich latek.
b. Lze optimalizovat slozeni a koncentraci kryoprotektivnich latek

termickou analyzou.
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4 Material a metody

Material pro doktorskou praci byl zajistén z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby
v Olomouci-Holice, kde je uchovavana mezinarodni kolekce vegetativné mnoZenych
dlouhodennich druht Allium sativum L. Pfednostné byly pouzity rostliny ¢esneku s dobrou
regeneraéni schopnosti, péstované v CR.

Experimentalni prace byla provedena v kryolaboratofi Oddéleni molekularni biologie
Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby Vv Praze-Ruzyni, ktera je pro tento typ experimentl

vybavena vhodnym zafizenim a pfistroji.

4.1 Rostlinny materidal

Pokusny material byl vybran z databaze EVIGEZ (Anon.2, 2007) — Evidence
genetickych zdroju rostlin CR, skupiny plodin zelenin, rodu Allium, &itajici 801 genotypi,
z toho Cesnekll je 656 polozek. Pro experimentalni ¢ast prace byl pfednostné vybran druh
uchovavany v Ceské republice z polni kolekce VURV, v.v.i. v Olomouci, a to druh Allium
sativum L.

Modelovym materialem pro experimentalni Cast prace byla odrida cesneku AS88
Djambul2 — krajovy kultivar (Obr. 4), sklizeny v poloviné srpna, ktery byl pieveden
z péstované polni kultury do fizenych podminek in vitro. Tato odrida pochazi z byvalého
Sovétského svazu, dle taxonomického zatazeni patfi do skupiny Allium sativum L. Sativum
Group, dle typu je fazena jako ozimy Sirokolisty pali¢dk. Je zapsan v Listiné povolenych
odrid. Do kolekce genobanky v Olomouci byla zatfazena roku 1988 pod evidenc¢nim cislem
1353 — fazeni v databazi EVIGEZ, databaze IPGRI (Rim) je oznadena 09H0100533.
Primérna hmotnost 100 pacibulek po ¢ervencové sklizni je 6,9 g. Vyska porostu je 0,41-0,50
m. Rostlina ma 5-9 zelen¢ zbarvenych vzptimenych listi. Obalové suknice maji smetanovou
barvu. Tvar cibule je kulovity. Cibule ma 10-12 dobie vyvinutych, fialové zbarvenych
strouzktli. Strouzky jsou rozmistény pravidelné okolo kvétniho stvolu. Je velmi vynosny. Pti

produkci sadby se vychazi z bezvir6zniho materidlu. Chut’ je piijemna, ostra, uslechtila.
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Obrazek 4. Pacibulky ozimého pali¢aku genotypu Djambul2 ze skupiny Allium sativum L. Sativum
Group, velikost pacibulek (foto autor).

Mezi srovnavaci rostlinny materidl byly zafazeny pacibulky genotypi Ropal, Unikat,
Dukat, 372K a 368K. Genotyp Ropal (Obr. 5) podle taxonomického zafazeni patii do skupiny
Allium sativum L. Ophioscorodon Group, typové je fazen jako ozimy pali¢ak. Cibule jsou
kulovité, barva vnéjSich suknic je smetanové bild, strouzky jsou bilé. Je také zapsan v Listiné
povolenych odriid. V databazi EVIGEZ se nachazi pod ¢islem 1058, oznaceni podle IPGRI je
09HO0100081. Praimérna hmotnost 100 pacibulek po sklizni je 12,4 g. Jde o velmi vynosny

genotyp s dobrou skladovatelnosti. Chut’ je piijemnd, jemné ostra, uslechtila.
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Obrazek 5. Pacibulky ozimého pali¢aku genotypu Ropal ze skupiny Allium sativum L. Ophioscorodon
Group, velikost pacibulek (foto autor).

DalSim srovndvacim genotypem pouzitym v této praci byl typ raného ozimého
palicdku Unikat (Obr. 6), ktery je taxonomicky fazen do skupiny Allium sativum L.
Longicuspis Group, s oznac¢enim 09H0100538 podle IPGRI. Hmotnost pacibulek po sklizni je
v priméru 6,2 g. Barva vnéjSich suknic je Sedd, barva strouzki je fialova. Cibule ma 8-13

stitedné velkych strouzkti.Genotyp je vhodny pro priimyslové zpracovani a pro piimy konzum.
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Obrazek 6. Pacibulky ozimého pali¢iku genotypu Unikat ze skupiny Allium sativum L. Longicuspis
Group, velikost pacibulek (foto autor).
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Genotyp Dukat (Obr. 7) patii do stejné skupiny jako Unikat, tedy Allium sativum L.
Longicuspis Group, fazeny v databazi EVIGEZ jako 2853 a podle IPGRI 09H0100542. Jedna
se o polorany palicdk vhodny pro podzimni vysadby. Hmotnost pacibulek po sklizni je
v pruméru 5,9 g. Cibule jsou velké, kulovité, zadkladni barva vnéjsich suknic je bila. Strouzky
jsou velké, obsahuji vysoky podil silic, pocet strouzku v cibuli je 5-7 ks. Tento genotyp je
vysoce tolerantni proti virézam, ma vynikajici skladovatelnost, pii vhodnych podminkach

vydrzi az do nové sklizné. Genotypy Unikat a Dukat patii mezi ¢eské uznané odrady, které

jsou zapsany v Listin€ povolenych odriid.
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Obrazek 7. Pacibulky ozimého pali¢aku genotypu Dukat ze skupiny Allium sativum L. Longicuspis Group
velikost pacibulek (foto autor).

Genotyp 368K (Obr. 8) je ozimy palicak Allium sativum L. Longicuspis Group,
puvodem z Polska. V databazi IPGRI je zatazen pod ozna¢enim POL030225706. Hmotnost
100 pacibulek je 5,3 g. Cibule jsou pravidelného tvaru, jemné fialové, tvoii kolem 10

strouzkll. Pacibulky byly poskytnuty vramci projektu EURALLIVEG z polské kolekce
Allium sativum, RIVC, Skierniewice.
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Obriazek 8. Pacibulky ozimého pali¢aku genotypu 368K ze skupiny Allium sativum L. Longicuspis Group,
velikost pacibulek (foto autor).

Genotyp 372K (Obr. 9) patii mezi ozimé palicaky do skupiny Allium sativum L.
Longicuspis Group, puvodem pochazi z Polska. Primérna hmotnost 100 pacibulek je 5,6 g.
Vytvafi sttedné velké kulovité cibule. Zakladni barva obalovych suknic je bila. Uspotradani
strouzkil v cibuli je nepravidelné, jejich pocet je 7-11. Podle databaze IPGRI ma oznaceni
POL030225710. Tyto pacibulky byly poskytnuty rovnéz v ramci projektu EURALLIVEG
z polské kolekce Allium sativum, RIVC, Skierniewice.
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Obrazek 9. Pacibulky ozimého pali¢aku genotypu 372K ze skupiny Allium sativum L. Longicuspis Group,
velikost pacibulek (foto autor).
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4.1.1 Priprava rostlinného materialu a kultiva¢niho média

Byly pouzity meristematické ¢asti rostlin druhu Allium sativum, které byly pfevedeny
z péstované polni kultury do fizenych podminek in vitro. Pacibulky byly povrchové
sterilizovany 2% roztokem Isothiazolinone (5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one), poté
z nich byly ve sterilnim laminarnim boxu vyjmuty vzrostné vrcholy, které se ponofily na 1-2
s do 75% etylalkoholu a déle do 1% steriliza¢niho roztoku Isothiazolinone. Po 15 minutach
byly vzrostné vrcholy pfeneseny na modifikované kultivatni médium MS (Murashige and
Skoog, 1962) s obsahem fytohormoni 0,02 mg I NAA a 0,2 mg I'* BAP. Pokusné rostliny
byly kultivovany v fizenych podminkach in vitro. Teplotni rozmezi bylo stanoveno pro
otuzovani rostlin na 2 = 1 °C, pro vlastni kultivaci explantatl potom na 20 + 1 °C. Relativni
vzdu$na vlhkost v kultivaénich nadobach byla 100 %. Intenzita ozafenosti v kultivaéni
mistnosti byla nastavena na 100 mmol m? s™ s dlouhou fotoperiodou, tj. 16 hodin svétla a 8
hodin tmy.

Pocet opakovani pokusi byl stanoven na zakladé¢ ptredpokusti, ze kterych byl
statisticky stanoven minimalni pocet tfech opakovani. Dosazené vysledky z naslednych
experimentll byly statisticky vyhodnoceny a na zaklad¢ statistické analyzy bylo mozné

zamitnout nebo potvrdit nulové hypotézy na hladiné vyznamnosti P > 0,05.

4.2 Metodika

4.2.1 VIliv podminek piusobicich na fyziologické vlastnosti Allium sativum

Rychlost ristu: Vzrostlé rostliny byly zkraceny a piesazeny na Cerstvé kultivacni MS

médium. Kazdy tyden bylo provadéno méteni celkové délky u jednotlivych rostlin po dobu
osmi tydnd. Z rostlin ¢esneku kultivovanych v in vitro podminkach byla vazenim stanovena
hmotnost suSiny listl, vypoctena listova plocha rostlin a obsah vody vztaZzeny na Cerstvou
hmotnost. Rostlinny materidl byl suSen v suSarn€ pii 85 °C do konstantni hmotnosti. Ze
ziskanych hodnot byl proveden vypocet rychlosti rustu rostlin v in vitro podminkach.

Vliv_sacharézy na rust rostlin: Pfedem napéstované rostliny Cesneku v in vitro

podminkach byly zkraceny a piesazeny na cerstvé kultivaéni médium s péti riznymi
koncentracemi sachardzy v médiu (0-15-30-60-120 g sacharézy na 1 1 média) pii teploté
20 £ 1 °C. Byl pozorovan rust genotypt (Djambul2, Unikat, Dukat) v ¢asové periodé 7 tydn,

ktera odpovida délce jedné subkultivace.
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Rozdiln4 teplota kultivace (20 a 5 °C) a jeji vliv na rychlost ristu: Byly pozorovany tfi

genotypy rostlin ¢esneku (Djambul2, Unikat, Dukat), které byly kultivovany pfi riznych
teplotach (5 a 20 + 1°C).Po dobu 6 tydni byla sledovana rychlost riistu jednotlivych genotypt
Vv zavislosti na dané teploté. Rostliny byly méteny od podpuci po $picku nejdelsiho listu.

Odolnost rostlin vii¢i mrazu: Z pacibulek ¢esneku byly vyjmuty vzrostné vrcholy,

které byly po dobu 4 tydnh kultivovany pfi teploté 20 £ 1 °C v Erlenmayerovych bankach.
Poté byly listy rostlin zkraceny na 5 mm a explantaty byly pieneseny po tfech do zkumavek.
Zkumavky byly umistény do kultivaéni mistnosti s kolisavou teplotou 20 + 1 °C ve dne a
2+ 1°C vnoci (16/8 den/noc) a to po dobu 1 az 16 tydni. V kazdém tydnu byl proveden
odbér na mrazové testy. Podchlazeni a nukleace byly provedeny ponofenim spodni ¢asti
zkumavky do tekutého dusiku, kdy doslo k rychlému ochlazeni kultivacniho média, iniciaci
tvorby ledovych krystali v médiu a podchlazeni baze rostliny. Zkumavky byly umistény do
vychlazené lihové lazné (-3 °C). Bylo stanoveno 15 teplot (0, -3, -5, -7, -9, -11, -12, -13, -14,
-15, -16, -17, -18, -20, -23 °C), pfi kterych byly podchlazené a nukleované zkumavky
vyjimany z lihové lazn¢ ultra-kryomatu RUK 50 (MGW LAUDA, Némecko) (Obr. 10).

Obriazek 10. Lihova lazei ultra-kryomatu RUK 50 (MGW LAUDA, Némecko). Podchlazené a
nukleované zkumavky s rostlinnym materialem jsou vystaveny nizkym teplotam mrazového testu (foto
autor).
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Po zéasahu byly zkumavky s explantaty umistény na dobu 2 hodin do ledové lazné
o teploté¢ 0 °C. Poté byly listy rostlin opét zkrdceny na délku 5 mm a explantaty byly
kultivovéany pfi teploté¢ 20 £ 1 °C po dobu 4 tydnti. Nasledné byla vyhodnocena regenerace
rostlin a stanovena jejich suSina suSenim v suSarné pii teplot¢ 105 °C do konstantni
hmotnosti. Pro stanoveni odolnosti rostlin ¢esneku vii¢i mrazu pomoci konduktometrie byly
listy explantati po zasahu zkraceny na délku 5 mm a vzorky byly umistény do zkumavek
s 1 ml destilované vody a tiepany po dobu 3 hodin na tiepaice (115 otaéek min™). Poté
nasledovalo prvni méfeni vodivosti elektrolytd konduktometrem Conductometer 03 (Skéla
Brno, CSFR), opakované méfeni vzorkil probéhlo po 24 hodindch. Zkumavky byly potom
kratce povafeny (10 min) a po 1 hodiné tfepani byla opét méfena vodivost elektrolyta.
Posledni méfeni probehlo po dalSich 3 hodinach tfepani. Z hodnot namétené vodivosti byly
vypocteny hodnoty kritické teploty a hodnoty LTso (Janacek a Prasil, 1991).

Dormance pacibulek: Po sklizni (prvni tyden v srpnu) byly pacibulky ¢esneku

skladovany v suché vzdus$né mistnosti po dobu 5 tydntl. Poté byly odebrany vzorky pacibulek
a umistény do kultivac¢nich boxu s teplou +4, +20, +30 °C. Dvakrat v tydnu byly vysazovany
pacibulky do raselinového substratu (Zahradnicky substrat A, pro vysev, mnozeni a fizkovani;
Raselina Sobéslav; 70 1, plnéno podle EN12580; ¢islo rozhodnuti o registraci: 0307, PN €. 43,
SKP 10.3; slozeni: N 50-300 mg I, P,Os 80-300 mg I, K,O 80-400 mg I, pH 5,0-6,5;
zrnitost < 20 mm) Vv poctu 20 rostlin na jednu vysadbu pro kazdou teplotu (Obr. 11).
Kultiva¢ni nadoby (mini painik, mékky plast bily, spodni ¢ast: 18 X 45 x 5 cm) byly umistény
do kultiva¢ni mistnosti (20 °C). Zalivka byla provedena 1 1 vody na 1 kultiva¢ni nadobu, a to
dvakrat za tyden. Hodnoceni ristu bylo provedeno vizuéln€, souctem rostoucich rostlin po 14

dnech kultivace.
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Obriazek 11. Kultivace pacibulek Allium sativum L. v raselinovém substratu v klimatizované kultivaéni
mistnosti pri teploté 20 °C (foto autor).

Ve stejnou dobu byl proveden odbér pacibulek (5 ks) do injekénich stiikacek na
stanoveni osmotického potencialu, stiikacky se vzorky byly umistény do mrazaku (-18 °C).
Po ukonceni vSech odbéri nasledovalo méfeni osmotického potencidlu z vylisovanych
bunéénych $tav pacibulek pomoci pfistroje psychrometr/hygrometr HR-33T (Wescor, UT,
USA) (Obr. 12). Princip méfeni osmotického potencialu spoéiva v pouziti specialniho
termoclankového psychrometrického pfistroje s citlivym mikrovoltmetrem, ktery umoziuje
snadné stanoveni osmotického potencidlu rostlinného pletiva ¢i roztokd metodou rosného
bodu. Po vlozeni vzorku do méfici komirky dojde po urcité dobé k ustaleni hodnoty tlaku
vodni pary nad vzorkem, oproti tlaku nasycené vodni pary vzorku. Termoc¢lankem prochazi
proud, ktery snizi teplotu v méfici komirce a dojde ke kondenzaci vodni pary. To je okamzik,
kdy ma povrch termoclankového spoje teplotu rosného bodu, tim stanovime tlak vodni pary,
suchym termoclankem zmétfime teplotu vzduchu. Naméfena data vypocteme podle
kalibra¢nich k¥ivek riznych molarit kalibraénich roztokt NaCl (0,1-0,2-0,4-0,5-0,8-1,0 M
NaCl). Zaroven byly odebirany pacibulky pro stanoveni obsahu vody (20 ks) a susSeny

Vv susarné pii1 80 °C do konstantni hmotnosti.
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Obrazek 12. Méfeni osmotického potencidlu z vylisovanych bunéénych §t’av pacibulek pomoci pfistroje
Wescor HR-33T (UT, USA) (foto autor).

4.2.2 Fyziologické vlastnosti vegetativnich organii

Rustova analyza: Byl sledovan genotyp ¢esneku (Djambul2) rostouci v in vitro

podminkach po dobu Sesti tydni. V kazdém tydnu byl proveden odbér rostlinného materialu,
byla stanovena Cerstva hmotnost rostlin a jejich susina. Rostlinny material byl naskenovan a
pomoci analyzy obrazu (SW ImageJ 1.38x) byla stanovena plocha listu. Tvar listu byl ovalné
zplostély. Podle vzorci pro stanoveni rastovych charakteristik byly provedeny vypocty
¢isteho vykonu asimilace (NAR), relativni rychlost riistu suSiny (RGR RW), relativni rychlost
ristu asimilaéni plochy (RGR RA), rychlost tvorby susiny (C), pokryvnost listovi (LAI),
integralni listova plocha (LAD). Pro vypocet ristovych charakteristik byly pouzity vzorce
LAR = A/W; LAD = [(Az — A)/(InA; — InA)] (t-ty); C = [(W2 — Wi)/(t; — t1)] 1/P; RGR
RW = (In W, — In Wy)/(t; — t;) 100; RGR RA = (In A, — In Ap)/(t, —t3) 100; NAR = [(In A —
In Ap)/(t; — t1)] [(W2 — W1)/(Az — A1)]; kde A je listova plocha, W je hmotnost suSiny, P je
plocha pozemku, t je ¢as méfeny na dny, indexy 1 a 2 jsou hodnoty prvniho a posledniho
odbéru (Evans, 1972; Hunt et al., 2002; Lambers et al., 2008).

Multiplikace rostlin Allium sativum: Metoda multiplikace rostlin pomoci mechanické

stimulace spo¢iva ve 4 tydennim piedpéstovani rostlin ¢esneku na MS médiu s obsahem

rustovych regulatord NAA a BAP. Poté byly rostliny zkraceny na délku 5 mm a nafezavany
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odlisSnymi zplsoby, aby doslo k mechanické stimulaci apikalniho vrcholu a podpuci. Varianty
mechanické stimulace jsou popsany: cela rostlina — standardn¢ umisténa rostlina na kultivacni
médium, kontrolni rostlina; polozend — polozeny vzrostny vrchol ¢esneku na kultivacni
médium; polovina — rozdélend rostlina na dvé podélné poloviny; 1/2 podpuci — nafiznuté
podpuci na 2 poloviny; 1/2 shora — nafiznuty vzrostny vrchol Cesneku shora explantatu;
Ctvrtina — podélné rozd€lena rostlina na cCtyfi dily; 1/4 podpu¢i — nafiznuté podpuci na
¢tvrtiny; 1/4 shora — nafiznuty vzrostny vrchol ¢esneku na ¢tvrtiny; dokola — 5-6x nafiznuté
podpuci po okraji.

Kultivaéni média byla za ucelem testovani vyssiho koeficientu multiplikace upravena
riznymi rastovymi regulatory a jejich vzdjemnymi kombinacemi. Z rstovych regulatort byly
pouzity NAA a BAP, dodané renomovanymi firmami Duchefa, Penta, Sigma-Aldrich.
Koncentraéni tfada rastovych regulatort pro piedpokus byla zvolena podle stoupajiciho
logaritmického trendu (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 mol I‘l) a kombinace rtstovych regulatort byla
zvolena podle kiizového pravidla. Z pacibulek ¢esneku byly extirpovany apikdlni meristémy,
které byly po sterilizaci pfeneseny na kultivani médium s ristovymi regulatory. Na zaklad¢
vyhodnoceni vysledkt vlivu koncentraci na tvorbu novych rostlin byly stanoveny nasledujici
koncentrace pro experimenty (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0 mol ).

V obou ptipadech multiplikace bylo provedeno vyhodnoceni ristu a poctu novych
rostlin pro stanoveni multiplikacni koeficientu po 6 tydenni kultivaci v klimaboxu pfi teploté
20 £ 1 °C. Dale byl stanoven obsah suSiny rostlin, suseny v susarné pii 105 °C do konstantni
hmotnosti, pro varianty mechanické stimulace a jednotlivé koncentrace rustovych regulatort.

Obsah vody: Ze standardné napéstovaného rostlinného materialu byly vyhodnoceny
a) kontrolni rostliny, bez znamek poskozeni a b)rostliny, u kterych se projevila
hyperhydratace — vodnatost, deformace listd, prasvitnost pletiv, tloustnuti stonku a listd. Z
kazdého souboru rostlin byly odebrany vzorky pro stanoveni obsahu vody Vv pletivech rostlin.
Pro stanoveni Cerstvé hmotnosti byly vaZeny jednotlivé soubory rostlin samostatné. Nasledné
byly rostliny nafezany na segmenty 2 cm dlouhé a nechaly se dosytit po dobu dvou hodin pfi
teploté 20 °C. Poté byly vzorky umistény do susarny a pii teploté 105 °C byly suseny do
konstantni hmotnosti. Vypocet pro stanoveni obsahu vody byl vypocten podle vzorce: V =

(Serstva hmotnost — susina)*100/(erstva hmotnost) (Sestak a Catsky, 1966).

Obsah chlorofyli: Pro stanoveni obsahu chlorofyli byly pouzity listy tfi genotypi
(Djambul2, Unikat, Dukat), které byly péstovany v in vitro podminkach. Obsah chlorofylt byl

stanoven z listd kontrolnich rostlin, které nevykazovaly znamky poskozeni, byly bez
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jakychkoliv zmén, bez hyperhydratovanych pletiv a deformaci rostlinnych organt. Porovnani
obsahu chlorofyli bylo provedeno na listech rostlin, které byly hyperhydratované, poskozené,
zkroucené, svétlé, vodnaté.

Po odbéru 2 g rostlin z kazdé skupiny — hyperhydratovanych a normalné vyvinutych,
se extrahovaly pigmenty v nepolarnim rozpoustédle — acetonu, pro naruseni thylakoidnich
membran se piidal kfemenny pisek, pro neutralizaci organickych kyselin byl pouzit MgCOs.
Rostlinny materidl byl rozetfen ve tfeci misce na homogenni kasi, postupné byl piilévan
aceton az do doby, kdy pigmenty rostlin ptesly do acetonu, extrakt s pigmenty byl filtrovan,
celkovy objem acetonového extraktu ¢inil 50 ml.

Tento extrakt byl dale pouzit ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu chlorofyll a
a b, ktery byl méten na spektralnim kolorimetru SPEKOL 11 (Carl Zeiss Jena, Némecko) pfi
vlnovych délkach 663 nm, 647 nm a 470 nm. Z naméfenych hodnot absorbance byly
vypocteny obsahy chlorofyll, dle matematickych vztahti Arnona (1949).

4.2.3 Optimalizace sloZeni a koncentrace kryoprotektivnich latek

Kryoprezervace: Kryoprotokol byl vyvinut na zdkladé¢ PR (z angl. Public Relations),

tedy na zéklad€ dlouhodobého vyzkumu, mnoha zkuSenostech, sbéru dat a vymény informaci.

Predkultivace: Pacibulky byly povrchové sterilizovany 2% roztokem isothiazolinone
(5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one), poté znich byly ve sterilnim laminarnim boxu
vyjmuty vzrostné vrcholy, které byly pfeneseny na kultivani MS médium s obsahem 10%
sachar6zy a byly umistény do kultivaéniho boxu pfi teploté 20 = 1 °C.

Kryoprezervace: Po 24 hodinach byly vzrostné vrcholy pfemistény do kadinky a bylo
pfidano 10 ml LS (Loading Solution, 13,7 % sacharozy a 18,4 % glycerolu). Po 20 minutach
byl LS odstranén a bylo pfidano 10 ml PVS roztoku (v koncentracich 30/30; 35/35; 40/40;
45/45; 50/50 w/v % sacharoza/glycerol (Obr. 13), pro srovnavaci kryoprezervaci byla pouzita
koncentrace 50/50 w/v % sacharéza/glycerol). Po uplynulém case (30; 60; 90; 120; 150;
210 minut) byl roztok PVS odstranén a vzrostné vrcholy byly pfemistény na sterilni hlinikové
plisky. Plisky se vzrostnymi vrcholy byly ponofeny do tekutého dusiku do vychlazenych a
oznacenych kryozkumavek (Obr. 14), kde byly ponechany nejméné 60 minut. Kazda
kryozkumavka obsahovala 2 hlinikové plisky s 10 vzrostnymi vrcholy, tj. celkem bylo 20

vzrostnych vrcholt v jedné kryozkumavce.
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Obrazek 13. Vzrostné vrcholy genotypu Djambul2 ponofené v kryoprotektivnim PVS3 roztoku (foto
autor).

Obrazek 14. Vzrostné vrcholy genotypu Djambul2 umisténé na hlinikovych pliSkach a uzaviené
v kryozkumavkach pfed ponoienim do tekutého dusiku (foto autor).
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Obrazek 15. Vzrostné vrcholy genotypu Djambul2 odtavané po kryoprezervaci, vyjmuté z tekutého
dusiku, ponorené do teplé vodni lazné (foto autor).
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Obrazek 16. Vzrostné vrcholy genotypu Djambul2 vysazené na regenera¢ni médium po Kryoprezervaci
(foto autor).

Regenerace po kryoprezervaci: Pii odtavani byly zamrazené vzorky rychle vyndany
z LN a ponoteny do teplé vodni 1azné (40 £ 1 °C), kde roztavaly 1-2 min (Obr. 15). Z vrcholu
byl osmoticky odstranén vitrifikacni roztok PVS (30/30; 35/35; 40/40; 45/45; 50/50 wiv %
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sachardza/glycerol). Po 1-2 min byly apexy pieneseny na kultivaéni MS médium s obsahem
10% sachar6zy (Obr. 16). Vzorky byly umistény do kultivaéniho boxu s teplotou 20 = 1 °C a
byly ponechany 7 dni ve tmg&. Poté byly pfemistény na svétlo 100 mmol m?s™ (16 hod svétlo
a 8 hod tma).

Hodnoceni pieziti a regenerace rostlin bylo provedeno vizualné s¢itaci metodou, a to
po 2 a 10 tydnech od kryoprezervace. Pii prvnim hodnoceni — pieziti — se pocitala kazda
rostlina, u které byl patrny rust a byla zelena (nedochazelo ke ztraté chlorofylu); pfi druhém
hodnoceni — regeneraci — se pocitaly pouze ty rostliny, které mély vyvinuté listy a rostly.
Uspé$nost kryoprezervace byla hodnocena pomoci regenerace rostlin v in vitro podminkach.

Termicka analyza: Kalorimetricka méfeni byla provedena méfenim pomoci
diferen¢niho skenovaciho kalorimetru — TA 2920 (TA Instruments, USA) (Obr. 17) a Q 2000
(Obr. 18). Teplotni stupnice byla kalibrovana destilovanou vodou, cyklohexanonem, rtuti a

bodem tani india. Entalpie tani india byla pouzita pfi kalibraci stupnice tepelného toku.
Tepelna kapacita byla kalibrovana pomoci teréiku ¢istého safiru.

Termickd analyza roztoku PVS3 a jeho modifikaci o riznych koncentracich a
dehydrovanych vzrostnych vrcholti v téchto roztocich byla provedena na DSC. Vzrostné
vrcholy (10 = 0,5 mg rostlinného materidlu, tj. 4-5 ks) byly umistény do hermeticky
uzaviratelnych panvicek, zalisovany a umistény do métici DSC komory. Rychlost chlazeni
byla nastavena na 10 °C min™ z20 do -55 °C, naslednym krokem programu DSC bylo
1zotermni chlazeni pti -55 °C po dobu 5 min pro ustaleni teploty ve vzorku. Potom byl vzorek
ohfivan do 40 °C stejnou rychlosti jako pfi chlazeni. Pro stanoveni skelného ptechodu (Tg) a
objemu krystalické vody v rostlinnych pletivech byl pouzit vyhodnocovaci software pro DSC,
Universal Analysis 2000 verze 4.7A (TA Instruments, USA). Déle byl. Pomoci DSC byl
stanoven obsah krystalické vody ve vzorku, teplota tani a jejich entalpie.

Obsah vody jednotlivych vzorkti byl stanoven gravimetricky a vyjadfen v gramech
vody na gram suSiny (gv/gs), které byly vysuSeny do konstantni hmotnosti pii teploté 105 °C.
Procenticky obsah vody (%) byl stanoven rozdilem cerstvé hmoty a suSiny V poméru ku

Cerstvé hmot€ a vynasoben stem.
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Obrazek 17. Diferen¢ni skenovaci kalorimetr — TA 2920, TA Instruments, pro méfeni termické analyzy
(foto autor).

Obriazek 18. Novy typ diferen¢niho skenovaciho kalorimetru — Q 2000, TA Instruments, pro méfeni
termické analyzy (foto autor).
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4.3 Hodnoceni naméienych hodnot

Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany a vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu,
korela¢ni analyzy na hladiné vyznamnosti P > 0,05. Ke statistickému zpracovani vysledkl byl
pouzit pocitacovy program Statistica 7.0.

Jednotlivé vypocty, nasledné zpracovani vysledkt a grafické vyhodnoceni méfenych
rostlin bylo provedeno pomoci tabulkového programu Microsoft Excel 2002 (Microsoft
Corporation).

Hodnoceni naméfenych dat bylo provedeno metodou vizualizace pomoci analyzy
obrazu, pro sledovani zmén byly pouzity mikroskopické metody (Lang-Pauluzzi, 2000). Ke
zpracovani obrazového materidlu byly pouzity pocitacové programy pro praci s obrazky,

animacemi, videi, napi. Ulead Photo Explorer 8.0, ImageJ 1.38x.
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5 Vysledky a diskuze

Prace je ¢lenéna na dil¢i ¢asti odpovidajici pfedeslanym cilim a hypotézam, prvni z nich
se zabyva charakteristikou rlstu explantatovych kultur cesneku v in vitro podminkach.
V pocatecni fazi byl sledovan dlouzivy rist jako nejcitlivéjsi fyziologickd odezva na stres,
ktery se vyskytoval pti kultivaci rostlin vin vitro podminkach. Dalsim okruhem byla
charakteristika rustu, ktera odrazela syntézu latek ptijatych z zivné pidy a syntézu latek jako
vysledek fotosyntetické aktivity. Rustova analyza byla nastrojem pro sledovani a
charakteristiku ristu rostlin ¢esneku v in vitro podminkach. Tato analyza byla vytvofena pro
sledovani rostlin v polnich podminkach (Hunt a Nicholls, 1986; Richards, 1959), pozd¢ji byla
pouzita také pro in vitro rostliny. V této praci je poprvé pouzita pro rostliny cesneku

péstované v in vitro podminkach.

5.1 Charakteristika ristu ¢esneku v in Vitro podminkdch

Vyrazny dlouzivy rist rostlin byl zaznamenan v obdobi mezi prvnim a tfetim tydnem
(Obr. 19) kultivace. V tomto obdobi se tvofila listova nadzemni ¢ast. Nejvétsi nartst byl
zaznamenan zpocatku u genotypu Dukat a to do délky rostlin 26 = 5 mm, naopak nejnizsi
potom byla u genotypu Djambul2 19 £ 6 mm. Ve tietim tydnu doslo k ristu prvnich kotfent
V bazélni ¢asti explantatli, dosaZzeni maximalni délky prvnich listh a postupnému zasychani
Spicek prvnich list. V dalSich tydnech doslo k nartstu kotfenové ¢asti rostlin a tvorbé novych
listd, tedy knarGstu celkové délky rostlin na 82 =+ 8 mm u genotypu Djambul2.
V nasledujicich tydnech jiz prodlouzeni délky rostlin nebylo tak vyrazna jako V prvnich
tydnech kultivace. Mezi prvnim a druhym tydnem dlouZivého ristu byl zaznamenan pfirtistek
0 397 % (20 mm/tyden). Délka rostlin dosahla mezi prvnim a druhym tydnem 24 % z celkové
konecné délky. V intervalu mezi druhym a tfetim tydnem byla rychlost ristu 21 mm/tyden,
V nasledujicim tydnu nasledovalo zpomaleni ristu na 14,5 mm/tyden. V prib&hu posledniho
sledovaného tydne byla nejvétsi délka u rostlin genotypu Djambul2, nejvyssi rychlost
dlouzivého rastu u tohoto genotypu byla stanovena 12 mm/tyden. Nejvyraznéjsi pocatecni
rust byl zaznamenan u genotypu Dukat (26 mm/tyden), tj. narast délky rostlin byl Skrat vyssi
oproti ptivodni délce, z celkové délky rostlin tento narist ¢inil 33 %. Mezi druhym a tfetim

tydnem bylo dosazeno U tohoto genotypu nejvyssi rychlosti rustu, a to az 28 mm/tyden.
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V nasledujicim obdobi doslo ke zpomaleni rychlosti dlouzivého rGstu na 17 mm/tyden,
vV Sestém tydnu 13 mm/tyden, v zavéru byla rychlost dlouzivého rastu u genotypu Dukat
12 mm/tyden. Nejpomaleji piirtistal genotyp Unikét (vyslednd délka 73 + 6 mm), nartst
oproti prvnimu tydnu byl 4krat vyssi, z celkové délky tento podil €inil 30 %. Zpocatku byla
rychlost rtstu neprukazné vyssi (22 mm/tyden) nez u genotypu Djambul2 (20 mm/tyden),
V nasledujicim tydnu doslo k nértstu rychlosti rastu (23 mm/tyden), v intervalu mezi tietim a
Sestym tydnem nastalo zpomaleni rychlosti dlouzivého ristu (18—13 mm/tyden). V poslednim
u genotypu Dukat. Zobrazena spojnice trendu (Obr. 19) udava narast rychlosti dlouzivého
rastu rostlin v prubéhu sedmi sledovanych tydnti vegeta¢niho obdobi v in vitro podminkach.
Zpocatku se projevil vyznamny narust rychlosti ristu rostlin, od ¢tvrtého tydne strmost kiivky

ukazuje na zpomaleni ristu tfech zkoumanych genotypu.

100
€ 80
E
g 60
[72]
2
s 40
©
=
S 20

O T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Cas (tyden)
< Djambul2 Unikat O Dukat

Obrazek 19. Dlouzivy rast ti'i riznych genotypi Allium sativum v in vitro podminkich. Tmavé zeleny
kosoctverec — Djambul2; stiedné zeleny ctverec — Unikat; svétle zeleny trojuhelnik — Dukat; chybové
useCky — smérodatné odchylky stfedni hodnoty priméru vypocitané ze tfech opakovani; hodnota
korelac¢niho koeficientu pro Djambul2: 0,986, Unikat: 0,966, Dukat: 0,910; korela¢ni kiivka a hodnota
statistické vyznamnosti ukazuji nardst délek rostlin, viechny korelaéni koeficienty byly vyznamné na
hladiné vyznamnosti P = 0,05.

Narust velikosti listové plochy genotypu Djambul2 je zobrazen na Obr. 20. Nejvétsi
nartist listové plochy byl v obdobi mezi prvnim (44 + 8 mm?, 65 % z celkové velikosti listové

plochy) a tfetim (92 + 20 mm?, 29 % z celkové velikosti listové plochy) tydnem kultivace,
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kdy doslo k néarGstu novych listi. V dalSim obdobi nastal rist kofenové casti, zasychani
Spicek nejstarSich listd, tvorbé novych listi a zesileni rostlin. Listova plocha zpocatku
naristala rychlosti 45 mm?tyden, ve druhém tydnu byla rychlost ristu listové plochy
32 mm?tyden, v nasledujicich tydnech klesala rychlost ristu listové plochy 31—
22 mm?/tyden. Nariist susiny listové (Obr. 20) byl rozélenén do n&kolika fazi, s tvorbou
novych listd rapidné narGsta susina a to v rozmezi druhého (15 £+ 2 mg, tj. 80 % narast susiny
oproti prvnimu tydnu) a tetiho (28 = 2 mg) tydne a potom s tvorbou dalSich listd mezi patym
(35 £ 5 mg) a Sestym (70 £ 7 mg) tydnem kultivace. Obsah vody v rostlinnych pletivech (84—

85 %) se po celou dobu kultivace vyznamn¢é neménil.
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Obriazek 20. Listova plocha a hmotnost suSiny listi rostlin genotypu Djambul2 kultivovaného v in vitro
podminkach v pribéhu Sesti tydni. Srafovany sloupec — listova plocha; plny trojihelnik — suina listi;
prazdny kosoétverec — obsah vody v rostlinném pletivu; chybova tse¢ka reprezentuje smérodatnou
odchylku vypo¢itanou ze tii opakovani, v kazdém opakovani bylo 10 rostlin; sloupce s odliSnymi pismeny
a,b,c se statisticky vyznamné li§i na hladiné vyznamnosti P = 0,05.

Rust rostlin je v in vitro podminkach ovlivnén abiotickym stresem, kterému je rostlina
vystavena, tj. teplota pii kultivaci, uroven radiace, slozeni a pH kultivaéniho média. Je obecné
Znamo, 7e stres vyvola stresovou reakci, kterd aktivuje obranné mechanismy. U rostlin patfi
mezi takové obranné mechanismy piedev§im schopnost regenerace. Schopnost adaptace
umoznuje rostlindm zvysit jejich odolnost vii¢i stresoru postupnym otuzovanim. Kubota

(Kubota a Kozai, 1992) péstovali Solanum tuberosum L. v in vitro podminkach, sledovali
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rychlost rastu rostlin na MS médiu. Uvadi, Ze prvni dva tydny po piesazeni rostlin na Cerstvé
kultivaéni MS médium byla hodnota velikosti listové plochy rostlin nizka, rostliny se
adaptovaly na zménu, a poté zacala listova plocha zvySovat (az 3,3krat v patém tydnu), kdy
rostliny regenerovaly. Z vysledku této prace byl statistiky prikazny vliv genotypu na rychlost
dlouzivého riustu. Genotyp Djambul2 vykazoval nejvétsi zmény rychlosti dlouzivého riistu
v prvnich tydnech kultivace (po vysazeni na cerstvé kultivaéni médium), V zavéru
experimentu dosahoval zaroven nejvyssich hodnot (rychlost dlouzivého ristu 12 mm/tyden)
oproti dalsSim dvéma genotypiim. Genotyp Unikat mél nejnizsi rychlost dlouzivého ristu
v rozmezi 23—-12 mm/tyden. Vysledky ukazuji, Ze genotyp Dukat dosahoval maximalniho
dlouzivého ristu (28 mm/tyden) v obdobi mezi druhym a tfetim tydnem kultivace v in vitro
podminkach. Vyvoj listové plochy zpocatku sledovaného obdobi vykazoval vyznamny narust,
rust velikosti listové plochy se od pocatku postupné zpomaloval. Dosazené vysledky ukazuji
na postupné vyc€erpavani Zivin z kultivatniho média. Na zdklad€ téchto vysledkl lze

doporucit pasdzovani rostlin na cerstvé kultivaéni médium nejpozd¢ji po Sesti tydnech.

5.1.1 Vliv teploty na rychlost ristu

Srovnani rychlosti ristu ¢esneku Vv in vitro podminkach v zavislosti na kultivaéni
teplot¢ uvadi Obr. 21. Teplota kultivace rostlin Allium sativum muze ovlivnit pfeziti a
regeneraci rostlin po kryoprezervaci, proto bylo nutné zjistit, pti jaké teplot€ maji rostliny
vys8i schopnost regenerace. K nejvétSimu nartstu délky rostlin, tedy nejrychleji rostly
rostliny v prvnim tydnu kultivace a to ve vSech teplotnich variantach. Pii teploté 20 °C
rostliny vsech tii genotypt rostly statisticky vyznamné rychleji (v priméru o 20 mm/tyden)
nez pii teploté¢ 5 °C. Pti teploté 5 °C doslo k vyznamnému nartstu rostlin mezi prvnim a
druhym tydnem zejména u genotypu Unikat (78 mm/tyden) a poté pfirtstaly jiZ pomaleji (31—
17 mm/tyden). Pii teploté 20 °C byly patrné dva vétsi nartsty do délky u genotypu Djambul2.
V prvnim tydnu doSlo k ristu délky listové plochy na 52 + 4 mm, tfeti tyden se vyvijela
kotenova ¢ast rostlin a Spicky starSich listu postupné€ zasychaly, délka dosahovala 61 + 8§ mm,
Vv Sestém tydnu kultivace pii teploté 20 °C byl zaznamenan druhy vyrazny nartst listové
plochy a celkovy rist rostlin dosahl hodnot 76 + 6 mm. Tento proces se opakoval i u ostatnich
genotypu, avSak genotypy Unikat a Dukat vytvarely listovou plochu signifikantné rychleji nez
Djambul2. Nejvyssi rychlost rustu se projevila u genotypu Unikat, kde byla po Sesti tydnech

naméfena délka rostlin 106 = 9 mm, avSak rychlost ristu byla 17 mm/tyden. V Sestém tydnu
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kultivace pfti teplot¢ 20 °C bylo patrné u genotypu Dukat vyrazné zasychani Spicek list a
doslo i k poklesu celkové délky rostlin z 71 + 8 na 64 + 6 mm, rychlost rustu klesla z 23 na
10 mm/tyden. Existuje prace, ve které se autor zabyva predkultivaci rostlin Allium sativum,
resp. hleda vhodnou teplotu pro kultivaci rostlin pted kryoprezervaci (Keller, 2005). V jeho
praci byly pouzity teploty: nepietrzité 25 °C, kolisani teploty 25 °C pies den a -1 °C v noci
(16/8 h den/noc), a nepietrzit¢ 2 °C po dobu 10-12 tydnu. Nejvyssi pieziti (70-85 %) a
regenerace (40-60 %) se prokazala u varianty s kolisavou teplotou. Xu et al. (2008)
porovnava vliv teploty (15; 20; 25; 30 °C) na rychlost ristu rostlin Allium sativum v in vitro

podminkach, pticemz nejrychleji rostliny rostly pti 30 °C.
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Obriazek 21. Vyvoj ristu tfi genotypu rostlin Allium sativum v in vitro podminkach ovlivnény nizkou
(+5+ 1 °C) a vysokou (+20 = 1 °C) teplotou kultivace. Prazdny sloupec — pocate¢ni délka rostlin; Sikmé
pruhy — délka rostlin po 1 tydnu kultivace; vodorovné pruhy — délka rostlin po 3 tydnech kultivace; plny
sloupec — délka rostlin po 6 tydnech kultivace; chybova tsetka — smérodatna odchylka vypoétena z 20
rostlin kazdého genotypu, méfeni byla tfikrat opakovana.

5.1.2 Vliv sacharézy v médiu na rist rostlin

Zdrojem energie pro rust rostlin je sachar6za pro vysoky obsah uhliku. Kultiva¢ni
médium s riiznou koncentraci sacharozy (0; 15; 30; 60; 120 g I"*) ovlivnilo po Sesti tydnech
rast rostlin ¢esneku (Obr. 22). Rostliny kultivované na médiu bez sachardzy rostly vyrazné

1épe nez rostliny pé&stované pii maximalni koncentraci 120 g I™* sachardzy v médiu. Na médiu
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bez sachardzy, rostly nejlépe rostliny genotypu Djambul2, hodnota délky rostlin dosahovala
63 = 1,6 mm, pii koncentraci 15 a 60 g sachar6zy v médiu nejvice rostly rostliny genotypu
Unikat (pti 15 g I byla délka 93 + 2,2 mm, 60 g 1™ byla délka 61 + 2,6 mm), pfi koncentraci
30 g sacharézy v médiu nejlépe rostly rostliny genotypu Dukat (30 g I byla délka 62 + 1,2
mm). Nejpomalejsi rist byl prokazan pii koncentraci 120 g sachardzy v médiu a to u vSech tii
genotyptl rostlin, naopak ve vSech pfipadech se prokazala nejvhodnéjsi koncentrace 15 g It
sachardzy v kultivaénim MS médiu, vlivem kterého byly naméfeny hodnoty délky rostlin
Djambul2 60 + 1,8 mm, Unikat 93 + 2,2 mm a Dukat 70 = 2,1 mm. Ve své praci Xu et al.
(2008) uvadi optimalni koncentraci 12 g I* sachardzy pro riast ¢esneku, ktera je srovnatelna

s naSimi vysledky.
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Obrazek 22. Vliv koncentrace sacharézy v kultivaénim MS médiu na rist rostlin Allium sativum Prazdny
sloupec — Djambul2; S§ikmé pruhy — Unikat; vodorovné pruhy — Dukat; chybova tusefka — smérodatna
odchylka stiedni hodnoty priméru vypoc€itana ze tfi opakovani; mald pismena predstavuji statistické
hodnoceni prikaznosti rozdilia délky rostlin pro dany genotyp; shodna pismena u jednotlivych genotypi
se statisticky vyznamné neli$i na hladiné spolehlivosti P = 0,05.
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5.1.3 Odolnost rostlin Allium sativum viéi mrazu

Mrazové poskozeni rostlin ¢esneku nizkymi teplotami a jejich schopnost regenerace je
patrna na Obr. 23. Mira poskozeni rostlin mrazem byla stanovena pomoci méfeni elektrické
vodivosti vodného roztoku se vzrostnymi vrcholy ¢esneku, tj. vytokem elektrolytl z mrazem
poskozenych bun¢k vzrostnych vrcholi ¢esneku. Poskozeni rostlin mrazem se snizujici se
teplotou postupné stoupa, hodnota letalni teploty LTso je pii teploté -14,3 °C u genotypu
Djambul2. Na rozdil od poSkozeni, regeneracni schopnost rostlin ¢esneku s postupnym
snizovanim teplot klesa, hodnota LTsy byla stanovena na teplotu -8,2 °C. Warnock et al.
(1993) uvadi u cibule letalni teplotu po 7 denni chladové kultivaci (10/5 °C den/noc) -6 °C a
po 14 denni kultivaci se LTsp zvySila na -3,1 °C. Hodnota LTsy pro poskozené rostliny
mrazem, stanovené pomoci regenerace rostlin byla, vypoctena -8,0 °C a hodnota LTsg
stanovena vytokem elektrolytl byla -13,8 °C. Vysledny rozdil mezi témito dvéma metodami
byl 5,8 °C. Metoda méfeni elektrické vodivosti vodného roztoku reagovala citlivéji na zmény
se shizujicimi se teplotami. Byla potvrzena hypotéza, ze se snizujici teplotou dochazi
K vy$simu poskozeni bunétné membrany a vysSimu vytoku elektrolyti. Metoda stanoveni
mrazového poskozeni rostlin Allium sativum pomoci regenerace rostlin se ukazala jako méné
vhodna, vysledky byly velmi rozkolisané a vyhodnocovani velmi obtizné (Obr. 24). Tato
metoda se ukazala z materialového hlediska a ¢asové velmi naro¢na a pracnd, avSak pro
exaktni stanoveni mrazového poskozeni rostlin a potvrzeni rozdilnosti LTso ihned po zasahu
se ukazala jako vhodna. Stanoveni regenerace rostlin po 10 tydnech kultivace rostlin v in vitro
podminkach miize byt ovlivnéno fadou faktort a svéd¢i spiSe o regeneracni schopnosti rostlin

po jejich vystaveni stresoru nizké teploty.

63



Vysledky a diskuze

120 120

@ Regenerace B Mrazové poskozeni

100 - + 100

80 -

60 -

40 -

Regeneruijici rostliny (%)
100 (%) - poskozeni rostlin mrazem (%)

20

——mmmm e e e o

Teplota (°C)

Obrazek 23. Vliv nizké teploty na trovein mrazového poskozeni méireného vytokem elektrolytu a
regeneraci rostlin Allium sativum v in vitro podminkach. Regenerace rostlin po 10 tydnech kultivace na
MS médiu pfi teploté 20+1 °C. Mrazovy test byl takovy, Ze po nukleaci média v tekutém dusiku a po
mrazovém testu v utra-kryomatu RUK 50 (MGW LAUDA, Némecko) byly rostliny vysazeny na MS
kultiva¢ni médium a byla sledovina jejich regenerace. V druhém pripadé byly po mrazovém testu
odebrany vzrostné vrcholy a pomoci vytoku elektrolyti byly stanoveny hodnoty urovné mrazového
poskozeni. Hodnotami byly proloZeny korela¢ni funkce a byl vypo¢itan korela¢ni koeficient regenerace:
0,986 a korelacni koeficient mrazového poskozeni: 0,991. Smérodatné odchylky jsou vypocitiny ze tii
opakovani u regenerace a ze ¢tyf opakovani u vytoku elektrolyti.
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Obrazek 24. Regenerace rostlin Allium sativum po mrazovém testu v in vitro podminkach. Regenerace
rostlin po 4 tydnech kultivace na MS médiu pfi teploté 20+1 °C, po nukleaci média v tekutém dusiku a po
mrazovém testu v utra-kryomatu (MGW LAUDA, RUK 50). K¥ivka znazoriuje sniZeni rychlosti ristu
odpovidajici regeneraci v zavislosti na aplikované teploté (foto autor).
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Obrazek 25 znazoriiuje nachylnost rostlin ¢esneku k mrazovému poskozeni po rizné
dob¢€ otuzovani (1-16 tydnli) pomoci vypoctenych hodnot LTsp. V prvnich dvou tydnech jsou
rostliny vi¢i mrazovym teplotdm nejodolnéj$i, hodnoty LTsy ziskané pomoci elektrické
konduktometrie jsou nizsi (-13 az -14 °C) nez hodnoty regenerujicich rostlin ¢esneku (-16 az
-17 °C) odecitané po 4 tydenni kultivaci. V ¢asovém rozmezi 4.—8. tydne maji regenerujici
rostliny stabilni hodnoty LTso (-16 az -17 °C). U regenerujicich rostlin nastava zlom od 8.
tydne, kdy hodnoty LTsg zacinaji klesat. Mezi 2. a 4. tydnem dochazi k poklesu hodnot LTsg
(z -13 °C na -4 °C) u otuzovanych rostlin méfenych pomoci elektrické vodivosti. V dalsich

tydnech jsou naméiené hodnoty LTso V rozmezi -4 az -9 °C a maji klesajici trend.
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Obrazek 25. Uroveii mrazového poskozeni méiena pomoci elektrické vodivosti vytoku elektrolytu rostlin
Allium sativum znazornéna pomoci hodnot LTs, a regenerace rostlin v rozmezi 16 tydnii otuZovani rostlin
pri kolisavé teploté 20/2+1°C a délce dne 16/8 h den/noc. Ziskanymi hodnotami byly proloZeny kiivky
korelacni polynomické funkce a byly vypo¢teny hodnoty korela¢nich koeficienti pro regeneraci: 0,7199 a
LTs0: 0,8917. Smérodatné odchylky jsou vypocitiny ze tii opakovani u regenerace a ze ¢ty opakovani u
konduktometrie.

Po 13 tydennim otuzovani rostlin jsou jiz hodnoty LTso u regenerujicich rostlin a u rostlin

meéfenych pomoci elektrické vodivosti téméf shodné a nachazeji se v teplotnim rozmezi -8 az

-10 °C. Von Fircks a Verwijst (1993) testovali Salix viminalis L. pii teplotach -1 az -5 °C.
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V obou pfipadech ziskali sigmoidalni kiivky, které se liSily v inflexnim bodu, coz bylo
zpusobeno stanovenymi podminkami (podchlazeni a nukleace) pii mrazovém testu. V naSich
experimentech bylo podchlazeni eliminovano nukleaci pfi -3 °C. NaSe vysledky odpovidaji

mrazovému poskozeni nezavisle na podchlazeni.

5.1.4 Délka dormance pacibulek rostlin

Dormance rostlin mize zpisobit zdrzeni pfi multiplikaci, a nebo mize zasdhnout do
regeneracni schopnosti dormantnich rostlin po kryoprezervaci. Experimenty byly postaveny
tak, aby byl zachycen pocatek vystupu rostlin z dormance. Byla testovana hypotéza, zda ma
skladovani pacibulek Allium sativum po sklizni pfi rozdilné teploté vliv na délku dormantniho
stadia rostlin. Experimentalni vysledky pozorujici délku trvani dormance u ¢tyfech genotypt
Allium sativum ukazuji obr. 26, 27 a 28. Skladovani pii nizsi teploté (+4 °C) ukazovalo na
schopnost ristu pacibulek v priméru asi po 4-5 tydnech od terminu sklizn¢ v zavislosti na
sledovaném genotypu Allium sativum, nejrychleji zacinal rasit genotyp Unikat (Obr. 26).
Skladovatelnost pacibulek tohoto genotypu tedy byla niZ§i, oproti ostatnim genotypim. Pfi
teploté +4 °C nastava v obdobi mezi 5-11 tydnem po sklizni poruseni dormance, kdy vzrostné
vrcholy v pacibulkach zacinaji rast. Tato teplota udrzuje pacibulky v dobré kondici po
dlouhou dobu 11-23 tydnu po sklizni. Po tomto obdobi zad¢ind mirny pokles kli¢ivosti
pacibulek u sledovanych genotypt. Pacibulky skladované pii teploté +20 °C (Obr. 27) mély
celkové pomalejsi nastup, jejich kli¢ivost zac¢inala ve 3. tydnu po sklizni u genotypu Dukat,
V 5. tydnu zacal riist genotyp Djambul2, 6. tyden byl zaznamenan rist genotypu Ropal a v 7.
tydnu po sklizni zacal proriistat i genotyp Unikat. Obdobi mezi 5—15 tydnem je prechodné,
kdy pacibulky postupné zvySuji svou kli¢ivost a vystupuji z dormance. Pfiblizné¢ do 23. tydne
byla u vSech genotypi pozorovana nejvyssi klicivost, po tomto obdobi klic¢ivost pacibulek
opét pomalu zacina klesat. Zajimavé rozdily mezi jednotlivymi genotypy nastaly pfi teploté
skladovani pti 30 °C (Obr. 28), kdy jako prvni zacinal prorustat genotyp Ropal a to v 6. tydnu
po sklizni, 7. tyden roste Djambul2, nasleduje pomérné dlouha perioda a teprve v 16. tydnu se
ukazuje rust tohoto genotypu, stejné jako u genotypu Unikat. V rozmezi 14-22 tydne byla
nejvyssi klicivost zaznamenéna u genotypu Ropal, ostatni tfi genotypy mély sv€é maximum
mezi 18-23 tydnem. Teplota skladovani pacibulek ptfi +30 °C negativné ovlivnila jejich
vitalitu a schopnost prorustani, tim mulze byt sniZzena Uroven regenerace po kryoprezervaci.

Pti teplotach nad 16 °C se aktivuji enzymy, které §tépi disacharidy na jednoduché cukry a
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potom dochazi k raseni rostlin (Pak et al. 1995). Skladovanim pacibulek pfi teploté pod touto
hranici by mélo byt dosazeno maximalni délky pro udrzeni jejich vitality. Kryoprezervace
dormantnich pacibulek dosud neni znama. Pro uchovani rostlin v ultra-nizkych teplotach se
alternativné pouzivaji dormantni pupeny napt. jabloné (Forsline et al., 1998), jasan (Volk et
al., 2009), kaki (Matsumoto et al., 2001).
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Obriazek 26. Délka trvani obdobi dormance pacibulek genotypi Allium sativum (Djambul2, Dukat, Ropal,
Unikat) od sklizné po sniZeni Zivotaschopnosti v zavislosti na teploté (+4 °C), pri které byly pacibulky
skladovany. Hodnoceni rustu bylo provedeno s¢itaci metodou rostoucich rostlin v raselinovém substratu
po 3 tydnech od vysadby. Nejvyssi procento proristani bylo zjiSténo u pacibulek skladovanych pii +4 °C u
genotypu Ropal.
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Obrazek 27. Délka trvani obdobi dormance pacibulek genotypu Allium sativum (Djambul2, Dukat, Ropal,
Unikat) od sklizné po sniZeni Zivotaschopnosti v zavislosti na teploté (+20 °C), p¥i které byly pacibulky
skladovany. Hodnoceni ristu bylo provedeno s¢itaci metodou rostoucich rostlin v raselinovém substratu
po 3 tydnech od vysadby. Nejvyssi procento prorustani bylo zji§téno u pacibulek skladovanych pii +20 °C
u genotypu Dukat a Unikat.
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Obriazek 28. Délka trvani obdobi dormance pacibulek genotypi Allium sativum (Djambul2, Dukat, Ropal,
Unikat) od sklizné po sniZeni Zivotaschopnosti v zavislosti na teploté (+30 °C), p¥i které byly pacibulky
skladovany. Hodnoceni ristu bylo provedeno séitaci metodou rostoucich rostlin v raselinovém substratu
po 3 tydnech od vysadby. Nejvyssi procento proruastani bylo zjisténo u pacibulek skladovanych pii +30 °C
u genotypu Ropal.
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Obriazek 29. Primérna rychlost proristani pacibulek Allium sativum u ¢ty genotypi v ¢asové zavislosti,
pri rozdilné teploté skladovani (+4, +20, +30 °C). Hodnoty byly statisticky zhodnoceny metodou ANOVA
na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Priikazné nejvhodnéjsi teplota pro skladovani byla p¥i +4 °C, vyznamné
se lisila od 6. tydne kultivace.

Vliv teploty skladovani je zobrazen na Obr. 29, kde je znazornény rist rostlin v ¢asové
zavislosti. Pacibulky byly postupné vysazovany do raSelinového substratu a byl sledovan
jejich rast. Nejlepsi vysledky byly dosaZzeny pii skladovaci teploté¢ +4 °C. Rostliny pomérné
brzy vystoupily z dormantniho obdobi a zacaly prorastat, na Obr. 30 je pocet rostoucich
rostlin jednotlivych genotyptl, které byly hodnoceny. Pii vysoké teploté¢ skladovani (+30 °C)
pacibulky vSech genotypil prortistaly velmi pomalu a jejich maximum optimalniho rastu bylo
vyrazné zkraceno. Nejvhodnéjsi dobou pro vysadbu pacibulek se ukazuje obdobi mezi druhou
polovinou fijna a prvni polovinou prosince, kdy jiZ doslo k poruseni dormance. V této dobé se
obvykle ¢esnek vysazuje také na pole. Péstitelé Cesneku radi, Ze vysadba strouzka ¢esneku by
neméla byt predCasnd z divodu napadeni cesneku predevsim fusariosou hnilobou a teplota

pudy by méla trvale klesnout pod 9 °C (Kozéak, 2011).
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Obrazek 30. Vliv teploty na skladovani pacibulek Allium sativum Pacibulky byly sladovany pfi teplotach
+4, +20, +30 °C. Hodnoceni rustu bylo provedeno sc¢itaci metodou rostoucich rostlin v raselinovém
substratu po 3 tydnech od vysadby. Nejvyssi procento prorustani bylo zjisténo u pacibulek skladovanych
pri +4 °C.
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Obrazek 31. Osmoticky potencial stanoveny pro pacibulky genotypu Djambul2, které byly skladovany po
dobu 80 dnu pFi teplotach +4, +20, +30 °C. Vypoctenymi hodnotami byly proloZeny korelac¢ni primky.
Smérodatné odchylky byly vypocteny ze tirech opakovani.
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Obrazek 32. Osmoticky potencial stanoveny pro pacibulky genotypu Dukat, které byly skladovany po

dobu 80 dnu pri teplotach +4, +20, +30 °C. Vypocétenymi hodnotami byly proloZeny korelacni primky.
Smérodatné odchylky byly vypocteny ze tirech opakovani.
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Obrazek 33. Osmoticky potencial stanoveny pro pacibulky genotypu Unikat, které byly skladovany po

dobu 80 dnu pFi teplotach +4, +20, +30 °C. Vypocétenymi hodnotami byly proloZeny korelac¢ni primky.
Smérodatné odchylky byly vypocteny ze tirech opakovani.
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Obriazek 34. Osmoticky potencial stanoveny pro pacibulky genotypu Ropal, které byly skladovany po
dobu 80 dnii pfi teplotach +4, +20, +30 °C. Vypocltenymi hodnotami byly proloZeny korela¢ni primky.
Smérodatné odchylky byly vypocteny ze tiech opakovani.

Osmoticky potencial stanoveny v pacibulkach u étyfech genotypt rostlin (Djambul2,
Dukat, Unikat a Ropal) ukazuje na zmény, které probihaji pfi postupné dehydrataci rostlin
béhem skladovani (Obr. 31, 32, 33 a 34). Hodnoty osmotického potencialu v ramci genotypt
Klesaly v pofadi Djambul2 (zde byl zaznamenan nejvyznamngj$i pokles osmotického
potencialu pii vSech sledovanych teplotach skladovani (Obr. 31), dosahoval téméf
dvojnasobné hodnoty), Unikat (Obr. 33), Ropal (Obr. 34) a Dukat (Obr. 32). Pravé genotyp
Dukat vykazoval nejmensi zmény osmotického potencidlu a to ve vSech teplotnich variantach.
S ohledem na relativni vzdusnou vlhkost pfi skladovani pacibulek cEesneku dochazelo
K nejvyznamnéj§im zménam pii teploté skladovani +30 °C. Hodnoty relativni vzdusné
zmény osmotického potencidlu ovlivnény silngj§i dehydrataci vzorkl.. Relativni vzdu$na
vlhkost, ktera byla métena pii 20 °C, dosahovala hodnot 45-50 %. Nameétené hodnoty
relativni vzdusné vlhkosti pii +4 °C byly V rozpéti 35-45 %. Osmoticky potencidl ¢esneku
kultivované¢ho na rtizné koncentrovaném MS médiu (10-200 % soli MS média) dosahoval

hodnot od -0,6 do -1,4 MPa, ¢im vyssi koncentrace soli v médiu, tim byl osmoticky potencial
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niz8i (Ikeda et al. , 2002). Podobny trend v hodnotach osmotického potencialu byl
zaznamenan U planiky (Navarro et al., 2007) a také v této praci, s delsi dobou skladovani se

snizoval osmoticky potencial.
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Obrazek 35. Gramy vody vztaZené na gramy suSiny stanovené pro pacibulky genotypu Djambul2, které
byly skladoviny po dobu 96 dnii p¥i teplotach +4, +20, +30 °C. Vypoétenymi hodnotami byly proloZeny
linearni korela¢ni piimky. Kriticka hodnota vybérového korela¢niho koeficientu pro genotyp Djamubul2
pri +4 °C byl 0,987, pri 20 °C 0,984 a pri teploté +30 °C byl 0,987 vysoce vyznamny na hladiné
spolehlivosti P = 0,05.
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Obrazek 36. Gramy vody vztaZené na gramy susiny stanovené pro pacibulky genotypu Dukat, které byly
skladovany po dobu 96 dni pii teplotiach +4, +20, +30 °C. Vypoétenymi hodnotami byly proloZeny
linearni korela¢ni pfimky. Kritickd hodnota vybérového korela¢niho koeficientu pro genotyp Dukat pii
+4 °C byl 0,988, pti 20 °C 0,978 a pii teploté +30 °C byl 0,979 vyznamny na hladiné spolehlivosti P = 0,05.
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Obrazek 37. Gramy vody vztaZené na gramy suSiny stanovené pro pacibulky genotypu Unikat, které byly
skladovany po dobu 96 dnii pii teplotach +4, +20, +30 °C. Vypoctenymi hodnotami byly proloZeny
linearni korelaéni primky. Kriticka hodnota vybérového korelacniho koeficientu pro genotyp Unikat pii
+4 °C byl 0,986, pri 20 °C 0,976 a pri teploté +30 °C byl 0,984 vyznamny na hladiné spolehlivosti P = 0,05.

1,02 - “é/

0,98 T T . .
0 20 40 60 80 100
¢ Ropal 4 Ropal 22 A Ropal 30

gramy vody/gramy susiny (gv/gs)
[EEY
fo)
(@]

Obriazek 38. Gramy vody vztaZené na gramy suSiny stanovené pro pacibulky genotypu Ropal, které byly
skladovany po dobu 96 dni pii teplotiach +4, +20, +30 °C. Vypocétenymi hodnotami byly proloZeny
linearni korela¢ni pfimky. Kritickd hodnota vybérového korelacniho koeficientu pro genotyp Ropal pii
+4 °C byl 0,986, pti 20 °C 0,979 a pii teploté +30 °C byl 0,976 vyznamny na hladiné spolehlivosti P = 0,05.

Prepoctené hodnoty obsahu vody na gramy vody v poméru ku gramiim suSiny maji ve

vsech variantach stoupajici trend (Obr. 35, 36, 37 a 38). Obsah vody Vv pacibulkach se pfi
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skladovani snizil u vSech genotypl. Nejvyssi snizeni bylo zaznamendno u genotypu Dukat
(76,8 %) pii teploté skladovani +30 °C po étyfech mésicich (Obr. 36). Genotyp Ropal (Obr.
38) si po ctyfech mésicich skladovani pii +30°C zachoval nejvyssi obsah vody (91,1 %).
Genotypy Unikat (Obr. 37) a Djambul2 (Obr. 35) snizily obsah vody pii +30 °C (Unikat
84,7 % obsahu vody, Djambul2 82,1 % obsahu vody). Obsah vody stanoveny pfi skladovani
Vv teploté +20 °C byl u vSech sledovanych genotypu velmi vyrovnany, a to Djambul2: 93,9 %,
Dukat: 93,7 %, Unikat: 93,1 % a Ropal: 94,4 %. Po ¢tyfech mésicich skladovani pacibulek
vteplot¢ +4 °C bylo dosazeno rozdilnych vysledki. Signifikantni rozdil na hladiné
vyznamnosti P = 0,05 v obsahu vody byl nalezen mezi pacibulkami genotypu Unikat (82,2 %)
a Ropal (89,5 %). Genotyp Dukat (84,7 %) a Djambul2 (87,4 %) m¢ly prokazatelny rozdil na
hladiné vyznamnosti P = 0,1 v obsahu vody. Obsah vody vV pacibulkach koreloval
s osmotickym potencidlem. Zavislost obsahu vody na ¢ase m¢la klesajici trend stejné tak jako
osmoticky potencidl ve vSech sledovanych variantach. Na velikosti poklesu obsahu vody
zavisi uroven regenerace rostlin. Pii vysoké ztrdt€ vody dochazi ke snizovani
Zivotaschopnosti a regenerace a tim je ovlivnéna GspéSnost kryoprezervace. Byla potvrzena
hypotéza o vlivu teploty na délku dormance pacibulek. Nejvhodnéjsi teplota pro skladovani
byla ur¢ena teplota +4 °C pro vSechny genotypy.

Dosazené vysedky splnily dil¢i cil charakteristiky vné&jSich podminek plsobicich na
fyziologické vlastnosti rostlin Cesneku. Vnéj§i podminky byly upraveny optimalizaci
kultivacni teploty na 20 °C, obsahem sachardzy v kultivacnim médiu o koncentraci 15 g 1"
vedouci ke zvySeni regenerace rostlin po kryoprezervaci. Vliv vnéjSich podminek na rist
rostlin byl potvrzen na tfech genotypech ¢esneku. Mrazovymi testy byla protvrzena hypotéza
rozdilnosti odolnosti rostlin ¢esneku vic¢i mrazu, avSak nepotvrdila se hypotéza o vlivu
otuzovani rostlin a tim zvySeni jejich odolnosti vii¢i mrazu. Hypotéza vlivu teploty na délku

dormance pacibulek byla potvrzena na ¢tytfech genotypech ¢esneku.

5.2 Fyziologické vilastnosti vegetativnich orgdnii

5.2.1 Riistové charakteristiky

Rustové charakteristiky rostlin Allium sativum pomoci ¢istého vykonu asimilace,
relativni rychlosti ristu susiny a listové plochy pomohla odhalit zakladni principy riistu rostlin

vin vitro podminkach. Cisty vykon asimilace (NAR) mé&l nejvyssi nariist hodnot mezi
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Ctvrtym a patym tydnem kultivace (Obr. 39), vyjadfuje nartst produktivity asimila¢niho
aparatu rostlin. Mirny pocate¢ni nartst (z 18,3 na 20,3 g m™ den'l) odpovida rychlosti rtstu
listové plochy v gramech vztazené na jednotku listové plochy, v pribéhu tietiho tydne doslo
K postupnému zasychani Spicek starSich listd, tedy snizeni listové plochy, a tim doslo
k poklesu (17,9 g m™ den™) &istého vykonu asimilace. K vyraznému zvyseni NAR doslo
s nartistem novych listé v patém tydnu (39,3 g m™ den™). V této praci bylo prvné pouZito
ristové charakteristiky pomoci hodnot NAR na rostlinach ¢esneku kultivovanych v in vitro
podminkach, proto nebylo mozné pouzit srovnani této charakteristiky s rostlinami ¢esneku.
Kubota a Kozai (1992) popisuji pomoci zvysujiciho se Cistého vykonu asimilace (NAR)
ristové charakteristiky u bramboru kultivovaného v in vitro podminkach a zmény koncentrace
CO; v kultiva¢nich nadobach. Hlavnim zdrojem uhliku rostlin v in vitro podminkach neni
fotosyntéza, ale sachardza obsazena v kultivaénim médiu (Kotkova et al., 2012b). Relativni
rychlost rastu susiny (RGR RW) rostlin Allium sativum se zvySovala v zavislosti na ¢istém
vykonu asimilace (NAR), nejvyssi narist RGR RW byl zaznamenan v patém tydnu (9,7 %).
Relativni rychlost rstu asimila¢ni plochy (RGR RA) se vzhledem k velikosti listové plochy
(LAI) snizovala (ze 3,1 na 1,0 %). Relativni rychlost rustu suSiny se po Sesti tydnech
kultivace rajéat v in vitro podminkach vyuziva k charakterizaci vlivu zasoleni Aazami et al.
(2010). Podobné i v nasi praci doslo ke snizeni relativni rychlosti rustu. Rychlost tvorby
susiny (C) narustala po celou dobu sledovani (Obr. 40), rapidni nardst tvorby suSiny byl
zaznamenan s narustem novych listd v patém tydnu s rychlosti 21,9 g m? den™. Pokryvnost
listovi (LAI) poukazuje na hustotu porostu, kterd se zvySovala s nariistem listové plochy a
tvorbou suSiny. Integralni listova plocha (LAD) se v prvnich dvou tydnech mirn€ snizovala
(ze 2,8 na 2,6 m? den™), ve tietim tydnu byl zaznamenan zlom (2,3 m® den™), kdy doslo
Kk nardstu novych listi. Poté doslo k prudkému poklesu (1,7 m? den'l) integralni listové plochy

Vv disledku nardstu hmotnosti susiny.
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Obrazek 39. Riistové charakteristiky rostlin genotypu Djambul2 péstovanych v in vitro podminkach p¥i 20
£ 1 °C, &isty vykon asimilace (NAR) a relativni rychlosti ristu (RGR) v dobé kultivace. Srafovany sloupec
— Cisty vykon asimilace (NAR); prazdny kosoctverec — relativni rychlost ristu susiny (RGR RW); prazdny
trojuhelnik — relativni rychlost ristu asimila¢ni plochy (RGR RA); chybové usecky — vypoclitané
smérodatné odchylky ze tirech opakovani.
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Obriazek 40. Rychlost tvorby susiny (C ) rostlin genotypu Djambul2 v in vitro podminkach, pokryvnost
listovi (LAD) a integralni listova plocha (LAI) v &ase. Srafovany sloupec — rychlost tvorby susiny (C );
prazdny kosoétverec — pokryvnost listovi (LAD); prazdny trojuhelnik — integralni listova plocha (LAI);
chybova usecka — smérodatna odchylka vypoctena ze tiech experimentalnich opakovani.
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5.2.2 ZvySeni multiplika¢niho koeficientu rostlin

Multiplikace rostlin byla provedena pouze na genotypu Djambul2, a to z divodu
potieby vysokého poctu vstupniho rostlinného materialu. V1iv mechanické stimulace podpuci
rostlin ¢esneku na tvorbu novych rostlin uvadi Obr. 41. Zpusob natfezavani podpuci ze spodni
strany na Ctvrtiny tak, aby se stimuloval vzrostny vrchol K tvorbé novych rostlin, se ukazal
jako nejvhodnéjsi varianta pro multiplikaci rostlin ¢esneku bez pouziti rastovych regulatori.
Maximalni pocet rostlin, kterého bylo dosazeno pomoci mechanické stimulace vzrostného
vrcholu Cesneku, byl pocet vice nez 4 nové rostliny z jedné matetské rostliny. Podobného
vysledku bylo dosazeno pii stejném zptisobu nafezavani, ale pouze na dvé poloviny, kdy bylo
dosazeno hodnoty multiplika¢niho koeficientu 3. V ostatnich variantdch nebylo mechanické

poskozeni podpuci ¢esneku vyznamné ve srovnani s kontrolni variantou bez poSkozeni.

cela
polozena
polovina
1/2 podpuci
1/2 shora
Ctvrtina

1/4 podpudi
1/4 shora
dokola

Pocet novych rostlin (ks)

Obriazek 41. Mechanicka stimulace podpuéi rostlin Allium sativum jako stimula¢ni prvek pro rist a
tvorbu novych rostlin. Uvedené hodnoty v grafu jsou dosaZené hodnoty multiplika¢niho koeficientu pro
danou variantu. Smérodatné odchylky jsou vypoclitany ze ti'i opakovani, v kazdé varianté bylo pouZzito 10
rostlin ¢esneku. Cela - Kontrolni neposkozeny vzrostny vrchol esneku; poloZena - vzrostny vrchol
¢esneku poloZeny na kultivaéni médium; polovina - rozdéleny vzrostny vrchol ¢esneku na dvé podélné
poloviny; 1/2 podpuéi - nafiznuté podpuéi na polovinu; 1/2 shora - shora nafiznuty vzrostny vrchol
Cesneku; ¢tvrtina - podélné rozdéleny vzrostny vrchol ¢esneku na &tyfi dily; 1/4 podpudi - nafiznuté
podpuci na ¢tvrtiny; 1/4 podpudi - naFiznuty vzrostny vrchol ¢esneku; dokola - 5-6x nafiznuty vzrostny
vrchol €esneku na bazi.
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Obrazek 42. Rostliny genotypu ‘Djambul2’ v in vitro podminkach, A: kontrolni, B: mechanicka stimulace,
C: stimulace pomoci ristovych regulatorii NAA a BAP (foto autor).

Porovnani multiplikace rostlin znazorfiuje obrazek 42, na kterém jsou rostliny Allium
sativum L. genotypu 'Djambul2', které byly mnozeny pomoci mechanické stimulace a dale
pomoci ristovych regulatori. Kontrolni rostliny byly bez znamek poSkozeni a nemnoZili se.
Rostliny, které byly mechanicky stimulovany k rGstu nafiznutim podpuci, mély tendenci
k tvorbé novych rostlin. Nejvyraznéji byly tyto vysledky patrné na rostlinach, kde byly
aplikovany riistové regulatory. Rostliny v kombinacich riistovych regulatori 1 pmol 17 BAP
a 0,5 umol I NAA a zéarovei 0,3 pmol I BAP a 3 umol 1! NAA tvotily nové rostlin v in
vitro podminkach. Rostliny tvofily jak nadzemni ¢asti, tak také kotenily. P¥i nadmérné
koncentraci ristového reguldtoru NAA dochdzelo k vyznamnému nartistu kofenové c¢asti.
Kofteny byly ztloustlé, nadzemni ¢ast nejevila znamky poskozeni. Zasychani Spicek listh je
znamkou vycerpaného kultivacniho média, v tomto piipad¢ je potfeba namnozené rostliny od

sebe odd¢lit a presadit na nové Cerstvé kultivaéni médium.
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Obrazek 43. Stanoveni multiplika¢niho koeficientu (0 —12) rostlin Allium sativum péstovanych v in vitro
podminkach pri teploté 20+1 °C pomoci ruznych koncentraci rastovych regulatori auxinu NAA a
cytokininu BAP.

Hodnoty multiplikacniho koeficientu rostlin ¢esneku ziskané kombinacemi riistovych
regulatord uvadi Obr. 43. Nejvyznamnéjsi oblasti z pohledu multiplikace rostlin ¢esneku je
koncentrace 0,3 pmol 1" BAP a 3 pmol I NAA, kde byl zjistén pramémy podet 12 novych
rostlin z jedné rostliny. Nejvy$§imu poctu nové narostlych rostlin Cesneku odpovidaji
koncentrace 1 pmol 1" BAP a 0,5 umol 1" NAA, kdy narostlo v priméru 11 novych rostlin
z jedné vychozi rostliny. Tteti oblast vyskytu vys$siho rustu rostlin de novo se nachazi pti
koncentraci 0,4 pmol I BAP a 0,5 pmol I" NAA (vice nez 10 novych rostlin z jedné
rostlinu). Kim et al. (2003) pouzili tekuté médium s kombinaci rustovych regulatort 2-iP (0,5
mg I™Ma NAA (0,1 mg I") pro multiplikaci rostlin ¢esneku, kde dosahli az 15 rostlin
Vv subkultivacnim intervalu 9 tydnt. V oblasti koncentrace rustovych regulatori s nizkym
obsahem NAA byl pocet nové narostlych jedinci velmi nizky (04 rostliny). Obohacené
médium s ristovymi regulatory BAP (< 0,4 pmol 1) a NAA (< 0,4 pumol 1) o vyssich
koncentracich bylo pro riist novych rostlin velmi podptrné, pocet rostlin se pohyboval nad
hodnotou multiplikaéniho koeficientu 6. Riistovy regulator NAA o koncentraci 5 pmol I mél
negativni vliv na tvorbu a rlst novych rostlin. Pro multiplikaci ¢esneku je podle Roksana
(2002) nejvhodngjsi kombinace riistovych regulatorti 2-iP (0,5 mg 1), NAA (0,25 mg I™") a
BAP (1,5 mg I™"). Boltenkov a Zarembo (2005) uvadi jako nejvhodngjsi koncentrace pro
mnozZeni Sesneku 0,5 mg 1" NAA a 2 mg I* BAP. Ellis et al. (2006), Fereol et al. (2005) a
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Kim et al. (2006b) dosahuji 5,3—7,1 % regenerace rostlin po kryoprezervaci a 60—-80 % tvorby
pacibulek pomoci rastovych regulatori NAA, BAP a IBA. Prace Xu et al. (2008) se téméf
shoduje s nasimi vysledky, kdy dochazi v oblasti s koncentraci riistovych regulatort 1 mg 1™

NAA a 1 mg It BAP k nejvyssimu poétu (17) novych rostlin.

5.2.3 Hyperhydratace, obsah vody a obsah chlorofyli

Dalsimi faktory, které ovliviiovaly rust rostlin v in vitro podminkach, byly obsah vody
Vv pletivech rostlin a obsah fotosynteticky aktivnich pigmentt v listech rostlin. Naméfené
hodnoty celkového obsahu vody, vodniho sytostniho deficitu a vypoétené hodnoty gv/gs
(gramy vody / gramy suS$iny) v pletivech kontrolnich rostlin a rostlin, které mély abnormdalni

rust zaptic¢inény hyperhydrataci pletiv, znazoriiuje Obr. 44.
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Obrazek 44. Obsah vody (%), vodni sytostni deficit (VSD, %) a vypoctené hodnoty gv/gs (gramy vody /
gramy su$iny) u hyperhydratovanych a kontrolnich rostlin Allium sativum v in vitro podminkach
kultivovanych p¥i teploté 20+1 °C. Smérodatné odchylky jsou vypocitany ze ti'i opakovani.

Z obrazku 44 je patrné, ze rostliny, které maji hyperhydratovana pletiva dosahuji

vy$$i hodnoty obsahu vody (93,6 = 2 %) oproti rostoucim kontrolnim rostlinam Allium
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sativum (87,0 £1 %). Ziskané hodnoty pro rostliny s hyperhydratovanymi pletivy byly
statisticky vyznamn¢ odlisné od hodnot naméfenych u kontrolnich rostlin s normalnim rastem
na hladin¢ vyznamnosti P = 0,05. Pro hodnoceni vodniho sytostniho deficitu jsou definovany
tfi kategorie, do 20 % VSD oznacuje za provozni, v rozmezi 20—40 % VSD se jedna o fazi
vadnuti a nad 40 % VSD hodnoti jako f4zi zasychani. Z toho Ize usoudit, Ze hyperhydratovana
pletiva jevila znamky Zivota, méla zachovany metabolismus, avSak nebyla vitalni. Skupina
kontrolnich rostlin ¢esneku se tedy podle tohoto ¢lenéni dostala do faze vadnuti. Bylo tedy
vhodné tyto rostliny pasédzovat na nové kultivacni médium. Vyssi obsah vody mize vyvolat
antioxidacni reakci, ktera miize vést k poSkozeni bunék, naruSeni metabolické funkce az ztraté
buné¢éné integrity (Wu et al., 2009). Ziskané hodnoty obsahu vody ukazuji na pomér vody a
susiny v rostliné. U hypehydratovanych rostlin byl nalezen vys$i pomér v gramech vody na
gramy suSiny nez u kontrolnich rostlin, tato skutec¢nost koreluje se zjiSt€énym vysokym
obsahem vody pravé u hyprehydratovanych rostlin. Bylo prokdzano, Ze hyperhydratované
rostliny obsahovaly vyssi procento vody v pletivech oproti kontrolnim rostlindm.

Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze koncentrace fotosyntetickych pigmenti u varianty
s kontrolnimi rostlinami, bez poskozeni hyperhydrataci dosahuji vyssich hodnot (Obr. 45).
Tyto rostliny Gesneku obsahuji pomémé vysoky podil karotenoidi (0,355 + 0,003 mg g™).
Vyssi obsah (a to az 0 0,025 mg g™) je potom u chlorofylu a, kde dosahuje 0,381 + 0,007 mg
g*. Porovname-li hodnoty chlorofylu b a karotenoidy, potom miiZzeme sledovat az o &tvrtinu
niz&i hodnoty pravé u chlorofylu b, kde hodnoty dosahuji 0,266 + 0,002 mg g™ (Obr. 46).
Stajner a Varga (2003) sledovali obsah chlorofyld u rostlin ¢esneku Vv ex vitro podminkach,
uvadsji hodnoty pro obsah chlorofylu a 1,64 mg g™, pro chlorofyl b potom 0,58 mg g™, pro
karotenoidy az 2,57 mgg'. Pomér obsahu chlorofyli a/b (2,82) v jejich podminkach byl
dvojnasobné vyssi oproti vypoctenému poméru chlorofylt kontrolnich rostlin (1,43)
stanovenych v in vitro podminkadch vtéto praci. Rostliny vin vitro podminkach
spotfebovavaji uhlik ze sachardzy, ktery je obsazen v kultivaénim médiu. Tim muize byt
zpusobeny snizeny vykon fotosyntézy (Caillot et al., 2009).V experimentu byly porovnany
hyperhydratované rostliny, u kterych dosahovaly hodnoty chlorofylu a 0,055 + 0,002 mg g,
coz odpovida téméf dvojnasobku obsahu chlorofylu b, u kterého byly naméfeny hodnoty
0,029 £ 0,002 mg g™. Obsah karotenoidii u hyperhydratovanych rostlin byl potom stanoven
na 0,045 + 0,003 mg g™

Vysledky poukazuji na skuteCnost, Ze hyperhydratované rostliny vykazovaly

statisticky prikazné niz§i obsah fotosynteticky aktivnich pigment oproti rostlindm, které
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rostly normalné a nebyly hyperhydratované. Vyznamny vliv ma hyperhydratace pii regeneraci
rostlin po Kkryoprezervaci. Srovnavaci tabulka (Tab. 7) porovnava celkovy podil
fotosynteticky aktivnich pigmenti u hyperhydratovanych rostlin a kontrolnich rostlin
cesneku. Rozdil byl témét osmindsobné vétsi u normalné rostoucich rostlin Allium sativum
(0,647 = 0,004 mg g'l) oproti hyperhydratovanym, kde celkové hodnoty chlorofyla
dosahovaly 0,083 + 0,003 mg g

Vzajemny pomér obsahu chlorofyli a a b byl nalezen vyssi u hyperhydratovanych
rostlin (chl. a/b: 1,968), ktery byl zptsoben vyssi degradaci chlorofylu b, pravdépodobné v
disledku zmén v metabolismu téchto rostlin (Wu et al., 2009). Podil chlorofylu a a b u

varianty s kontrolnimi rostlinami ¢esneku ¢inil 1,431.
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Obrizek 45. Obsah fotosynteticky aktivnich pigmentii genotypu Djambul2 (mg g7) kultivovanych v in
vitro podminkach pii teploté 20+1 °C. Smérodatné odchylky jsou vypoclitany ze tii opakovani. Byl
nalezen statisticky prikazny rozdil obsahu chlorofyli a a b. Vyznamny rozdil obsahu chlorofyli byl
nalezen u Kontrolnich rostlin i u hyperhydratovanych rostlin na hladiné spolehlivosti P = 0,05.

Pomér obsahu chlorofylti a a b uvad¢ji Stajner a Varga (2003) s hodnotou 2,827 a
celkovy obsah fotosynteticky aktivnich pigmentti v rostlinach ¢esneku péstovanych v ex vitro

podminkach potom stanovili na 2,220 mg g*. Bliz§i hodnoty nagim vysledkim potom
stanovili Wu et al. (2009), kteti uvadéli hodnotu poméru chlorofyli a a b 1,372 a celkovy
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obsah fotosyntetickych pigmentt stanovili na 0,1172 mg g'1 pro normalné¢ vyvinutg,
neposkozené, rostouci rostliny Cesneku; u hyperhydratovanych rostlin byl pomér obsahu
téchto pigmentl stanoven na 1,433 a celkovy obsah fotosynteticky aktivnich pigmentl je

vyjadten hodnotou 0,055 mg g™.

Tabulka 7. Porovnani obsahu fotosynteticky aktivnich pigmenti (FAP) rostlin genotypu Djambul2
kultivovanych Vv in vitro podminkach p¥i teploté 20+1 °C kontrolni a hyperhydratované.

Kontrola Hyperhydratované

FAP SD FAP SD
Chlorofyl a+b (mgg¢?) 0,64 0,007 0,08 0,001
Chlorofyl a/b 1,43 0,047 1,96 0,064
Chlorofyl b/a 0,69 0,022 0,51 0,016

Pozn. FAP: fotosynteticky aktivni pigmenty, SD: smérodatna odchylka. Smérodatné odchylky jsou
vypocitany ze tfi opakovani.

Obsah chlorofylu a, ktery je nutny pro pfeménu energie ve fotosyntéze, byl shodny u
genotypil rostlin Djambul2 (0,203 + 0,003mg g™*) a Dukat (0,203 + 0,003 mg g™), genotyp
Unikat (0,172 £ 0,002 mg g™*) mél niz§i obsah chlorofylu a (Obr. 22). U hyperhydratovanych
rostlin byl nalezen nejnizsi obsah chlorofylu a (0,028 + 0,001 mg g™) a to vice nez sedmkrat
naproti dvéma nejvyssim hodnotam. Nejvyssi obsah chlorofylu b byl stanoven u genotypu
Djambul2 (0,189 £ 0,002 mg g™), mén& potom u genotypu Dukat (0,176 mg g™*). Obsah
chlorofylu b u hyperhydratovanych rostlin (0,015 + 0,001 mg g™) byl nizsi vice nez
dvandctkrat oproti rostlindAm kontrolnim, Snormalnim rastem, coz potvrdilo hypotézu
nespravného metabolismu a poSkozeni rostlin. Podobné hodnoty byly naméfeny v praci Wu et
al. (2009), kde byl porovnavan obsah chlorofyli pro rostliny ¢esneku S normalnim ristem a
rostlin hyperhydratovanych (kontrolni chl. a: 0,26 mg g*, chl. b: 014 mg g
hyperhydratované chl. a: 0,13 mg g™, chl. b: 0,079 mg g™). Poskozeni hyperhydratovanych
rostlin bylo vobou pfipadech potvrzeno snizenym obsahem fotosynteticky aktivnich

pigmenti. Obsah fotosynteticky aktivnich pigmenti uvadi tabulka 7. Nejvyssi obsah

v

v

podminkach. Hyperhydratované rostliny mély témét dvojnasobnou hodnotu poméru obsahu
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chlorofylii naproti ziskanym hodnotam u genotypu Djambul2, to poukazuje na poskozeni

rostlin, které bylo potvrzené thynem rostlin.
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Obrazek 46. Obsah chlorofyli a a b v listech tii genotypid rostlin Allium sativum, kontrolni varianta
Vv porovnini s hyperhydratovanymi rostlinami péstovanymi v in vitro podminkach. Srafovany sloupec:
obsah chlorofylu a; plny sloupec: obsah chlorofylu b; chybova tsefka: vypocitana smérodatna odchylka z
trojiho opakovani; velka pismena odpovidaji statistickému hodnoceni obsahu chlorofylu a; mala pismena
predstavuji statistické hodnoceni obsahu chlorofylu b; shodna pismena se statisticky vyznamné neliSi na
hladiné spolehlivosti P = 0,05. Genotyp Unikat se vyznamné li§i v obsahu chlorofylu b od genotypi
Djambul2 a Dukat. Vyznamné rozdily obsahu obou méienych chlorofyld byly zjistény u
hyperhydratovanych rostlin.

Ziskané vysledky splnily diléi cil, ze fyziologické vlastnosti vegetativnich organt byly
na zéklad¢ riistové analyzy testovany a byla stanovena optimalni 6 tydenni délka subkultivace
rostlin v in vitro podminkach. Limitace zivinami, kdy jsou rostliny zavislé na pfijmu uhliku
predevsim z kultivacniho média, a to ze sacharozy, byla prokdzéna néartistem cistého vykonu
asimilace (NAR), rychlosti tvorby suSiny (C), relativni rychlosti ristu susiny (RGR RW),
integralni listové plochy (LAI) a sniZzenim relativni rychlosti ristu listové plochy (RGR RA) a
pokryvnosti listovi (LAD). Byla potvrzena hypotéza o zvySeni multiplikaéniho koeficientu
rostlin ¢esneku v in vitro podminkach. Potifebny pocet rostlin pro kryoprezervaci je 160 ks,
tohoto poctu lze dosahnout multiplikaci pomoci mechanické stimulace za 5 period
subkultivaci, proti tomu lze pouzit multiplikaci pomoci ristovych regulatord, kdy miizeme

obdrzet pozadovany pocet rostlin jiz béhem dvou period subkultivace. Negativni vliv
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hyperhydratovanych rostlin byl prokazan vysokym obsahem vody v pletivech kultivovanych
rostlin ¢esenku v in vitro podminkach. Tato porucha metabolismu muze snizovat regeneraci
rostlin po kryoprezervaci, proto doporucuji pouzivat pro kryoprezervaci pouze zdrave, vitalni

rostliny, bez znamek jakéhokoliv poskozeni.

5.3 Optimalizace sloZeni a koncentrace kryoprotektivnich latek

5.3.1 Kryoprezervace vzrostnych vrcholii ¢esneku

Preziti a regenerace vzrostnych vrcholi rostlin ¢esneku po kryoprezervaci je na
Obr. 47, znéhoz je patrny vliv koncentrace roztoku PVS3y (sachardza/glycerol, index x
ptedstavuje koncentrace PVS3 roztoku 30/30; 35/35; 40/40; 45/45; 50/50 w/v %) na pieziti a
regeneraci vzrostnych vrcholli ¢esneku v Casové zdvislosti po 30 minutach do 150 minut.
Pasobeni PVS3y roztoku po dobu 30 minut ma velmi nizky vliv na pieziti vzrostnych vrcholt
po kryoprezervaci a to ve vSech variantdch. Lze se domnivat, Ze jde o velmi kratkou dobu
pusobeni vitrifikacniho roztoku, a proto dochazi k nedostatecnému odnéti vody z bunék.
Naproti tomu PVS2 ma optimélni dobu plisobeni v rozmezi nejméné¢ 15 minut, nejdéle vsak
25 minut (Halmagyi et al., 2005). Optimalni doba pusobeni PVS3y roztoku na pteziti a
regeneraci vzrostnych vrcholl cesneku je 120 minut pro vSechny sledované varianty. Stejné
vysledky pfi pouziti vitrifikacniho roztoku PVS3 jsou uvadény napt. v pracich Benson,
(2008), Kim et al. (2006b) a Volk et al. (2006), zda se, ze ¢im je S$irsi interval doby
dehydratace, tim mens$i chyby se lze dopustit pii kryoprezervaci rostlinného materidlu.
Regenerace se zvySuje se snizenim obsahu vody na 27-33 % (Kim et al., 2005). Pro
kryoprezervaci vzrostnych vrcholii ¢esneku se z hlediska pfeziti a regenerace rostlin ukazuje
jako nejvhodnéjsi koncentrace PVS3y roztoku 40/40 % (wi/v) sacharoza/glycerol, kde bylo po
120 minutach pasobeni roztoku dosazeno 22,3 % pieziti a 52,2 % regenerace rostlin (Obr.
48). Tato koncentrace je uspé$né pouzivana pfi kryoprezervaci rostlinného materialu napft.

Reed, (2008), Sakai a Engelmann (2007).
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Obrazek 47. Regenerace vzrostnych vrcholi ¢esneku genotypu Djambul2 po kryoprezervaci v zavislosti
na koncentraci PVS3, roztoku v ¢asovém rozmezi 30-150 min. Vzrostné vrcholy byly 24h predkultivovany
na MS médiu se zvySenym obsahem sacharoézy, poté byl aplikovan LS roztok po dobu 20 min, nasledné
byl vyménén za PVS3, roztok. Nejvyssi hodnoty byly ziskany po 120—150 min piisobeni PVS3 40/40, 45/45
a 50/50 % (w/v) poméru sacharoéza/glycerol. Naméifenymi hodnotami byly proloZeny korela¢ni krivky a
byly vypocteny korelaéni koeficienty pro jednotlivé ¢asy pusobeni PVS3, roztoki.

Jako nejmén€ vhodnd koncentrace PVS3y roztoku pro kryoprezervaci vzrostnych
vrcholll ¢esneku se ukédzala PVS3y roztoku 30/30 % (w/v) sachardza/glycerol. Vitrifikaéni
roztok s koncentraci 30/30 % (w/v) sacharoza/glycerol pro kryoprezervaci Cesneku zatim
nebyl publikovéan, ackoliv je zndma publikace, kde pro kryoprezervaci u rtiznych odrad
jabloni je pouzivana 50/30 % sachardza/glycerol (w/v) s regeneraci rostlin 46 az 55 %
(Halmagyi a Pinker, 2006). Kim et al. (2004a) uvadi ve své praci srovnani ruznych
kryoprotektivnich latek, kde se projevil s nejvysSim prezitim (97,0 %) po zamrazeni a s
uspéSnou regeneraci (80,4 %) standardni vitrifikaéni roztok PVS3 s koncentraci 50/50 %
(w/v) sacharéza/glycerol.

Porovnani pouziti kryoprotektivnich latek (PVS2 a PVS3) pfi zamrazovani popisovali
ve své praci Ellis et al. (2006), ktefi pouzivali jako rostlinny material meristematicka pletiva

Cesneku extirpovana ze strouzkd a ne z pacibulek. Z 12 genotypi mélo vyssi regeneraci po
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pouziti PVS2 5 genotypti, 4 genotypy zvysily regeneraci po kryoprezervaci po aplikaci PVS3
a 3 genotypy se projevily téméf shodné. Pomala dehydratace rostlinnych pletiv nastala pii
pusobeni vitrifikaéniho roztoku PVS3, a pro dostate¢nou ochranu rostlinného materialu byla
nutna minimalni doba u¢inku 120 minut (Kim et al., 2005). Pomoci regenerace rostlin v in
vitro podminkach bylo testovano pét kryoprotektivnich roztokd s riznou dobou téinku na
vzrostné vrcholy ¢esneku. Koncentrace s obsahem sachardzy a glycerolu nad 40 % w/v se
ukézaly jako vhodné pro kryporezervaci téchto rostlin, a to pti dobé plisobeni na vzrostné

vrcholy nejméné 120 minut.
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Obriazek 48. Regenerace vzrostnych vrcholi ¢esneku genotypu Djambul2 po kryoprezervaci v zavislosti
na ¢ase (30-150 min), pfi ruzné koncentraci PVS3, roztoku. Vzrostné vrcholy byly 24h predkultivovany
na MS médiu se zvySenym obsahem sacharozy, poté byl aplikovan LS roztok po dobu 20 min, nasledné
byl vyménén za PVS3, roztok. Nejvyssi hodnoty byly ziskany po 120 min pisobeni PVS3 40/40, 45/45 a
50/50 % (w/v) sacharéza/glycerol. Hodnotami byly proloZeny korela¢ni kiivky a byly vypodteny
korelaéni koeficienty pro jednotlivé ¢asy pasobeni PVS3, roztokii.

5.3.2 Termicka analyza

Na obrazku 49 je znazornéno vyhodnoceni termogramu pii ohfevu cerstvého

vzrostného vrcholu Cesneku, ktery nebyl dehydrovan. Miru dehydrace vzrostnych vrcholi
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¢esneku pomoci riznych koncentraci kryoprotektivnich roztoki znazoriiuje obrazek 50.
Hodnoty obsahu krystalické vody ve vzrostnych vrcholech byly ziskany pomoci diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie (DSC). Z hlediska obsahu krystalické¢ vody ve vzrostnych vrcholech
¢esneku bylo nejefektivnéjsi plsobeni dehydratace detekovano pii pouziti koncentrace
kryoprotektivniho roztoku PVS3y 50/50 % (w/v) sachardza/glycerol, a to az 1,39 %, coz je

desetkrat mensi koncentrace nez u varianty PVS3y roztoku 30/30 % (w/v) sachardza/glycerol.
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Obrazek 49. Piiklad endotermni kiivky cerstvého vzrostného vrcholu cesneku genotypu Djambul2,
méfeno diferen¢nim skenovacim kalorimetrem DSC TA 2920, hmotnost vzorku 10,060 mg, rychlost
chlazeni a ohfevu 10 °C/min, chlazeno do -55 °C. Graf zniazoriiuje pocateéni teplotu tani — onset -9,86 °C,
mnoZzstvi spotiebované energie, mnoZstvi krystalizované vody (32,78 %) ve vzrostném vrcholu (plocha
piku) a maximum piku — bod teploty tani na vrcholu kiivky tani -1,51 °C.

Dehydratace rostlin ZenSenu na hladinu 7,1 % obsahu vody nesnizuje jejich regeneraci
po Kryoprezervaci, rostliny s obsahem vody pii 22,6 % regeneruji na 26 % a pii vyS$im
obsahu vody (41,9 %) byla regenerace nulova (Kim et al., 2008). Vysoky obsah vody
zpusobil poSkozeni bunéénych membran a jejich semipermeabilitu (Panis et al., 2005).
Nejvyssi regenerace dosahovali pfi 12,5 % obsahu vody, a to 90,5 % (Kim et al., 2005).

v

krystalické vody bylo detekovano u cesneku s vitrifikaénim roztokem 30/30 % (w/v)
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sacharéza/glycerol, a to po celou dobu ptsobeni (od 30 minut do 150 minut) v porovnani

s dalsimi sledovanymi variantami.

45

40 A

35 A

30 A

Krystalizovana voda (%)
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Cas (min)

< 30/30 35/35 40/40 ® 45/45 & 50/50

Obrazek 50. Procento krystalické vody ve vzrostnych vrcholech ¢esneku genotypu Djambul2 v zavislosti
na dobé pusobeni (30-210 min) rizné koncentrovanych kryoprotektivnich roztoki (30/30; 35/35; 40/40;
45/45; 50/50 (w/v) % sacharéza/glycerol). Naméirenymi hodnotami byly proloZeny logaritmické kiivky
s korela¢nim koeficientem prikaznym na hladiné P<0,01.

S prodluzujici se dobou plisobeni PVS3y roztokli doslo ve vSech variantach ke
snizovani obsahu procenta krystalické vody. Pii koncentraci PVS3x 30/30 % (w/v)
sachardza/glycerol se obsah krystalické vody ve vzrostnych vrcholech ¢esneku pouze ptiblizil
k 15% hranici obsahu krystalické vody. Se zvySujici se koncentraci kryoprotektivnich PVS3y
roztokl doslo ke snizovani obsahu krystalické vody ve vzrostnych vrcholech ¢esnekd. Pro
zamrazovani vzrostnych vrcholi Cesneku se ukazala vhodna koncentrace PVS3y roztoku
50/50 % (w/v) sachardza/glycerol ze zkoumanych. Vliv ruznych ¢asovych intervalt pfi
puasobeni vitrifikaéniho roztoku PVS3 porovnavali pomoci termické analyzy ve své praci Kim

et al. (2006a). Méma tepelna energie (entalpie) pii chlazeni udavala 1,7 J g™ Gerstvé hmoty a
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pii ohfevu -2,2 J g'léerstvé hmoty. Regeneraci rostlin potom udavali na 80,4 % pii pouziti
vitrifika¢niho roztoku PVS3 s dobou tu¢inku 120 minut.

Bylo zjisténo, Ze ucinek kryoprotektvniho roztoku PVS3 na mnozstvi krystalické vody
je zéavisly na délce puisobeni. Procento krystalické vody (plocha piku) je v tomto ptipadé
pomérné vysoké (32,8 %). Tab. 8 uvadi procento krystalické vody v meristematickém pletivu
Cesneku v zavislosti na ¢ase pro jednotlivé kryoprotektivni roztoky, kterymi byla prolozena
statisticka funkce nelinearni korelace (Obr. 51, A-E) a byl vypocten korela¢ni koeficient s R
prikaznym na hladin¢ P<0.01.

Nejnizsi schopnost dehydratace meristematickych pletiv a nejvyssi procento
krystalické vody byl detekovan u PVS3 30/30 (13,89 %) a to po celou dobu pisobeni od 150
minuty Vv porovnani s dal§imi sledovanymi variantami. Nejvy$s$i schopnost dehydratace a
nejnizsi procento zkrystalizované vody byly u PVS 50/50, a to az 1,4krat mén¢ nez u varianty
PVS3 30/30, uvedené vysledky koreluji s hodnotami pro vitrifika¢ni roztok PVS3 v ¢asovém
rozpéti 150-180 min v praci Kim et al. (2005).

Tabulka 8. Procento krystalické vody v zavislosti na ¢ase dehydratace kryoprotektivnich roztoki PVS
S riznou koncentraci sacharozy/glycerolu. Namérenymi hodnotami byly proloZeny logaritmické krivky s
R prikaznym na hladiné P<0.01.

Dehydratace v PVS

Ovlivnéni 24 20 30 60 90 120 150 210 Korela¢ni rovnice R**
hod min

derstvé 30,8
24hCi3 54,5
20 min LS 38,9
PVS 30/30 26,9 21,3 172 156 14,8 139 y=-6,97Ln(x) + 49,8 0,980
PVS 35/35 257 116 113 104 57 2,6 y=-10,88Ln(x)+60,4 0,955
PVS 40/40 149 101 90 83 46 2,2 y=-6,18Ln(x)+ 36,1 0,973
PVS 45/45 87 77 61 41 18 14 y=-414Ln(x)+23,7 0,956
PVS 50/50 78 6,7 48 20 14 10 y=-399Ln(x)+220 0,960

Pozn. V prvnim fadku je hodnota procenta krystalické vody, ve druhém Fadku je hodnota po 24 h
kultivaci vzrostnych vrcholi na kultivaénim MS médiu se zvySenym obsahem sacharozy. Treti Fadek
odpovida 20 min v roztoku LS (z angl. loading solution), nasledujici fadky odpovidaji ptisobeni razné
koncentrovanym Kkryoprotektivnim roztokiim.
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Obrazek 51. Srovnani tii genotypu Allium sativum po dehydrataci PVS3, v ¢asovém rozpéti od 30 do 210
min. Krystalickd voda méi‘ena pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) integraci piku vydélené
tepelnou kapacitou 333 J g K™ vztaZeno na mnoistvi vody. A PVS3 30/30 (w/v) % sacharéza/glycerol; B
PVS3 35/35 (w/v) % sacharéza/glycerol; C PVS3 40/40 (w/v) % sachardza/glycerol; D PVS3 45/45 (w/v) %
sacharo6za/glycerol; E PVS3 50/50 (w/v) % sacharoéza/glycerol.

Obsah krystalické vody v meristematickych bunikdch vzrostnych vrcholli cesneku
klesa s prodluzujici se délkou pusobeni kryoprotektivniho roztoku, nejvyraznéjsi sniZeni
obsahu vody nastalo u varianty PVS3 50/50, kdy doslo k piekroc¢eni hranice 1 gv/gs (Obr. 52)
v ¢asovém useku 90-120 minut. Pod hranici obsahu vody 1,5 gv/gs se dostala PVVS3 40/40 po
210 minutach, PVS3 45/45 po 150 minutach a PVS3 50/50 jiz v rozmezi 60- 90 minut.
Ukazuje se, Ze Cast vitrifikaéniho roztoku prochdzi bunéénou membranou a do urcité miry
nahrazuje vodu. Naméfena data ukazuji stejnou zavislost jako vysledky uvedené Volk a
Walter (2006), kde byla provedena studie termické analyzy na kryoprotektivnim roztoku
PVS2. Jejich vysledky potvrzuji, Ze etylenglykol a DMSO se dostavaji do bun¢k, kde vytvaii
biologické sklo, a tim chrani buiiky pfed negativnim vlivem nizké teploty a ristem ledovych
krystalti. Obsah vody se Vv nas$i praci snizil na v priméru na 0,7 gv/gs (Obr. 53). Lu a Liu
(2004) uvadi, ze obsah nemrznouci vody se nachazi v rozmezi 8,2-9,7 %, aktivita vody je

zavisla na bod€ mrznuti a obsah vody je pfimo umérny mnozstvi mrznouci vodé.

94



Vysledky a diskuze

45

R y = 49,887¢ 0%
S 35 - R*=0,7796
S 30 -
o
>
\g 25 -
S
o 20 A
N
E
S 15 A
-
X 10 - N

5 T \

0 ! T T T [ 1 T 1 I . —

LS 30/30 35/35 40/40 45/45 50/50
Typ PVS3,

Obrazek 52. Krystalizovana voda meristematickych pletiv vzrostnych vrcholii ¢esneku Vv zavislosti na
koncentraci vitrifika¢niho roztoku PVS3x po 120 min pisobeni, prvni sloupec odpovidd mnoZstvi
krystalizované vody meristematickych pletiv rostlin Allium sativum v zavislosti na roztoku LS po 20 min
pisobeni. Smérodatné odchylky jsou pocitany ze ti'i opakovani. Naméienymi daty byla proloZena
exponencialni funkce s vypoctem korela¢niho koeficientu.
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Obrazek 53. Termicka analyza obsahu krystalizované vody meristematickych pletiv tFi genotypa Allium
sativum Vv zavislosti na hmotnosti vody/susiny. Prolozené pifimky ukazuji hodnoty hranice nemrznouci

vody. 1669 1,4 gv/gs; 372K 1,1 gv/gs; 368K 1,3 gv/gs.

Tabulka 9. SlozZeni PVS3, vitrifika¢nich roztoki, obsah krystalizované vody v PVS roztocich a teplota na
pocatku rekrystalizace PVS3, roztoki pouzitych v této studii

PVS3y Gly Sach. H.,O CKR Mr OKV Onset
(Wiv %) (wiv%) (w/v%) (w/v%) (g/mol) (%) (°C)
30/30 30 30 57,3 117,3 32,6 90,67  -28,13+2,84
35/35 35 35 50,2 120,2 36,8 67,94  -28,52+4,01
40/40 40 40 43,1 123,1 41,8 73,64  -29,25+2,61
45/45 45 45 35,9 125,9 48,2 7484  -27,43+3,13
50/50 50 50 28,8 128,8 56,3 56,76  -25,40 + 1,43

Pozn. PVS3,: Plant Vitrification Solution 3, Gly: glycerol, Sach.: sacharéza, H,O: obsah vody v roztoku,
CKR: celkova koncentrace roztoku, Mr: molarita roztoku, OKV: obsah krystalizované vody, Onset:
pocatecni teplota rekrystalizace vitrifika¢niho roztoku

Fyzikalni vlastnosti vitrifikaéniho roztoku PVS3y jsou uvedeny v Tab. 9. Rostouci

koncentrace glycerolu a sachar6zy (ze 30 w/v % na 50 w/v %) v kryoprotektivnim roztoku a
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snizujici obsah vody (z 57,3 w/v % na 28,8 w/v %) v celkovém mnozstvi roztoku vede ke
sniZzeni obsahu krystalizované vody ve vitrifikaénim roztoku z 90,67 % az na 56,76 %.
Molarita roztoku se zvySujici se koncentraci roztoku stoupa, zaroven se zvySuje viskozita
jednotlivych roztokl (Fahy et al., 2004). To mze mit vyznamny vliv na rychlost dehydratace
rostlinného materidlu. Pocatek rekrystalizace vitrifikacnich roztokii se v zavislosti na
koncentraci jednotlivych slozek pohybuje v rozmezi -28,13 £+ 2,84 °C do -25,40 £ 1,43 °C.

Tepelnd kapacita vyjadiuje mnozstvi tepla, které je nutné dodat, aby se latka ohtdla o 1 °C. Se
vzrustajici koncentraci vitrifikanich roztokt PVS3y, dochdzi k postupnému snizovani tepelné
kapacity, tzn., Ze ¢im je aplikovany vitrifikacni roztok koncentrovanéjsi, tim potiebuje mensi
mnozstvi tepla na ohfati, tak dochazi ke snizovani tepelné kapacity. Exoterma pfi chlazeni je
mensi nez endoterma, to zptsobuje nizsi hodnoty tepelné kapacity. S rostouci dobou plisobeni
kryoprotektivniho roztoku na vzrostné vrcholy Allium sativum dochézi ke snizovani tepelné
kapacity. Z tabulky (Tab. 9) je patrné, Ze koncentrace vitrifikaéniho roztoku PVS3 30/30 je
ptiliS nizkd, naproti ostatnim roztokim plsobi méné osmoticky, pfesto ma tendenci sniZovat
koncentraci béhem dehydratace. Z vysledku je patrné, ze ¢im vice se blizi tepelnad kapacita
vitrifikaéniho roztoku k nule, tim vyznamné&js$i byly jeho vlastnosti z pohledu pieziti a
regenerace rostlin (Tab. 10). Podobné vysledky ptedkladaji Kim et al. (2009) pro rizné
slozeni vitrifika¢niho roztoku PVS2 a PVS3. Z pohledu pfteziti a regenerace rostlin Allium
sativum uvadi nejvhodnéjsi slozeni vitrifika¢niho roztoku PVS2 glycerol (37,5 w/v %),
DMSO (15 w/v %), EG (15 w/v %), sacharoza (22,5 w/v %). Pro vitrifikacni roztok bylo
nejvhodnéjsi slozeni PVS3 glycerol (50 w/v %) a sachardza (50 w/v %). V nasi préci bylo

dosazeno nejvyssich hodnot pieziti 62,7 % a regenerace 62,2 % rostlin po kryoprezervaci.

Tabulka 10. Tepelna kapacita (Cp) vitrifika¢nich roztoki PVS3, aplikovanych na vzrostné vrcholy rostlin
Allium sativum béhem chlazeni a ohievu vzorki v ¢asové zavislosti
Cas Cp (J g1, chlazeni Cp (J g, ohfev
(min) 30/30 35/35 40/40 45/45 50/50 30/30 35/35 40/40 45/45 50/50
30 851 66,41 1451 21,67 14,62 87,57 87,67 30,17 29,1 26,2
60 70,37 25,07 31,22 1516 18,1 73,28 37,12 4995 22,3 25,63
90 13,35 10,15 25,02 9,33 2,64 51,53 19,72 33,88 13,62 6,65
120 2,29 21,86 17,41 13,68 2,43 55,99 39,17 27,85 20,25 6,13
150 50,2 21,79 13,33 0,36 11,98 57,65 3491 1542 3,48 16,05
210 20,07 2,13 337 257 0,79 5025 844 746 465 4,66
Pozn. Predkultivace vzrostnych vrcholi Allium sativum v riiznych PVS3, roztocich p¥i teploté 20 +0,5° C

Vv ¢asovém rozpéti od 30 do 210 min, pro méfeni pomoci DSC byly vzorky pired zmrazenim hermeticky
uzavieny do hlinikové panvicky s vickem
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Tabulka 11. Preziti a regenerace (%) nezamrazenych kontrolnich (LN-) a kryoprezervovanych (LN +)
vzrostnych vrchold rostlin Allium sativum dehydratovanych riznymi typy PVS3, roztoki po dobu 120
min, obsah vody (%) dehydratovanych vzrostnych vrcholi pomoci PVS3, roztoki po 120 min pisobeni
vitrifika¢niho roztoku

PVS3x oV (%) LN- LN+
dehydratované

vzrostné Preziti Regenerace Preziti Regenerace

vrcholy (%) (%) (%) (%)
30/30 67,51 90,0+ 4,14  75,3%£17,77 27,4+¢10,46 24,6+ 8,10
35/35 61,45 86,5£12,46  79,4+15,51 16,1+ 3,35 18,6+ 8,09
40/40 63,02 81,0£12,49  73,6+16,20 59,7£20,68  44,2+14,64
45/45 62,69 91,0+ 8,13 74,8+ 6,84 479+11,17  45,2+10,31
50/50 44,22 86,0£12,24 95,3+ 4,12 62,7£21,69  62,2+26,57

Pozn. PVS3, kryoprotektivni roztok (z angl. Plant Vitrification Solution 3 a jeho modifikace), OV obsah
vody, LN- vzrostné vrcholy bez kryoprezervace, LN+ kryoprezervované vzrostné vrcholy

Pteziti a regenerace vzrostnych vrcholti Allium sativum je uvedeno v Tab. 11. Vzrostné
vrcholy Allium sativum v kontrolni varianté dosahly primérné hodnoty pieziti 86,8 +£ 3,5 % a
prumérné hodnoty regenerace 79,7 + 8,1 %. Rostliny po kryoprezervaci mély hodnoty pieziti
vrozpéti 16,1-62,7 %, regenerace rostlin byla 18,7-62,2 % v zavislosti na pouzité
koncentraci kryoprotektivniho roztoku. Hodnoty pieziti rostlin jsou zpravidla vy$s$i nez u
regenerace, V piipad¢ pteziti se jedna o hodnoceni po 2 tydnech od kryoprezervace. V tomto
terminu lze ukézat jakou bude mit pravdépodobnost Gspéchu pouzita metoda kryoprezervace
na dany druh rostliny ¢i genotyp. Pii hodnoceni pteZiti rostlin se jeSté neprojevi vSechny
druhy poskozeni, v¢etn¢ repara¢nich procesti zpisobené, pii manipulaci vzorku a jeho
kryoprezervaci. Termin regenerace je stanoven na 10. tyden od odtani z ultra-nizké teploty (8.
tyden po hodnoceni pieziti). Preziti a regenerace rostlin Allium sativum po aplikaci
koncentrace roztokli PVS3 30/30 a PVS3 35/35 nespliiuji standardni podminky pro uchovani
rostlin v kryobance, ktera udava limit regenerace pro uchovani v tekutém dusiku minimalné
30 % (Keller, 2005). Rostliny kryoprezervované pomoci vitrifika¢niho roztoku PVS3 40/40,
PVS3 45/45 a PVS3 50/50 dosahovaly priimérné pieziti nad 47 = 6,3 % a regeneraci nad 44 +
8,3 %. Pro uspésnou kryoprezervaci rostlin Allium sativum lze doporucit vitrifika¢ni roztoky
s koncentraci nad 40 (w/v) % vzajemného poméru sacharédza/glycerol.

Diléi cil optimalizace a koncentrace kryoprotektivnich latek pro zvySeni regenerace
rostlin po kryoprezervaci byl splnén. Byla potvrzena hypotéza o zvySeni regenerace ¢esneku
slozenim a koncentraci kryoprotektivnich latek. Termickou analyzou byla potvrzena hypotéza,

ze je mozné optimalizovat slozeni a koncentraci kryoprotektivnich latek pomoci DSC.
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6 Zavéry a doporuceni pro vyuZiti poznatkid v praxi

Pomoci fyziologickych vlastnosti sledovanych genotypa Allium sativum byly
charakterizovany vlivy vnéjSich (teplota pii kultivaci, koncentrace sachardzy v médiu, délka
otuzovani za nizkych teplot) a wvnitfnich (Urovein otuzeni, délka dormance) podminek
ovliviyjicich uroven regenerace po kryoprezervaci.

e  Upravou vngjsich podminek, koncentraci sacharézy v médiu 15 g 1" a kultivaci
vzrostnych vrchold Allium sativum pfi teploté¢ 20 °C, bylo statisticky prikazné dosazeno
maximalniho rustu rostlin. Po 6 tydenni kultivaci rostlin v in vitro podminkach bylo
prokazano, ze dochazi k limitaci zivinami. Optimalni charakteristiky pro rust rostlin Allium
sativum v in vitro podminkach byly potvrzeny na tfech genotypech.

e Hypotéza o pozitivnim vlivu kolisavé teploty (+5/+20°C) s frekvenci 24 h a
amplitudou 15 °C pisobici na rostliny po dobu 0-16 tydnt se béhem otuzovani nepotvrdila.
Mrazovymi testy bylo prokazano, ze vlivem nizké teploty bylo zptisobeno vyssi poskozeni na
urovni plazmatické membrany (-13 °C), zatimco hodnocena tGroven regenerace po 16 tydnech
byla zvySena o 8 °C.

e  Teplota pii skladovani pacibulek v rozmezi +4 az +30 °C ovlivnila délku dormance.
V terminu od sbéru (polovina srpna) do poloviny zafi byla délka dormance konstantni a jeji
délka byla 1 mésic. Pii vyssi teploté¢ skladovani pacibulek doslo ke statisticky
vyznamnému prodlouzeni klidového obdobi a sniZeni vitality rostlin.

e  Rustové charakteristiky v prub&éhu 6 tydenni kultivace rostlin klesaly, z pohledu
hodnot ¢istého vykonu asimilace se po 5 tydnech pfibliZily k 40 g m™ den™, relativni rychlost
rastu po 5 tydnech kultivace rostlin v in vitro podminkach dosahla 10 % ptivodni hodnoty.
Bylo potvrzeno, ze hlavnim zdrojem uhliku rostlin v in vitro podminkach neni fotosyntéza,
ale sachar6za obsaZena v kultivaénim médiu.

e  Optimalizovaly se podminky pro multiplikaci rostlin, mechanickou stimulaci
meristematického pletiva podpuci. Nejvyssi multiplika¢ni koeficient po mechanické stimulaci
byl 3 rostliny/rostlinu/mésic. Dale byla pouzita fytohormonalni stimulace meristematického
pletiva pomoci rostlinnych regulatorti ristu, a to Kyselinou a-naftyloctovou (NAA) a 6-
benzylaminopurinem (BAP). Bylo zjisténo, Ze multiplikatni maximum existuje ve dvou
optimech koncentrace hormond. Pfi pouZiti ristovych regulatori 0,5 mg 1 NAA a 1 mg I
BAP byl multiplika¢ni koeficient 12, rovnéZz stejny multiplikacni koeficient byl zjistén ve
druhém pripads 3 mg I NAA 2 0,3 mg I BAP.
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e Byl zjistén negativni vliv hyperhydratace rostlin Allium sativum pii multiplikaci a po
kryoprezervaci rostlin. Bylo zjisténo, ze hyperhydratace byla provazena statisticky vyznamné
vysokym obsahem vody, ktery vedl k letalnim zménam U rostlin. Hyperhydratované rostliny
nebyly vitalni, mély deformované listy, prisvitna pletiva a ztloustlé vitrifikované listy, tim
zpusobovaly sniZeni regenerace po kryoprezervaci. Byly kvantifikovany dva zakladni projevy
hyperhydratace — vyznamna ztrata chlorofylu a zvySeny obsah vody. Timto se piispélo K
poznani hyperhydratace, ale zékladni pfi¢ina vzniku hyperhydratace nebyla dosud zjisténa.

e 7 péti zkousenych kryoprotektivnich roztoku byla statisticky prikazna kombinace
rostlinného vitrifikacniho roztoku (PVS3) 50/50 w/v % sachar6za/glycerol nejvhodnéjsi. Na
zakladé meéfeni termickych vlastnosti rostlin byla nalezena optimalni kombinace
kryoprotektivnich latek v roztoku 50/50 w/v % sachardza/glycerol z hlediska vztahu
regenerace po kryoprezervaci.

e Na zaklad¢ kalorimetrického méfeni vzorkl z rostlin ovlivnénych PVS3 50/50 byla
optimalizovéana doba pro pisobeni roztoku PVS3 na 120 min. Po této dobé ptisobeni PVS3 se
snizil obsah zmrzlé vody na hodnotu 0,1 %, ktery vedl ke zvySeni regenerace rostlin po
kryoprezervaci, kdy byla buiika schopna 1épe odolat extracelularnimu ledu tvoficiho se z tak
malého obsahu vody, a tim doSlo k nizkému thynu. Tato kombinace kryoprotektivnich latek a
doba piisobeni byla také potvrzena nejvyssi regeneraci (62,2 %) po vystaveni rostlin ultra-
nizkym teplotam.

e Byl stanoven jeden ze zpisobu pisobeni osmotickych latek pro zvyseni regenerace
rostlin vystavenych ultra-nizkym teplotam. Byla to osmoticka dehydratace, vedouci ke ztraté
vody az do letalni urovné, coz se shodovalo s teorii poskozeni rostlin extracelularni tvorbou
ledu.

e  Exaktni méfeni termickych vlastnosti rostlin pfed kryoprezervaci pomohlo zvysit
regeneracni schopnost po kryoprezervaci, a tim bylo potvrzeno, ze termicka analyza je
vhodnym néstrojem nejen pro zjiStovani termickych charakteristik, ale také optimalizaci
pusobeni kryoprotektivnich latek. Byla potvrzena hypotéza o zvySeni regenerace rostlin
Allium sativum po kryoprezervaci, coz umoznilo rutinni pouziti kryoprotektivnich roztoka pti

zavadeni rostlin do kryobanky.

6.1 Doporuceni pro vyuZiti poznatkii v praxi

Metody kryoprezervace umoziuji dlouhodobé uchovani geneticky stabilniho

rostlinného materidlu pifi ultra-nizké teploté, pii které dochdzi k zastaveni vSech
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biochemickych reakci. Vitrifikani roztoky indukuji vznik skelného stavu charakterizovany
teplotou skelného ptfechodu v rostlinném pletivu a tim zamezeni tvorby ledovych krystalii pfi
mrazeni. ZvySeni regenerace rostlin po kryoprezervaci miize byt ovlivnéno pomoci aplikace
vhodnych kombinaci kryoprotektivnich latek v kryoprotektivni smési. Rozvoj novych
kryoprotektivnich roztokd, snizeni toxicity vitrifikaénich smési, snazsi a rychlejs$i penetrace
kryoprotektantii do bunék a optimalni dehydratace pletiv umozni zvysit pfeziti a regeneraci
rostlin a rozsifeni metod kryoprezervace na dalsi druhy a genotypy vegetativin¢ mnozenych
rostlin. Vysledky byly shrnuty v certifikované metodice (Zamecnik et al., 2012), ktera je

doporucena pro praktické vyuziti kryokonzervace vegetativné mnozenych rostlin rodu Allium.
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