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ZaloZeni a regenerace prasnikové kultury somatickych hybridi

diploidniho Solanum tuberosum a Solanum bulbocastanum

Souhrn

Indukovana androgeneze v praSnikovych, pylovych a mikrosporovych kulturach patii
k nejcastéji pouzivanym metoddm pro produkci haploidnich rostlin, které se vyuzivaji ve
Slechtitelskych programech. Princip této metody spociva v pieprogramovani gametofytické
cesty vyvoje mikrospor na sporofytickou ptisobenim fyzikalnich nebo chemickych faktort na

celé kvétenstvi, poupata nebo izolované prasniky.

Neexistuje standardni protokol pro tvorbu rostlin prostfednictvim indukované
androgeneze, ptesto genotyp, fyziologicky stav a podminky ristu darcovskych rostlin, stupeii
vyvoje pylu, stresové predosetieni kvétnich pupent nebo prasnikid a prostiedi a podminky
kultivace in vitro jsou faktory, které vyrazné ovliviuji reakci prasnikt na kultivaci in vitro.

Tato prace byla zaméfena na navrzeni a ovéfeni metodiky pro realizaci indukované
androgeneze u brambor metodou praSnikovych kultur s naslednou organogenezi. Dosazené
vysledky experimentu nejsou jednozna¢né a jen naznacuji urcité trendy a hypotézy.

Nejvhodnéjsi poupata pro prasnikovou kulturu maji velikost 2-3 mm. Statisticky bylo
prokazano, ze stresové predoSetieni a typ média mély vliv na proces indukované androgeneze.
Jako zékladni indukéni médium bylo pouZzito 100% MS s ptidavkem sachardzy, agaru a
aktivniho uhli nebo 50% MS s pridavkem sacharézy a agaru. Na médiich s pridavkem
aktivniho uhli doslo k odezvé prasnikti u vSech testovanych genotypi. Na médiu bez piidavku
aktivniho uhli s rostlinnymi ristovymi regulatory benzyladenin a kyselina naftyloctova byl
ziskan nejvyssi pocet kalusti 1 presto, ze u nékterych genotypt nedoslo k odezve prasnikd.

U genotypu REG 42F doSlo k organogenezi na regeneracnim médiu 100% MS
s pfidavkem sachardzy a agaru a rostlinnymi rdstovymi regulatory thidiazuron a kyselina
giberelova. Metodou pritokové cytometrie bylo prokdzano, ze jedna zregenerovana rostlina je
tetraploidni a dvé jsou dihaploidni. Zregenerované rostliny jsou udrzovany v podminkach in

vitro, do nesterilniho prostiedi se je zatim prevést nepodatilo.

Kli¢ova slova: Solanum tuberosum ssp. tuberosum, in vitro kultury, androgeneze, prasnikové

kultury



Establishment and regeneration anther culture of diploid somatic

hybrids Solanum tuberosum and Solanum bulbocastanum

Summary

Induced androgenesis via anther, pollen and microsporic cultures are the most widely
used methods for production of haploid plants. Haploid plants are commonly used in breeding
programs. The principle of induced androgenesis lies in reprogramming of microspores from
gametophytic to sporophytic development. Physical and chemical factors can be used to treat
whole inflorescence, flower-buds or isolated anthers for reprogramming.

There is no strandardised protocol for production of plants via induced androgenesis.
The genotype, physiological status and growth conditions of donor plants, pollen
developmental stage, stress pre-treatment of flower-buds or anthers and in vitro cultivation
conditions can play significant role in anther response to in vitro conditions.

The aim of this thesis was to design and verify a protocol for induced androgenesis
specific to potatoes using the anther culture. The obtained results suggest certain trends.

The optimal size of flower-buds used for anther culture is 2-3 mm. The physical stress
pre-treatment and the used induction medium were statistically proven to influence the
induced androgenesis. The two primarily used induction media were 100% MS medium with
sucrose, agar and activated charcoal and 50% MS medium with sucrose and agar. The
addition of activated charcoal resulted in response of anthers of all tested genotypes. The lack
of activated charcoal and addition of plant grow factors (benzyladenine and naphtylacetic
acid) resulted in the highest response of anthers in certain genotypes and no response in
others.

Induced androgenesis in genotype REG 42F resulted in organogenesis on regeneration
medium 100% MS medium with sucrose, agar and plant growth regulators thidiazuron and
gibberellic acid. The ploidy of regenerants was detected using flow cytometry. One of the
regenerated plants was tetraploid and two were dihaploid. The regenerated plants are currently

grown in in vitro conditions. Move to non-sterile conditions is so far unsuccessful.

Keywords: Solanum tuberosum ssp. tuberosum, in vitro culture, androgenesis, anther culture
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1 Uvod

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patii celosvétove k nejrozsifenéj$im kulturnim
plodinam. Pé&stuje se pro podzemni stonkové hlizy, které jsou jednou ze zakladnich potravin.
Obsahuji pfevazné sacharidy, jsou ale také dilezitym zdrojem drasliku a dalSich minerald,
vlakniny, vitaminu C a B6 a esencialnich aminokyselin. Hlizy se dale vyuzivaji jako krmivo pro
hospodarska zvifata a jako primyslovd surovina na vyrobu lihu a Skrobu. Své uziti maji
I v tradi¢nim lidovém 1écitelstvi. Nazev Solanum tuberosum je pouzivan jak pro pivodni krajové
populace brambor z oblasti Chile a And, tak i pro kultivary, které se od konce Sestnactého stoleti
vyvijely mimo jizni Ameriku. Moderni kultivary jsou produkty Slechténi mezi kulturnimi a
puvodnimi nekulturnimi druhy.

Vypéstovani nové odridy tradicnimi $lechtitelskymi metodami trva obvykle 15-20 let.
Diivodem je ptedevsim sexudlni neslucitelnost jednotlivych druhi brambor. Tento proces lze
vyrazn€ zrychlit vyuzitim modernich biotechnologickych metod zamétfenych na produkci
haploidnich ¢i dihaploidnich rostlin.

V piirodé lze pozorovat vyskyt haploidnich rostlin, které vznikly spontdnné ze samicich
gametofytll procesem gynogeneze nebo samcich gametofyti procesem androgeneze. Pro fizenou
produkci haploidii je vyuzivand piedevsim indukovand androgeneze v prasnikovych, pylovych
a mikrosporovych kulturach. Hlavni vyhodou této metody je velké mnozstvi gametofytli s geny
vhodnymi pro Slechténi a jeji relativni jednoduchost. Spousté€em pro navozeni nevratného
prechodu gametofytu z gametofytické drahy vyvoje na drdhu sporofytickou je obvykle stresové
predosetieni, které mtze byt aplikovano bud’ in vivo nebo in vitro.

Pro polyploidizaci haploidnich rostlin se pouzivaji depolymerizacni alkaloidy,
predevsim kolchicin. Takto ziskané dihaploidy jsou zcela homozygotni a predstavuji dilezity

nastroj nejen pro Slechténi rostlin ale 1 pro vyzkum v oblasti genetiky.



2 Cile prace

Cilem této prace bylo odvozeni prasnikové kultury vybranych 4n somatickych hybrida (Solanum

tuberosum + Solanum bulbocastanum) rezistentnich k plisni bramboru a jeji regenerace cestou

pfimé ¢i nepfimé androgeneze.

Prace vychazi z nasledujicich hypotéz.

Prasnikové kultury 4n somatickych hybridd maji schopnost regenerovat do diploidnich
rostlin (2n).
Existuje vhodna kombinace stresového predosetieni a médii pro indukovanou

androgenezi technikou prasnikové kultury se ziskem regenerantd.

Jednotlivé kroky vedouci ke splnéni cile byly

na zakladé¢ vysledkli bakalaitské prace (Sukova, 2016) vybrat vhodné genotypy
tetraploidnich somatickych hybridt (Solanum tuberosum + Solanum bulbocastanum)
rozsifit formy stresového predoSetfeni a typy médii pro indukovanou androgenezi pouZzité
Vv bakalarské praci a otestovat jejich ucinnost v praktické ¢asti prace

navrhnout a otestovat média pro organogenezi

Vv piipad¢ zisku regenerantd, zjistit jejich ploidii.



3 Literarni prehled

3.1 Charakteristika ¢eledi Solanaceae

3.1.1 Taxonomické klasifikace ¢eledi Solanaceae

Taxonomické ¢lenéni Eeledi Solanaceae je velmi komplexni. Celed’ Solanaceae obsahuje
piiblizn¢ 90 rodi, které jsou dale rozdéleny do 3000-4000 druhii. NejvétsSim rodem celedi
Solanaceae je rod Solanum. Tento rod zahrnuje ptiblizné 1500-2000 druhti. Rod Solanum je dale
rozdélen do sekcei, subsekci a sérii (Tabulka 1). Klasifikace rodu Solanum je zalozena hlavné na
morfologickych znacich, jako je tvar trsu, tvar plodd, tvar listd a forma pras$nika a blizny
(Hawkes, 1994). Taxonomické zatazeni brambor na Grovni druhu je komplikované diky sexudlni
kompatibilit¢ mezi mnoha druhy, mezidruhovému kfizeni, smési sexudlni a asexualni
reprodukce, autopolyploidii, druhové divergenci, fenotypové plasticité a nasledné¢ vysoké
morfologické podobnosti mezi druhy (Volkov et al., 2003; Spooner, 2009).

V poslednich letech dosSlo k pouziti molekuldrné biologickych metod k objasnéni
evolu¢nich a fylogenetickych vztahi mezi jednotlivymi druhy rodu Solanum. Ptesto v dnesni
dobé existuji rizné taxonomické klasifikace prezentovany riznymi autory (Huaman et Spooner,
2002; Ovchinnikova et al., 2011; Spooner et Hijmans, 2001). Klasifikace podle Hawkese (1990),
kterd vychazi z morfologickych znakt, rozpoznava 228 druhl. Naproti tomu nov¢jsi klasifikace
podle Spoonera et al. (2007), zalozena na genomové analyze, rozpoznava pouze 110 druhu.
| pfesto, Ze geneticka variabilita rostlin rodu Solanum je intenzivné studovana, nebylo zatim
dosazeno vSeobecného konsenzu na jeho taxonomické klasifikaci, ani na evolu¢nich vztazich

mezi jednotlivymi druhy.

Tabulka 1: Taxonomické rozdéleni rodu Solanum na sekce, subsekce a série (Hawkes, 1990,
1994, Volkov et al., 2003). Toto taxonomické rozdéleni je zalozeno na morfologickych znacich,
jako je tvar trsu, tvar plodd, tvar listll, forma prasniku a blizny.

Rod sekce subsekce série vlastnost
Solanum Petota Estolonifera Etuberosa Netvofi hlizy ani
Juglandifora stolony
Potatoe 19 sérii Tvofi hlizy

Vétsina druhti rodu Solanum jsou nekulturnim, divoce rostouci druhy. Tyto divoké druhy vsak

poskytuji velky geneticky potencial pro Slechténi.
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Taxonomické rozdéleni kulturnich, obdobné¢ jako nekulturnich, brambor je
komplikované. Hawkes (1990) na zakladé morfologickych znakii navrhl jejich rozdéleni do
sedmi druhti. Novéjsi studie (Spooner et al., 2007), ktera vyuzila mikrosatelitnich markert
a markeru chloroplastové DNA u 742 genotypu krajovych odrud vSech kulturnich druhi a jejich
divokych ptedku, reklasifikovala kulturni brambory do pouze ¢tyt druhti (Tabulka 2).

Tabulka 2: Taxonomické téidéni kulturnich druhii brambor dle Hawkes (1990) a Spoonera et al.

(2007), ktera reflektuje druhovou spojitost mezi jednotlivymi klasifikacemi

Hawkes (1990) Spooner et al. (2007)

S. ajanhuiri S. ajanhuiri

S. curtilobum S. curtilobum

S. juzpeczukii S. juzepczukii

S. tuberosum S. tuberosum

ssp. andigena Hawkes skupina Andigenum

ssp. tuberosum skupina Chilotanum

S. chaucha S. tuberosum (skupina Andigenum)
S. phureja S. tuberosum (skupina Andigenum)
S. stenotomum S. tuberosum (skupina Andigenum)

Podle obou taxonomickych rozdéleni jsou druhy Solanum ajanhuiri, Solanum curtilobum
a Solanum juzepczukii, popsany nasledovné:

e Solanum ajanhuiri Juz. a Bukasov — diploidni druh, ktery vznikl pfirozenym kiizenim
mezi diploidnimi kultivary skupiny S. tuberosum L. skupina Andigenum a tetraploidnim
divokym druhem S. bolivense (S. megistacrolobum)

e Solanum curtilobum pentaploidni druh (2n = 5x = 60) vznikly pravdépodobné
hybridizaci mezi tetraploidnimi formami S. tuberosum L. skupina Andigenum
a S. juzepczukii Bukasov (Hawkes 1990, Rodriguez et al. 2010)

e Solanum juzepczukii Bukasov — triploidni druh (2n = 3x = 36) vytvoteny hybridizaci
mezi diploidnim kultivarem skupiny S. tuberosum L. skupina Andigenum

a tetraploidnim divokym druhem S. acaule Bitter.
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e Puvod ataxonomie Solanum tuberosum, lilku bramboru, je dle jednotlivych autort
rozdilnd. Star$i a Ccastéji pouzivanad klasifikace dle Hawkese (1990) rozdéluje
S. tuberosum do dvou poddruhi: tuberosum a andigena. Oba druhy jsou tetraploidni (2n
= 4x = 48). Poddruh andigena se vyskytuje ve Stfedni a Jizni Americe a vykazuje Sirokou
Skalu morfologickych variaci jako napi. barvy a tvart kvétt a hliz. Teorie o ptivodu
tohoto poddruhu zahrnuje piirozenou hybridizaci mezi S. stenotomum a S. sparsipilum,
nasledovanou zdvojenim chromozomt (Cribb et Hawkes 1986) nebo jednoduchym
zdvojenim chromozomu S. stenotomum apozdéjsi hybridizaci S. stenotomum
a S. chacoense (Hawkes, 1994). Poddruh tuberosum zahrnuje vétSinu soucasnych odrud
brambor. Geograficky Ize jeho ptivod zatadit na ostrov Chiloé¢ v souostrovi Chiloé pobliz
Chile. Tato odrida pravdépodobné vznikla ze spp. andigena adaptaci na dlouhou délku
dne (Hawkes, 1994).

Nov¢jsi studie Spooner et al. (2005a) predpoklada, ze jedingm piredkem
kulturniho Solanum tuberosum byl divoky druh Solanum brevicaule z jizniho Peru.
Nicmén¢ dal$i autofi navrhuji rizné teorie o ptivodu kulturnich druhti brambor (Hawkes,

1994; Huaman et Spooner, 2002).

Kromé téchto ¢tyi druhtt Hawkes (1994) popsal dalsi tfi samostatné druhy S. tuberosum. Jsou
jimi:

e S. chaucha — kulturni triploidni druh (2n = 3x = 36), ktery pravdépodobné
vznikl ptirozenou hybridizaci S. tuberosum ssp. andigena a S. stenotomum. Vyskytuje se
v Peru vnadmotské vySce od 2100 m do 4100 m, casteCné v Bolivii, a zfidka
i v Ekvadoru a Kolumbii.

e S. phureja — diploidni druh (2n = 2x = 24). Vznikl ze S. stenotomum a byl identifikovan
na zéklad¢ adaptace na kratky den a kratkou dormanci hliz. Vyskytuje se v oblastech
centralniho Peru, v Ekvadoru, Kolumbii a Venezuele.

e S. stenotomum — diploidni druh (2n = 2x = 24). Hawkes rozd¢lil tento druh na dva
poddruhy: stenotomum a goniocalyx. S. stenotomum se péstuje od centralniho Peru az po
centralni Bolivii. Pravdépodobné je to nejprimitivnéjsi forma kulturniho bramboru.
S. stenotomum vykazuje rozmanitost uvniti druhu, coz naznacuje, ze se jedna o prvni

domestikovany brambor pochézejici z diploidnich druht divokych brambor.
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3.1.2 Piivod a vyskyt rodu Solanum

Brambory (rostliny rodu Solanum) pochazeji z Jizni a Stfedni Ameriky. Prvni zdznamy
0 vyskytu brambor pochézeji z oblasti jizniho Chile, kde byly brambory konzumovany jiz pred
13 tisici lety, v dobach pied nastupem moderniho zemédélstvi.

V soucasnosti se nekulturni druhy brambor vyskytuji ve velké ¢asti severni Ameriky, od
jihozapadnich USA az po Mexiko a Stfedni Ameriku. V Jizni Americe se vyskytuji témér
v kazdé zemi, predevSim v oblasti And, ve Venezuele, Kolumbii, Ekvadoru, Peru, Bolivii
a Argentiné (Hijmans et al., 2003). Nejvétsi pocet druhti se vyskytuje v Peru (Hijmans et
Spooner, 2001). Hawkes (1994) uvadi, jako tradi¢n€¢ zminované tii zemépisné oblasti vyskytu
nekulturnich druhti brambort:

— rovnikova oblast s kratkodennimi druhy (série Andigena),

— nizinna oblast Chile a ptilehlych ostrovi s dlouhodennimi druhy (série Tuberosa
a Etuberosa) a

— nizinna oblast Uruguaye (série Commersionianna).

Rozséhly vyskyt divokych druhil a jejich schopnost prizpisobit se Siroké Skale stanovist,
jako je zemépisna Sitka (od jihozapadnich USA po Argentinu), nadmoiska vyska (od pobiezi
k Andskym horam), riznym typim pud a srazZkovym pomértim, poskytuji bohaty, jedine¢ny
ariznorody zdroj genetické variability, ktery miize byt zdrojem riznych genii pii Slechténi
brambor (Hawkes, 1994).

Kulturni druhy brambor Ize rozdé€lit na ptivodni krajové odrudy, které se v soucasné dob¢
péstuji jenom v Jizni Americe, a na vyslechténé odriidy péstované po celém svéte.

Oblast ptivodu prvnich brambor dovezenych do Evropy je sporna. Autofi navrhuji dvé
mozné oblasti pivodu — oblast Chiloé v Chile nebo oblast Andskych vyso¢in Bolivie, Peru
aseverni Argentiny (Hawkes, 1994). Molekularni analyza kulturnich druhi brambor
péstovanych v dnesni dob¢ v Evropé€ naznacuje dvé hypotézy.

Prvni moZnosti je, Ze do Evropy byly nejdiive dovezeny Andské odriidy bramboru, které
se (vlivem klimatu, délkou dne) konvergenci pfiblizily Chilskym odriddém. Druhou moznou
hypotézou je, ze ob¢ odridy bramboru byly dovezeny a rozsifeny v Evropé souc€asné, ale pouze
Chilské odridy prezily epidemii plisné bramborové (Phytophthora infestans) v 50. letech
19. stoleti (Spooner et al., 2005).
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3.1.3 Cytogeneticka charakteristika rodu Solanum

Reprodukéni vlastnosti brambor jsou jedineéné. Mohou se rozmnozovat pohlavnim
I vegetativnim zptisobem. Obé rozmnozovaci strategie jsou fizeny riiznymi mechanismy, které
reguluji kiizeni mezi jednotlivymi druhy a odrtidami. Piikladem téchto mechanismi je produkce
gamet s neredukovanym poctem chromozomu (2n), rizné urovné ploidie, Endosperm balance
number (EBN) - regulator interploidniho a mezidruhového kiizeni (Carputo et Barone, 2005).
VSechny tyto mechanismy jsou velmi dulezité iV taxonomickych a fylogenetickych
klasifikacich.

Rozsah urovné ploidie, ktery se vztahuje k zakladnimu chromozomovému c¢islu 12, se
u rodu Solanum pohybuje od diploidni az po hexaploidni (Watanabe, 2002). Vétsina (80 %)
divokych druhti je diploidnich a u mnohych dal$ich druht mtize dojit k polyploidizaci a vzniku
tetraploidi pomoci 2n gamet. Jen malo druhli ma dvé nebo vice tGrovni ploidie, které jsou
morfologicky nerozlisitelné (Carputo et Barone, 2005). Watanabe et al., (1991) uvadi, ze
kulturni druhy bramboru mohou byt diploidni (2n = 2x = 24), triploidni (2n = 3x = 36),
tetraploidni (2n = 4x = 48) nebo pentaploidni (2n = 5x = 60).

Kulturni brambor je povazovan za autopolyploida a jako takovy vykazuje tetrasomickou
dédi¢nost. Tetraploidni druhy brambor (2n = 4x = 48), obsahuji ¢tyii sady chromozomil (4x)
Vv generaci sporofytii (2n) se 48 chromozomy v kazdé somatické bunice. Gamety (n) z kultivaru
jsou 2x = 24 (Hawkes, 1990).

Haploidy jsou sporofyty s gametofytickym poctem chromozomi. U tetraploidnich
brambor jsou haploidy b&zné nazyvany dihaploidy, coz naznacuje, Ze obsahuji dvé sady
chromozomtl. Haploidy i dihaploidy jsou nej¢astéji vyuZivany ve Slechtitelském procesu pro
kiizeni kulturnich a nekulturnich brambor. Mohou byt pouzity ik méfeni genetické zatéze
tetraploidti, z nichz jsou odvozeny, protoZze odhaluji Skodlivé alely, které byly v tetraploidech
skryty (De Jong et al., 1971).

Ptirodni populace brambor jsou izolovany vnéj§imi a vnitinimi hybridiza¢nimi bariérami
(Camadro et al., 2004). Pfesto dochazi ke spontannimu mezidruhovému k#izeni a vzniku novych
hybrida (Larrosa et al., 2012). V ramci $lechtitelského procesu, jehoz cilem je vytvofeni novych
odrid, jsou hybridiza¢ni bariéry odstraiiovany cilené (Bajaj, 1990).

Za vn&jsi hybridizani bariéru je povazovana predevSim geografickd nebo casova

oddélenost jednotlivych populaci brambor (Flegr, 2007).
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Vnitini bariéry jsou fizeny geneticky a Ize je rozd¢lit do dvou skupin:
e pre-zygotické — zalozeny na principu tzv. pylovo-pestikové inkompatibility
e post-zygotické — souvisejici s abnormalnim vyvojem endospermu (Camadro et al., 2004)

Vétsina diploidnich tuberizujicich druhti Solanum je gametofyticky autoinkompatibilnich.
Jedna se o inkompatibilitu podminénou vzajemnym pisobenim haploidniho genomu kazdého
pylového zrna s diploidnim genomem pletiva ¢nélky, kterou pylova lacka prortista do semeniku
k vaje¢né bunce (Pandey, 1962).

Cytoplazmaticko-geneticka samci sterilita poskytuje izola¢ni mechanismus, ktery
pomahd udrzovat integritu sympatrickych druhti. Je bézna u kultivarG brambor a byla také
zaznamenana u fady hybridu kulturnich a divokych brambor (Larrosa et al., 2012).

Dalsi dilezitd biologickd charakteristika brambor je spojena se specifickou teorii
Endosperm Balance Number (EBN), ktera byla formulovana pocatkem 80. let a vysvétlovala
mechanismus regulace vyvoje endospermu. Vyvoj endospermu je rozhodujici pro tvorbu
fertilnich semen. Brink et Cooper (1947) jako prvni uvedli, Ze selhani endospermu je primarnim
divodem netspéchu pfii interploidni a mezidruhové hybridizaci, coz se v kone¢ném disledku
projevi odumienim embrya. Dle EBN je pro normalni vyvoj endospermu zapotiebi, aby byl
pomér mateiské a otcovské komponenty 2:1 (Johnston et al., 1980). EBN nezavisi na urovni
ploidie ama aditivni charakter. Kromé toho, ze pfispiva k opakované polyploidaci, funguje
i jako izolaéni mechanismus omezujici interploidni a mezidruhové kiizeni tuberizujicich druhd
rodu Solanum (Ortiz et Ehlenfeldt, 1992).

V sekci Petota Ize jednotlivym druhtim na zakladg jejich schopnosti hybridizace pridélit
EBN. Mohou se vyskytovat tyto kombinace ploidie a EBN: 6x (4EBN), 4x (4EBN), 4x (2EBN),
2x (2EBN) a 2x (1EBN). Kulturni Solanum tuberosum ma 4EBN, zatimco vétSina nekulturnich
druhti, at’ uz diploidnich nebo tetraploidnich, m& 2EBN. Fertilni semena jsou produkovéna
Z hybridizace rostlin se shodnymi hodnotami EBN, pokud tomu nebrani jiné hybridizacni bariéry
(Hanneman, 1994). Existuje nékolik pfirodnich aumélych mechanismi, které obchazeji
neslucitelnost EBN, napt. pfirozeny proces produkce gamet s neredukovanym poctem
chromozom (2n) nebo uméla polyploidizace. Navzdory systému EBN lze brambory riiznych

skupin kombinovat somatickou fuzi in vitro (Carputo et Barone, 2005).
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3.2 Lilek brambor (Solanum tuberosum L.)

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patii mezi hliznaté dvoudé€lozné rostliny. Je to
vytrvald jednoletd rostlina. Matetska rostlina je tvofena z hlizy, ktera po vycerpani zasobnich
latek v prabehu vegetace odumird. Na konci vegetatniho obdobi odumira i celd nadzemni cast,

krom¢ semen a nov¢ vytvorenych (dcefinych) hliz (Vokal, 2013).

3.2.1 PouZzité rostlinné zdroje a jejich charakteristika

Genotypy pouzité v této praci jsou zregenerované rostliny z pryt kalust, ziskanych fuzi
kompletnich protoplasti dvou sexualn¢ inkompatibilnich druhit Solanum bulbocastanum
a Solanum tuberosum ssp. tuberosum. REG 32F, REG 38F, REG 39F, REG 41F, REG 42F, REG
70F jsou zregenerované rostliny z pryti jednoho kalusu a REG 46F, REG 47F, REG 50F, REG
68F z druhého kalusu.

Solanum tuberosum ssp. tuberosum je diploidni (2n = 24) kulturni druh. Solanum
bulbocastanum je diploidni (2n = 24) nekulturni druh rodu Solanum, s rasové nespecifickou
rezistenci k Phytophthora infestans (Sedlakova, 2010).

3.3 Embryogeneze vysSich rostlin

Zivotni cyklus rostlin probiha prostiednictvim stiidajicich se generaci sporofyti
a gametofytl. Sporofyt je u vysSich rostlin dominantni a nejnapadnéjsi ¢asti bunécného cyklu.
Bunky sporofytu obsahuji dvé sady chromozom, kazdou od jednoho z rodict (2n). Na druhou
stranu gametofyt se obvykle sklada z haploidnich bunék, které vznikaji pomoci meidzy
v saméich asamicich pletivech sporofytu. Pocet chromozoml v buitkich gametofyti je
zredukovén na polovinu (n). Pohlavni buiikky gametofytu vznikaji pouze mitéozou. V normalnich
podminkach po splynuti sam¢i a sami¢i pohlavni bunky vzniké diploidni zygota. Ze zygoty se
délenim zacne vyvijet embryo, které je uloZzeno v semeni. Zédkladem embrya nemusi byt vzdy
zygota a embryo se muze vyvijet i bez oplozeni, apomikticky. Rostliny jsou v tomto ptipadé
haploidni, tj. pocet chromozomu je n (Novak et Skalicky, 2012). Haploidni rostliny mohou
vzniknout spontanné nebo zasahem ¢lovéka tzv. fizenou indukci v prostredi in vitro
Prvni pfirozeny vyskyt sporofytickych haploidi byl pozorovan u jedovatého plevele Datura
stramonium L., ktery patii mezi divoké (nekulturni) druhy Solanaceae. Poté v kratkém ¢asovém

obdobi nasledovaly podobné objevy u tabaku (Nicotiana tabacum), pSenice (Triticum aestivum))
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a nasledné u neékolika dalSich druhd. Pocet zjisténych spontannich haploidi od t¢ doby neustale
narusta. Jiz v roce 1974 Kasha zaznamenal jejich vyskyt u vice nez 100 druhii krytosemennych
rostlin. Pfiklady spontannich haploida u nékterych druhti Ize nalézt v praci Dunwella (2010).

Spontanni produkce haploidnich rostlin pfirozenou cestou je extrémné nizka. Presto
mohou vznikat diky procesim jako je gynogeneze, androgeneze, semigamie, polyembryonie
a eliminace chromozomu prostfednictvim mezidruhového kiizeni nebo opylenim nefertilnim
pylem.

Gynogeneze je zvlastni zptisob pohlavniho rozmnozovani, kdy haploidni rostliny vznikaji
spontanné z neopylenych samicich gametofyti. V piipad¢€, Zze haploidni rostliny vzniknou ze
saméich gametofyti nebo jeho prekurzor mluvime o androgenezi.

Pfi semigamii jadro spermatické buiikky vnikne do oosféry, vyvola zde d¢leni, ale
nesplyne sjadrem oosféry. To vede k samostatnému vyvoji a déleni oosféry i spermatické
buiky. Vysledkem je heterogenni embryo.

Polyembryonie nastavd oplozenim synergid nebo antipod. Tim vznikne vice embryi
Vjednom semeni, které se vyvijeji vjednom zirodecném vaku. Pfi nepravé polyembryonii
vznikaji embrya z vice zarode¢nych vakil uvnitf vajicka nebo 1 z bunék sporofytu ve vajicku.

Pti mezidruhovém kiizeni vznikd haploidni embryo opylenim oosféry pylem jiného
druhu anaslednou eliminaci chromozomut pylu. Ke vzniku haploidni rostliny mize dojit i
opylenim oosféry ozafenym pylem , ktery je schopen iniciovat bunécné déleni ve vaji¢ku a vyvoj
embrya (Forster et al., 2007).

Mezidruhové kiiZeni, opylovani nefertilnim pylem, gynogeneze ¢i androgeneze lze
alternativné realizovat V prostfedi in vitro. kultivaci izolovanych c¢asti rostlin, napt. bungk,
pletivnebo organi. V pfipadé kultivace bunék gametofytu mluvime o gametofytické
embryogenezi. Tyto metody jsou Casto vyuzivané ve Slechtitelském procesu s cilem ziskani
rostlin ur€itych vlastnosti nebo haploidia (Forster et al., 2007). Jednotlivé zplsoby vzniku

haploidd ilustruje obrazek 1.
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Obrazek 1: Zpisoby vzniku haploidnich rostlin — spontanné nebo indukci saméich i sam¢ich

gametofytli v podminkach in vitro (pfevzato a upraveno podle Forster et al., 2007).
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3.3.1 Gametofyticka embryogeneze

Gametofytickd embryogeneze je metoda indukované tvorby haploidnich rostlin.
Principem je navozeni nevratného prechodu samc¢iho nebo samic¢iho gametofytu z gametofytické
drahy vyvoje na drahu sporofytickou.

Ke gametofytické embryogenezi se cCastéji vyuzivaji samci gametofyty. Hlavnim
divodem je mnozstvi produkovanych gametofytl. Na jedné stran¢ méame stovky gametofyti
produkovanych v jednom prasniku, na druhé stran¢ je pouze jediny gametofyt v oocytu. Dal§im
divodem je jednodussi izolace samcich gametofytl z prasnika.

Proces, ve kterém embryo vzniklo ze samciho gametofytu, oznaCujeme jako androgenezi,
Vv ptipadé, ze embryo vzniklo ze sami¢iho gametofytu, mluvime o gynogenezi (Prochazka et al.,

1998).

3.3.1.1 Gynogeneze

Z neopylenych samicich gametofyti je mozné ziskat haploidy cestou zndmou jako
gynogeneze. Gynogenni embrya jsou pievazn¢ haploidni, coz znamenda, ze pro ziskani
pozadované dihaploidni rostliny je tieba pouzit dalsi biotechnologii pro zdvojeni chromozomu
(Bohanec, 2009).

Ke gynogenezi mize dojit opylenim nefertilnim pylem. P#i indukované gynogenezi
u obilovin (Hordeum bulbosum, Zea mays) byl pouzit pyl jiného druhu, u melounti zase ozafeny
pyl. Opylenim tetraploidniho Solanum tuberosum (4x) pylem Solanum phureja (2x) lze ziskat
dihaploidni rostliny. V tomto piipadé dvé spermatické bunky (1x) S. phureja fazovali
s centralnim diploidnim jadrem S. tuberosum (4x), ¢imz vznikl 6x endosperm, ktery byl schopen
podpofit vyvoj dihaploidniho embrya (2X) z neoplodnéné vaje¢né buiky S. tuberosum (De
Maine, 2003). V soucasné dobé opylovani nefertilnim pylem patii k nejméné pouzivanym
technologiim, kvili jeho nizké ucinnosti. Pouzivd se pouze u druhi, jako je cukrova fepa
acibule, kde se jiné techniky indukujici haploidy nebo dihaploidy ukdzaly jako neuspéSné
(Shariatpanahi et al., 2006).

Dalsi metodou vyvolani gynogeneze je proces indukované kultivace nezralych vajicek,
ktery miize byt vyvolan mezidruhovym nebo mezirodovym kiiZenim. Pfi této metod¢ vznika
hybridni embryo fuzi sam¢i gamety jednoho druhu se samici buiikou jiného druhu. Post-
zygotické bariéry inkompatibility v§ak vedou K postupnému vylucovani chromozomt samciho
rodicovského druhu. Haploidni rostliny tak pochazeji vyhradn€ ze sami¢i gamety

a jakéhokoliv genetické pozadi samciho rodice je odstranéno. Tento princip vzniku haploidniho
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embrya byl objeven vroce 1970 udruhu Hordeum anyni je Siroce vyuzivan pro produkci

dihaploidt v programech $lechténi komer¢nich odrid je¢mene (Wedzony et al., 2009).

3.3.1.2 Androgeneze

Haploidni nebo dihaploidni rostliny mohou vznikat také ze samciho gametofytu nebo
jeho prekurzor cestou znamou jako androgeneze. Tato vyvojova draha nezahrnuje fertilizaci
vajecné buiiky a je povazovana za jeden z nejpozoruhodnéjSich piikladd bunééné totipotence. Je
jednim z dulezitych mechanismu adaptace rostlin, ktery funguje pouze za uréitych okolnosti jako
disledek environmentéalniho stresu (Bonet et al., 1998).

Dle ptvodni definice byl koncept "androgeneze" omezen na samci specifickou formu
partenogeneze, cesty zahrnujici sexualni reprodukci, fertilizaci oosféry (vajeCné bunky)
anaslednou inaktivaci samiciho jadra tak, aby se samci haploidni embryo vyvijelo
v embryonalnim vaku (Obrazek 2, cesta 1). Tato androgenni draha se v pfirodé vyskytuje vzacné
a potencial pro komeréni vyuziti je téméf nulovy (Segui-Simarro, 2010).

Androgenni haploidni a dihaploidni rostliny mohou byt také regenerovany z kalusu, ktery
vznikl proliferaci z nezralych meiocytl (Obrazek 2, cesta 3). Princip indukované androgeneze je
obdobny jako u pylového dimorfizmu in vivo, ktery byl popsan v prasnicich Narcissus biflorus
a U mezidruhovych hybridi Solanum chacoense x Solanum tuberosum (Ramanna et Hermsen,
1974). Pti indukci v podminkach in vitro musi meiocyty projit meiotickou profazi I, ale jiz nesmi
dojit k tvorbé mikrospor, tzn. nesmi byt vytvofena tetradova sténa. Ke tvorbé kalusu miize
dochézet dvéma riznymi zpusoby:

(1) proliferaci haploidnich bunék v jesté uzavienych tetradach, u kterych byl zastaven

gametofyticky program nebo

(2) proliferaci diploidnich bungk, které vznikly fizi dvou haploidnich buné¢k, diky

poskozenym, neuplnym nebo chybé&jicim bunéénym sténam.
Indukce kalusu z nezralych meiocytl, kde jaderna fize mezi sousednimi mikrosporami vedla
k vzniku mnohobunéénych struktur z diploidnich proliferujicich bunék, byla publikovana
u je¢mene (Chen et al., 1984). Nicméng, vétSina poznatkd o tomto procesu pochazi z vyzkumu
prasnikovych kultur Solanum lycopersicum (Segui-Simarro et Nuez, 2007).

Dle Dunwella (2010) je nejbéznéjsi, nejlépe prostudovanou a nejpouzivanéjsi technikou
produkce androgennich haploidli nebo dihaploidii mikrosporovd embryogeneze (Obrazek 2,
cesta 2). Regenerace ze saméich gamet byla zaznamenana u vice nez 200 druht patiicich k rodu

Solanaceae, Brassicaceae a Poaceae (Dunwell, 1986). Pro nékteré zemédélské plodiny jako napf.
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luskoviny nebo nékteré druhy dievin je tato metoda nevhodna (Bajaj, 1990; Dunwell, 2010;
Maluszynski et al., 2003; Smykal, 2000; Touraev et al., 2009).

Obrazek 2: Androgenni cesty (Pievzato a upraveno podle Segui-Simarro, 2010)

Cesta 0: Mikrosporogeneze a mikrogametogeneze

Cesta 1: Tvorba gamet, oplodnéni vajicka bez jaderné fiize a odbourani matetského jadra

Cesta 2: Odchylka mikrospory nebo mladého pylového zrna smérem k embryogenezi nebo
tvorbé kalusu s néslednou organogenezi

Cesta 3: Odchylka meiocytti smérem k tvorb¢ kalusu, z kterého se mohou regenerovat haploidy
a dihaploidy, ale také k heterozygotnim diploidy.
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3.4 Indukovana androgeneze

Princip indukované androgeneze neboli pylové embryogeneze in Vitro je obdobny jako
u pylového dimorfizmu in vivo. Prostfednictvim klasického Slechténi pro zisk homozygotnich
linii je potfeba provést nékolik zpétnych kiizeni, coz piedstavuje ¢asoveé velmi naro¢ny proces.

Proces indukované androgeneze je pomérné jednoduchy aumoznuje vyrazné zkratit cas
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produkce cCistych linii haploidii a dihaploidii. Od 70. let se touto tématikou zabyva mnoho
vyzkumnych skupin a v soucasnosti ma tato metoda své misto mezi Slechtitelskymi nastroji
v zeméd¢lstvi (Dunwell, 2010; Forster et al., 2007)

V zévislosti na darcovské tkani a podminkach indukce se embrya mohou vyvinout bud’
pfimo z jednotlivych bun¢k, nebo nepiimo pies fazi kalusu. O technice praSnikovych kultur lze
mluvit v piipad¢, ze vychozim materidlem jsou celé prasniky. Jsou-li pro indukci pouzity piimo
mikrospory, mluvime o pylové kultufe neboli kultufe mikrospor (Datta, 2005).

Technika prasnikovych kultur je jednodussi a je vyuzivana u mnohych genotypti (Sopory
et Munshi, 1996). Princip spociva v tom, Ze se steriln¢ vypreparované celé prasniky pokladaji na
povrch pevného média nebo plavou na povrchu tekutého média. Dle Heberle-Bors (1985) hraji
somatické tkdné prasniku dilezitou roli pfi indukei sporofytického déleni pylu. Pisobi nejen jako
pfekazka toku zivin, ale slouzi také jako filtr proti toxickym prvkiim. Navic je tato metoda
vhodna pro vySetfovani bunécnych, fyziologickych, biochemickych a molekuldrnich procesu,
které se podileji na embryogenezi pylu (Nitsch, 1977). Nevyhodou kultivace celych prasniki je
moznost vzniku rostliny nejen z mikrospor, ale i ze somatickych pletiv, coz znamena produkci
rostlin rizného stupné ploidie.

Technika izolované kultivace mikrospor se provadi odstranénim somatické tkané
prasnikti. Vyzaduje lepsi vybaveni a dovednosti ve srovnani s technikou pras$nikovych kultur.
Vyhodou je, Ze sporofyticka pletiva bunétné stény prasnikid nezasahuji do procesu a je tedy
mozné piimo sledovat vyvoj embrya (Touraev et al., 1997).

Vyuziti haploidi a dihaploidi jako silného Slechtitelského nastroje vyzaduje dobrou
dostupnost spolehlivych protokolii tkanoveé kultury, které mohou piekonat metodické problémy,
jako je maléd frekvence indukce embryi, albinismus, regenerace a preziti rostlin. Pro zlepSeni
uéinnost regenerace v §ir$§im rozsahu genotypi Maluszynski et al. (2003) zvetejnili podrobny
manual, ktery popisuje 44 protokolii pro vyrobu dihaploidl vztahujicich se k nejméné 33 druhtim
rostlin.

Rizné druhy, stejné tak jako rGzné kultivary v ramci jednoho druhti, vykazuji velmi
rozmanité pozadavky a neexistuje standardni protokol pro tvorbu rostlin prostiednictvim
indukované androgeneze. Ptesto lze ale fici, ze genotyp, fyziologicky stav a podminky ristu
darcovskych rostlin, stupeit vyvoje pylu, stresové predoSetieni kvétnich pupenti nebo prasniki
a prostiedi a podminky kultivace in vitro spole¢né s jejich interakci jsou faktory, které vyrazné

ovliviluji reakci prasniki na kultivaci in vitro (Datta, 2005; Smykal 2000).
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3.4.1 Faktory ovliviiujici androgenetickou indukci

3.4.1.1 Genotyp

Mezi endogennimi faktory ovlivitujici androgenetickou indukci hraje hlavni roli genotyp.
Opakovan¢ bylo zjisténo, ze rtzné kultivary v ramci jednoho druhu vykazuji razné reakce
Vv prasnikové kulture.

V ramci modelovych druhti Touraev et al. (2001) ukazali, Ze u stejného druhu existuji
kultivary s vysokou i nulovou odezvou. Piikladem muze byt prace Bajaj (1990), ktera uvadi, ze
indukci 21 kultivara Triticum aestivum byli ziskani haploidni jedinci pouze z deseti kultivart
nebo Ze, produkce haploidi u ryze poddruh Japonica je vyssi nez u poddruhu India. Obdobné,
vyzkum na riznych genotypech citrusti prokazal velké rozdily v zisku haploidt. Bylo pouzito 11
riznych médii, stejné kultivaéni podminky a pfedosSetieni na 4 kultivary mandarinek
klementinek, 5 citrond, 2 mandarinek, 4 grapefruitu, 4 sladkych a4 kyselych pomeranca.
Vysledkem byl zisk haploid pouze u jednoho kultivaru mandarinek klementinek a jednoho
kultivaru citronu, zatimco u zbylych rostlin nedoslo k Zadné odezvé (Germana, 2009).

Tvorba mikrospor schopnych podstoupit embryogenezi je fizena interakcemi
cytoplazmatickych a nuklearnich genti a modifikovana prosttedim (Heberle-Bors, 1985).
Petolino et Thompson (1987) na kukufici prokazali, ze androgenicka kompetence mize byt
dédéna, a proto existuje moznost jejiho Slechténi.

Foroughi-Wehr et al. (1982) rozliSuji Ctyfi nezavisle a odlisné zdédéné vlastnosti,
jmenovité tzv. indukci kalusu, stabilizaci kalusu, regeneraci rostliny a tvorbu albint a zelenych

rostlin.

3.4.1.2 Fyziologicky stav a podminky ristu darcovské rostliny

Uspésna tvorba haploidnich rostlin pouzitim pragnikové/ pylové kultury je podminéna
fyziologickym stavem darcovskych rostlin, ktery se projevuje stavem tkdni prasniku. Ten ma
ptimy vliv na produkci embryogennich pylovych zrn (Heberle-Bors 1985).

U mnohych genotypli odezva prasnikl byla ovlivnéna prostfedim. Jako ptiklad lze uvést
lep$i odezvu prasnik rostlin péstovanych v polnich podminkach v porovnani s rostlinami
pestovanymi ve skleniku (Vasil, 1980). Dle Sunderlanda (1971) praSniky z kvéti na zacatku

kveteni reagovaly na indukci 1épe nez ty z pozdéjsiho kveteni. Vysledky vlivu prostiedi u tabaku
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ukazaly, Ze jak fotoperiodicka, tak isvételna intenzita ovliviluji vytéZek mikrosporogennich
embryi a rostlin (Dunwell, 1981).

Frekvence embryogennich pylovych zrn se zda byt spojena s fenoménem nedostatku
byl demonstrovan studiemi provedenymi na jeCmeni, fepce olejné a pSenici. Prestoze
fyziologicky stav darcovské rostliny mize dramaticky ovlivnit reakci prasnikd v in vitro kultufe,

nelze tento parametr standardizovat (Germana, 2009).

3.4.1.3 Stiadium vyvoje pylu

Féze vyvoje pylu silné ovlivituje uspésnost prasnikové/pylové kultury. Pfechod pylovych
zrn z gametofytického ke sporofytickému vyvoji se lisi v zavislosti na rostlinnych druzich
a dochazi k nému jen v urcitém velmi kratkém casovém useku. Obecné je to obdobi kolem
asymetrické prvni pylové mitdzy, tj. v obdobi mezi etapami jednojaderné¢ a dvoujaderné
mikrospory. Poté, co pylova zrna zaénou akumulovat §krob, obvykle ztraceji svou embryogenni
schopnost a dostavaji se na gametofytickou vyvojovou drahu (Touraev et al., 1997). Vysledky
vyzkumil na Brassica napus a Nicotiana tabacum ale ukazuji, Ze vyuzitim stresového faktoru Ize
u mikrospor nékterych rostlin zvratit uz probihajici gametofytickou cestu.

Telmer et al. (1992) ve své praci uvadéji, ze nejlep$im stadiem pro indukci Brassica
napus je obdobi pozdné jednojaderného a ran¢ dvoujaderného stadia pylovych zrn. Naproti tomu
Binarova et al. (1977) zjistili, Ze vyuzitim stresového faktoru tepla (kratkodobé vystaveni
rostliny teploté 41 °C), muze dojit k embryogenezi i u pylu v pozdnim dvoujaderném stadiu.
Vysledky prace Touraev et al. (1996) u Nicotiana tabacum prokazaly vliv stresového
predoSetieni na pfechod mikrospor od bézného gametofytického vyvoje k alternativnimu
sporofytickému. Zatimco nejlepsi odezvy pii pouziti teplotniho pifedoSetieni bylo dosazeno
urané jednojadernych mikrospor, na oSetfeni hladovénim nejlépe reagovala, pylova zrna
ve dvoujaderném stadiu vyvoje.

Sopory et Munshi (1996) zkoumali vliv stadia mikrospor prasnikové kultury na uroven
ploidie rostliny. Ve své studii zjistili, ze rostliny ziskané z pylu v jednojaderné fazi, byly
vétSinou haploidni, zatimco rostliny s vy$§im poctem chromozoml byly produkovany
z mikrospor v pozdgjsich fazich.

Faze vyvoje pylu je obvykle testovdna na jednom praSniku kvétniho pupenu pomoci
acetokarminové metody (Sharma et Sharma, 2014). Pro fluorescenéni barveni muze byt také

pouzita fluorescenéni sonda DAPI (4,6-diamidin-2-fenylindol dihydrochlorid). Nicmén¢, v ramci
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jednoho prasniku byla pozorovany riznd vyvojova stadia mikrospor, stejné tak, jako mezi

ruznymi prasniky téhoz kvétu (Vasil, 1980).

3.4.1.4 Stresové predoSetieni

Izolované ain vitro kultivované rostlinné bunky za urcitych podminek mohou
regenerovat na embrya acelé rostliny. Konverze diferencovanych rostlinnych bunék na
nediferenciované, totipotentni burnky zavisi na mimofadnych okolnostech ptisobicich na bunky.
Spoustécim faktorem nezbytnym pro vyvolani embryogeneze v kultivovanych mikrosporach je
stres (Touraev et al., 1997). Na zaklad¢ studii provedenych na rtiznych druzich rostlin bylo pro
konverzi mikrospor navrzeno nékolik charakteristickych znakt (marker). Jsou jimi:

(a) fragmentace vakuoly tvorbou cytoplazmatickych fetézcti z perinukledrni
k subkortikalni cytoplasmé;

(b) pohyb jadra do sttedu mikrospory;

(c) zvétseni bunky;

(d) vytvofeni nové bunécné stény pod exinou;

(e) zmenSeni jadérka;

(f) zhutnéni chromatinu;

(g) vyskyt multivezikuldrnich subjektl, pfipominajici lysozomy a degenerace plastidi;

(h) tonoplasty potazené taninem,;

(1) snizeni velikosti Skrobovych zrn;

(k) z&dné vyrazné strukturalni zmény mitochondrii a

(1) symetrické déleni misto pravidelného asymetrického.

Z4dny z nich ale nebyl definovan jako univerzalni pro viechny druhy rostlin (Touraev et al.,
2001).

Po stresovém pusobeni byla pod svételnym mikroskopem pozorovana tzv. ,hvézdovita*
struktura mikrospory. Centralizované jadro obklopené cytoplazmatickymi vldkny ve tvaru
hvézdy bylo zaznamenano u embryogennich mikrospor v fad¢ riznych druhii, napt. pSenice
a tabaku. Navic dalsi studie pouZivajici sledovani celého procesu embryogeneze z jednotlivych
pSenicnych mikrospor objasnily, ze mikrospory stzv. ,hvézdovitou“ wvnitini strukturou
a symetrickym bunéénym délenim jsou nezbytné pro zahajeni embryogenniho vyvoje
izolovanych mikrospor (Touraev et al.,, 1996b). U jinych druhi se jako sledovany

charakteristicky znak pouzZivad jen frekvence mikrospor se symetrickym délenim, ackoli bylo
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prokézano, ze mikrospory se dvéma bunikami stejné velikosti se mohou vyvinout gametofyticky
(Touraev et al., 1995).

U mnoha genotypt bylo pozorovano, ze fyzikalni nebo chemické oSetfeni pted kultivaci
aplikované na kvétni pupeny, celé kvétenstvi nebo vypreparované prasniky piisobi jako spoustéci
faktor pro vyvolani indukce sporofytické drahy, ¢imz se zabrani tvorbé fertilniho pylu (Touraev
et al., 1997). Stresujici ¢inidla pouzivana v prasnikové/ pylové kultufe jsou riznoroda a mohou
byt kategorizovana riiznymi zpusoby, napi. v zavislosti na dob¢ aplikace (pted kultivaci nebo
béhem ni), dle typu stresu (chlad, teplo, hladovéni) apod. Dle prace Shariatpanahi et. al. (2006)

je lze rozdélit do tiech skupin — majoritné pouzivana, minoritn¢ pouzivana a nova (Obrazek 3).

Obrazek 3: Schématické znazornéni déleni stresujicich cinidel (pfevzato a upraveno podle
Shariatpanahi et al., 2006).

Stresové osetreni

Sirokospektralni / Opomijené

Nizka teplota Kyselina Médium s vysokym pH
abscisova
Vysoka teplota Feminizaéni Karagenové
7 latky oligosacharidy
Hladovéni C Ethanol
| ano
7 Tézké kovy
Kolchicin Snizeny
—1  atmosfericky Indukéni chemikalie
y zafeni tlak
Hypertonicky «
Centrifuga ok Osetreni 2,4-D e

V souCasné praxi nejpouzivanéj§imi stresory jsou teplotni Sok a hladovéni, ale riizné
druhy rostlin mohou vyzadovat rozdilné kombinace oSetfeni. Nejen spravny vybér stresu, ale
I vybér spravnych podminek v zavislosti na ur¢itém stadiu pylovych zrn u daného druhu rostlin
je pro indukci mikrospor dilezité. Naptiklad u tabaku je oSetfeni tepelnym Sokem uc¢inné pouze

na mikrosporach, nikoliv vSak na dvoubunééném pylu (Touraev et al., 1996a).
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Tepelny Sok je pro indukci pylové embryogeneze povazovan za nejucinngjsi. Optimalni
teplota a doba piisobeni se vsak 1isi podle genotypu rostlin (Bajaj et al., 1977).

Stres ve form¢ chladového piedoSetieni jako prvni pouzil a popsal Nitsch et Norreel
(1973) u rodu Datura. Tento typ piedoSetfeni se rutinné¢ pouziva v praSnikové kultufe mnoha
plodin a probiha pfi teploté 4 az 10 °C v rozpéti nékolika dni az nékolika tydni. Bylo zjisténo, ze
chladové predosSetieni zpomaluje degradacni proces v prasnikovych tkanich, ¢imz chrani
mikrospory pted toxickymi slou¢eninami uvoliovanymi z rozkladajicich se prasniki. Chlad
zarucuje preziti vétsiho podilu embryogennich pylovych zrn. Také zvySuje frekvenci endo-
redukce, ktera vede ke zvySeni spontanné zdvojenych haploidnich rostlin. Mikrospory v chladem
osetfenych praSnicich se odpojuji od tapeta, coz vede k hladovéni. ZvySuje se celkovy obsah
volnych aminokyselin, coz mlze vést k adaptaci mikrospor na metabolické zmény a indukci
embryogeneze. Také jsou exprimovany dva geny pro tvorbu proteini tepelného Soku
(heatshock protein — HSP), které chrani bunky pied chladem (Shariatpanahia et al., 2006).

Ptedosetteni vysokou teplotou se obvykle provadi pfi teplot¢ 33-37 °C v cCasovém
rozmezi n€kolika hodin do nékolika dnl. Tepelny Sok byl pouzit jako spousté¢ pro vyvolani
embryogeneze v izolovanych mikrosporach psenice a tabaku (Touraev et al., 1996a; Touraev et
al., 1996b).

Ukazalo se, Zze tepelny Sok zpisobuje zmény v mikrotubulech a cytoskeletu
u kultivovanych mikrospor Brassica napus. V téchto mikrosporach byly zjistény strukturalni
zmény na rozhrani plazmatické membrany nebo bunééné stény (Telmer et al., 1992). V teplotné
namahanych mikrosporach bylo syntetizovano nékolik proteint tepelného Soku (HSP). Tepelny
Sok u mikrospor vedl k endoredukci, pficemz G2 haploidni jadra vstoupily do G1 (diploidni)
faze bez mitoézy. Navic u vegetativni buriky doslo k odblokovani G1 faze a vstupu do S faze
(Binarova et al.,, 1997). Segui-Simarro et al. (2005) doplnili, ze b&éhem indukované
embryogeneze mikrospor se tvofily MAP kinazy.

Kultivace mikrospor v médiu, obsahujicim nemetabolizovatelné zdroje uhliku (napf.
mannitol), je t¢innym induktorem embryogeneze v izolovanych mikrosporach mnoha dileZitych
plodin, jako je tabak, pSenice a ryze nebo v kultivovanych praSnicich ryze a zita (Shariatpanahi
et al., 2006). U ,,hladové¢jicich mikrospor byly pozorovany cytoplazmatické a jaderné zmény
vcetné dediferenciace plastidl, dilatace bunécné stény, vyskytu velké vakuoly, ztraty jadernych
porit ve vegetativnim jadru, zmén chromatinu a jaderné struktury, fosfolipidového slozeni
plazmalemy a zmenseni jadra. Obdobné jako u tepelného Soku i tady u vegetativni bunky doslo

k odblokovani G1 faze. V ,hladovéjicich® dvoubunéénych pylovych zrnech tabaku byl
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exprimovan gen pro HSP proteiny. Béhem tohoto typu piedosetieni (hladovéni) byly prokdzany
kvalitativni a kvantitativni zmény v aktivitach proteinkinaz (Shariatpanahi et al., 2006).

Dalsim spoustécem stresu je kolchicin, mikrotubulovy depolymeriza¢ni alkaloid, ktery
narusuje tvorbu mikrotubuli béhem bunééného déleni atim zcela brani d€leni bunék.
Mikrotubuly jsou nezbytné pro tvorbu déliciho vieténka, které zajisti rozchod chromozému
béhem anafaze k opacnym polim delici se bunky. Selhani mikrotubulové aktivity mize vést
k endoduplikaci. Reakce mikrospor na kolchicin se zda byt zavisla na jejich vyvojové fazi.
Mikrotubuly jednobunéénych mikrospor jsou mnohem citlivéjsi nez dvoubunécny pyl. Pisobeni
kolchicinem na mikrotubuly jednobunécnych mikrospor vede k jejich Gplné depolymeraci,
zatimco vétSina mikrotubult dvoubunééného pylu neni ovlivnéna (Zhao et Simmonds, 1995). Pti
depolymeraci mikrotubuld se uvolni jadro zakotvené do bunétné stény, ztrati se asymetrie
mikrospor, jadro migruje do stfedu bunky a mikrospory podléhaji symetrickému déleni (Zhao et
al., 1996). Tato zména polarity bunék mutize pteprogramovat mikrospory na sporofytickou drahu.
Pozdni jednobunééné mikrospory, které vstupuji do mitézy béhem pocatecni faze kultivace,
muzou ucinklim kolchicinu uniknout, rozd¢€lit se asymetricky a pokracovat v normalnim vyvoji
gametofytl. Depolymerizace mikrotubult kolchicinem je pomaly proces, vyZadujici az 8 hodin
(Zhao et Simmonds, 1995). Vyhodou oSetieni kolchicinem je ito, ze je Cinidlem, ktery
zdvojnasobuje pocet chromozomu. Jednoduchy jednokrokovy proces soucasné vyvolavajici
embryogenezi a zdvojnasobeni chromozom je vyhodny jak pro genetické studie, tak i programy
Slechténi rozmnozovani rostlin. OSetfeni kolchicinem se vyuziva u pSenice, fepky, kukufice,
cukrové fepy, ¢iroku, pSenice, ryze a kavy (Germana, 2011; Shariatpanahi et al., 2006).

Centrifugace a pusobeni snizeného atmosférického tlakum nebo vodniho stresu patii do
skupiny méné pouzivanych stresovych predoSetieni pro prasnikové kultury. Mechanismus toho,
jak stres ovliviiuje diferenciaci pylu, dosud nebyl pevné stanoven. Presto se zda, ze tato stresova
predosetieni zpuisobuji zménu polarity rozdéleni pti prvni haploidni mitéze, zahrnujici
reorganizaci cytoskeletu, zpozdéni a modifikaci pylové mikrospory, blokovani produkce nebo
rozpousténi mikrotubulii (Nitsch, 1977).

DalSimi ptiklady minoritné vyuZivanych anovych stresovych predoSetieni miize byt
kyselina abscisova u praSnikové kultury tabaku a je¢mene, feminiza¢ni ¢inidla u tabaku, ethanol
u fepky, hypertonicky Sok u pSenice a zafeni y v praSnikovych kulturach fepky, tabaku a rajcete.
O rozsifeni pouzivani téchto stresord u jinych druhti neni k dispozici mnoho informaci,
pravdépodobné i proto, zZe pouziti majoritnich stresorli je snadné&jSi. AvSak i tyto specifické
stresory se mohou ukdazat jako t€inné pti vyvolani embryogeneze mikrospor u druhtl, kde pouZiti

majoritnich stresorti nebylo tispé$né (Shariatpanahi et al., 2006).
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Volba stresu zavisi nejen na jeho efektivité pifi tvorbé embryogennich mikrospor, ale
I celkové funk¢nosti a prakti¢nosti. Pokud by naptiklad oSetfeni chladem bylo stejné uc¢inné jako
predbézné oSetfeni kolchicinem nebo zafenim vy, bude preferovano klasické oSetieni chladem,
protoze ostatni postupy budou vyzadovat zvlastni manipulaci a technické prostiedky.

Nelze jednoznacné fici, kterd vlastnost mikrospor mtize byt definovana jako univerzalni
sledovany znak embryogenniho stavu. Mikrospory hvézdovitého tvaru se zdaji byt embryogenni
U pSenice, tabaku, jablek aryze. Naproti tomu u B. napus lze pozorovat zvétSeni bunéck
a symetrické dé€leni. Ukazalo se také, ze v zavislosti na druhu stresu se v embryogennich
mikrosporach jeCmene objevuje jak symetrické, tak asymetrické prvni mitotické déleni bunck
(Shariatpanahi et al., 2006).

Mechanismus plisobeni stresu v kontextu ptreprogramovani mikrospor stale nebyl piesné
objasnén. Zatimco projevy ucinku tepla a hladovéni jsou si ve svém stresovém plsobeni na
embryogenezi mikrospor v sirokém rozmezi riznych druhti podobné, chlad nemize byt skute¢né
povazovan za stresovy, ale za antistresovy faktor. Chlad udrzuje u vSech rostlin zivotaschopnost
bunck pti pfeprogramovani, zatimco spousStéCem stresu je hladovéni. U pouziti kolchicinu
a vétsiny dalSich minoritné pouzivanych anovych stresori postradame informace o jejich
obecném vyznamu v embryogenezi mikrospor a jejich stresovém ucinku.

Poslednim problémem je porozuméni genové expresi béhem indukce embryogeneze
mikrospor. Geny exprimované béhem embryogenni indukce mikrospor jsou podrobné
studovany, ale ptesto dosud nebylo jednoznaéné potvrzeno, Ze tyto geny jsou skute¢né specifické
pro embryogenni mikrospory, nebo Ze jsou nezbytné pro preprogramovani drah mikrospor
(Maraschin et al., 2005).

Na rozdil od stresu se zd4, Ze hormony jsou pro tspésnou indukci méné dilezité. Podle
Aionesei et al. (2005) pomérné nizka dulezitost hormonti v embryogenezi mikrospor zavisi na

skute¢nosti, ze hormonalni autotrofie je podminkou sine qua non pro pravou embryogenezi.

3.4.1.5 Povrchova sterilizace poupat a preparace prasniku

Povrchova sterilizace poupat je nezbytnym krokem ptipravy kvétnich poupat, ze kterych
jsou dale extrahovany prasniky. Povrchova sterilizace vede k odstranéni kontaminantti, nejcasteji
bakterii a hub z povrchu pfipravovanych poupat. Vétsina pouzivanych sterilizacnich protokola se
nachazi v manualu pro produkci haploidi od Maluszynski et al. (2003).

Poupata vétSiny rostlin jsou nejprve ponoiena na n¢kolik minut do 70% roztoku ethanolu

apoté¢ na 10 az 15 minut do roztoku chlornanu sodného (1,5% aktivniho chloru ve vodg¢),
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obsahujiciho né¢kolik kapek detergentu Tween 20. Nakonec jsou poupata nejméné tiikrat
proplachnuta sterilni destilovanou vodou jiz v aseptickém prostiedi. V poslednim kroku jsou
prasniky z poupat asepticky vyfiznuty a umistény na médium. Pii preparaci prasnikim by
nemélo dojit k poranéni, aby se zabranilo produkci somatického kalusu z tkani stény prasniku

(Reinert et Bajaj, 1977).

3.4.1.6 Kultiva¢ni podminky

Pro dobry riist a vyvoj explantatu je potfeba zajistit dobré kultivaéni podminky, a to
jak fyzikalni, tak ichemické. Fyzikalni podminky zahrnuji svétlo, teplo a také plynnou fazi
kultiva¢niho prosttedi, tzn. mnozstvi vodni pary a zvySeny ¢i snizeny obsah nékterych plynd.
Chemické podminky zahrnuji kultivacni médium, jako zdroj vyzivy, energie a regulacnich

latek (Prochazka et al., 1998).

3.4.1.6.1 Fyzikalni podminky

Prasnikové kultury jsou obvykle indukovany pfi teploté 24-27 °C a vystaveny pisobeni
svétla pHi intenzit& asi 2 000 Ix/m® po dobu 14 - 24 hodin (Reinert et Bajaj, 1977) Jiné kultiva¢ni
podminky uvadi Vasil (1980) a to stéidani svétla (12-18 h, 5000 - 10 000 Ix/m?) s teplotou 28 °C
atmy (12-6 h) s teplotou 22 °C.

Optimalni podminky se musi stanovit pro kazdy jednotlivy systém. Svétlo je signal
prostiedi, ktery reguluje morfogenezi pylu in vitro. Vysoka intenzita bilého svétla pisobi
u prasnikovych kultur inhibicng, zatimco tma nebo nizka intenzita bilého svétla jsou méné
inhibi¢ni (Nitsch, 1981; Wenzel et Foroughi-Wehr, 1984). Indukce pras$nik v nepfetrzité tmé
byla piileZitostné povazovana za zasadni. Stfidani svétla a tmy je po induk¢ni dobé vhodné pro
kultivaci nékolika druhti: Hyoscyamus niger, Datura innoxia a Nicotiana tabacum (Sunderland,
1971).

Pro uspésnou indukci praSnikovych kultur je diileZitd i hustota kultury (tj. pocet prasnika
v kultivaéni nadobé na jednotku plochy nebo objem média) a zpisob umisténi explantatu na

médiu (Sopory et Munshi, 1996).
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3.4.1.6.2 Chemické podminky kultivace — kultiva¢ni média

Pozadavky na slozeni kultivacnich médii jsou pro rizné genotypy rtzné, piicemz
pozadavky na vyzivu extrahovanych prasnikii jsou mnohem jednodussi nez pozadavky na vyzivu
izolovanych mikrospor (Bajaj, 1990).

Pro prasnikovou kulturu se nejCastéji pouzivaji bazalni média N6 (Chu, 1978), MS
(Murashige et Skoog, 1962), Nitsch et Nitsch, (1969) a BS (Gamborg et al., 1968). Pro ¢eled
Solanaceae jsou to obvykle polopevna média na bazi smési soli MS. Pro produkci embryi je
nezbytny zdroj sacharidti, hlavné kvuli jejich osmotickym a vyzivovym ucinkiim (Powell, 1990).

Vliv koncentrace sacharidi pravdépodobné souvisi s regulaci osmotického tlaku béhem
indukéni faze (Sunderland, 1971). Keller et al. (1978) ve své praci uvadi, Ze vysoké koncentrace
zdroje uhliku mohou byt skodlivé pozdéji v obdobi kultivace. Hlavni sacharid v rostlinné tkani je
sachardza. Proto je i nejbéznéjsim zdrojem uhliku pouzivanym v prasnikové kultufe. V médiu je
obvykle ve 2 - 4% koncentraci (Reinert et Bajaj, 1977). U nékterych druht, napf. Brassicaceae a
Poaceae se vyzaduje vysoka koncentrace sachardzy (6-17 %), protoze jejich zraly pyl je
trojbunéény. Naproti tomu u rostlin, u kterych je zraly pyl dvoujaderny, napf. druhu Solanaceae,
je nejvhodngjsi koncentrace sachardzy 2-5 % (Dunwell, 2010). V prasnikové kultufe je¢mene lze
sacharbzu Usp&nd nahradit maltézou obvykle v mnozstvi 62 gl* vindukénim médiu
a Vv poloviéni koncentraci v regeneracnim médiu. Maltéza mlze byt také pouzita u pSenice,
tritikale, Zita a ryZe v mnoZstvi 60 az 90 g.I"* (Wedzony et al., 2009).

V prasnikové kultufe byly podrobné zkoumény ucinky regulatori rastu rostlin. Ackoli
nékolik modelovych druhl, napf. vétSina druhd Solanaceae nevyzaduje pfidani auxinu do
indukéniho média, pro produkei embryi pochazejicich z mikrospor je pfitomnost regulatort riistu
rozhodujici pro vétsinu rostlinnych druht, zvlasté pro rekalcitrantni rostliny (Maheshwari et al.,
1982).

Drahu vyvoje mikrospor urcuje typ a koncentrace auxind. Pro indukci kalusi je vhodna
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) akyselina indol-octova (IAA), zatimco kyselina
naftalenoctova (NAA) podporuje piimou embryogenezi (Armstrong et al., 1987).

Ptidani aktivniho uhli (v mnozstvi 0,5-2 g.I'l) zvysuje ucinnost embryogeneze mikrospor
unékolika druhti. Piikladem mulze byt zvySeni odezvy tabdkovych praSnikdi doplnénim
bazéalniho média ptidavkem 2% aktivniho uhli. Zda se, Ze aktivni uhli pomaha odstranit inhibi¢ni
latky z média a pravdépodobné 1 ze stén prasniku a reguluje uroven endogennich a exogennich
regulatord rastu (Vasil, 1980; Heberle-Bors, 1985). U nékterych genotypti je ptidani

antioxidantl a aktivniho uhli uzite¢né i tim, Ze snizuje z¢€ernani tkani zptisobené fenoly.
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Dalsim faktorem, ktery mutize ovlivnit proces embryogeneze je pH (Stuart et al., 1987).
pH médii pro prasnikovou kulturu se obvykle upravuje na 5,7 - 5,8 pted sterilizaci vodni parou.
Jako tuhnouci slozka se do tuhych kultiva¢nich médii zpravidla ptidava agar, ale mize to byt

i Skrob (bramborovy, pSeni¢ny, kukufi¢ny nebo skrob z je¢mene) nebo agardza (Dunwell, 2010).

3.4.1.7 Morfogenni vyvoj, preprogramovani genové exprese a regenerace rostlin

Po stresovém predoSetieni a béhem kultivace mtzou mikrospory nésledovat rtizné
vyvojové drahy. Mnoho mikrospor okamzité zastavi sviij vyvoj a/ nebo zemic. Nékteré z nich
pokracuji ve vyvoji az do dospé€lého stadia pylového zrna a pak zastavi sviij vyvoj a zemiou. Jiné
mikrospory jsou stresovym piedosetienim ucinn¢ indukovany a vytvofi mnohobunécény kalus
nebo embryo (MDE, z angl. Microspore-Derived Embryo). U téchto mikrospor dochazi ke
zméndm na riznych urovnich, od bunééné architektury az po genovou expresi. Mezi rozsahlé
zmény patii premisténi jader do centra bunck, piestavba jadernych a cytoskeletdlnich prvki
a rozpad velké centralni vakuoly (Segui-Simarro et Nuez, 2008a).

Zmeény genové exprese mohou byt seskupeny do tii hlavnich kategorii

o bunécna odpoveéd na stres,

o potlaceni gametofytického programu a

o exprese embryogenniho programu.
Se spousténim kazdé z téchto fazi pfimo nebo nepiimo souvisi poCet exprimovanych gent,
produkovanych proteind a metabolitli, které jsou predmétem vyzkumu u dilezitych plodin, jako
je pSenice, jemen a tabak (Maraschin et al., 2005)

Pro vyvolani odezvy na stresovy signal musi byt tento signal nejprve piijat. Jako
piijemce extracelularnich stresovych signali se obvykle uvadi kyselina abscisova (Segui-
Simarro et Nuez, 2008a). V souvislosti sbunéénou odezvou na stres byly popsany zmény
Vv hladinach riznych proteint tepelného Soku poté, co rostliny byly vystaveny stresu z chladu,
tepla, kolchicinu nebo hladovéni (Smykal, 2000). V soucasné dobé se predpoklada, Ze tyto
proteiny maji ochrannou ulohu souvisejici se stresovou toleranci (Segui-Simarro et Nuez,
2008a). ZvySena exprese genu katalazy a glutathion-transferazy se vysvétluje jako ochranna
odezva proti oxidativnimu stresu vyvolanému in vitro kultivacnimi podminkami.

Pied spusténi embryogenniho programu, musi bunka zruSit gametofyticky program.
Klicovym bodem tohoto procesu je blokace syntézy Skrobu (znak dozravani pylu) a odstranéni
zasob Skrobu. Na indukovanych mikrosporach je¢mene byla pozorovana exprese gentll

podilejicich se na biosyntéze a akumulaci Skrobu spolu s indukci genli pro rozpad Skrobu
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a sacharozy. Soubézné se zdd, ze urcity druh dediferenciacniho programu funguje za ucelem
odstranéni molekul souvisejicich s mikrogametogenezi z cytoplazmy (Maraschin et al., 2005).

Prvni indikace pro nastup embryogenniho programu je symetrické rozdéleni mikrospor,
které je u vétSiny androgennich systému nasledovano nepietrzitym proliferacnim délenim, coz
vede K tvorbé nediferencovanému kalusu. Od této faze se embryo (MDE) postupné piiblizuje
morfologii svého zygotického prot&jsku. Regulatory ristu, jako je ethylen, IAA nebo ABA, jsou
dalezité¢ pro urcité¢ aspekty vyvoje MDE, stejné jako u zygotickych embryi. Nicméné casové
profily nebo absolutni hladiny téchto rostlinnych hormonii se od zygotické embryogeneze lisi.
Tyto rozdily lze pfipsat absenci endospermu jako zdroje regulac¢nich podnéti (Segui-Simarro et
Nuez, 2008a).

Absence regulacnich podnéti pochéazejicich z endospermu nebo jinych semennych tkani
muze byt také pozorovand u nékterych druhl tvorbou kalusti obsahujicich nediferencované
struktury, které se tvofi béhem kultivace prasnikt in vitro. Ztéchto kalusi jsou pak
regenerovany haploidni a dihaploidni rostliny. Tato pozorovani vedla k hypotéze, ze proliferace
kalusti neni alternativou pro vyvoj aregeneraci haploidii zévisejici na genotypu rostlin, ale
dasledkem neoptimalnich experimentalnich podminek, které vylucuji, aby se embryo vyvijelo
spravnym zpusobem. Je tedy pravdépodobné, Zze u vétSiny druhii tvoficich kalus odvozeny
z mikrospor, by produkce embryi byla mozna, jakmile by byly znamy konkrétni podminky pro
vyvoj embryi. Svéd¢i o tom nékteré druhy zemédélskych plodin jako je jeCmen, pSenice nebo

ryze (Bouharmont, 1977; Gonzalez Medina et Bouharmont, 1978).
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3.4.1.8 Charakterizace zregenerovanych rostlin

3.4.1.8.1 Analyza ploidie

Produkty in vitro kultur nejsou jen haploidy nebo dihaploidy. Z prasnikové kultury
riznych genotypi mohou byt ziskany haploidni nebo nehaploidni (diploidni, triploidni,
tetraploidni, pentaploidni, hexaploidni) embrya a rostliny (Dunwell, 2010).

Pro detekci ploidie u rostlin ziskanych indukovanou androgenezi l1ze pouzit metody piimé
(pocitani chromozomil) nebo metody nepiimé (prutokova cytometrie, pocet chloroplastii ve
sveéracich buiikkach priduchti a morfologickd pozorovani). Kazda z téchto metod ma vyhody
I nevyhody. Pocitani poctu chromozomi z bun¢k kofenovych $picek regenerovanych embryi
nebo zrostlin je spolehlivou, ale ¢asové velmi naroénou a pomérné tézkopadnou metodou.
Metody zalozené na pocitani chloroplasti ve svéracich bunikach praduchi patii k metodam

nepfili$ pracnym a lehce proveditelnym, ale nemusi byt vzdy spolehlivé (Sari et al. 1999).

3.4.1.8.2 Priitokova cytometrie

4

Nejrozsitengjsi a také nejspolehliveéjsi metodou pouzivané pro stanoveni ploidniho stupné
je prutokova cytometrie. Tato moderni a perspektivni metoda je v soucasnosti pouzivana v
zdkladnim 1 aplikovaném vyzkumu mnoha biologickych oborG (Bohanec, 2009). Hlavnim
principem této metody je vytfidéni bun€k spliujicich urcité parametry z heterogenni populace
bunék. Pro oznaceni specifickych parametrii bunck se nej€asteji pouzivaji fluorescenéni sondy.

Postup cytometrickych analyz je jednoduchy. Na dvouSroubovici DNA studovaného
vzorku se pfed samotnym méfenim navaze fluorescenéni barvivo (fluorochrom). Podminkou je
nutnost obarvit pouze DNA nachazejici se v jadie bunky. Pfi procesu barveni tedy nesmi dojit
k obarveni zadnych dal$ich organel studovanych bun¢k. Po ozafeni fluorescenéniho barviva
svétlem vhodné vInové délky (excitaéni zéfeni), dojde k absorpci excitacniho svétla
fluorochromem a excitaci elektrond. Excitované elektrony se vzapéti vraci do zakladniho stavu,
pii ¢emZ uvoliuji svételnou energii (emisni zareni). Emisni zafeni ma vyssi vlnovou délku
anizsi energii nez excitaéni zafeni. Vhodné zvolenymi optickymi filtry Ize ob¢ zateni odd¢lit
a méfit jejich intenzitu.

Zakladni soucasti cytometru jsou: prutokova komirka, zdroj excitatniho zatfeni, opticka

soustava, soubor fotondsobict a zesilovacii a vyhodnocovaci ¢ast (pocitac).
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Hlavni vyhodou pritokové cytometrie je rychlost a spolehlivost. Nevyhodou je nutna
kalibrace pro konkrétni pottebu. Navic je nutné empiricky odstranit slabé fluorescenéni signaly,

aby se zabranilo Sumu pii zobrazeni (Dolezel et al., 2007).

3.4.1.8.3 Detekce homozygotnosti

Nehaploidy mohou pochézet ze somatické tkan¢ stén prasnikd, z fuze jader, z endomitdzy
VvV zrnu pyli, z nepravidelnych mikrospor tvofenych meiotickymi nepravidelnostmi (Sunderland
et Dunwell, 1977) a v n¢kterych ptipadech se zda, ze puvod nehaploidi pochazi z netiplné tvorby
bunécnych stén mezi vegetativnim a generativnim jadrem.

Duplikace haploidniho genomu jedinct pochézejicich z pylu probiha prostfednictvim tii
mechanismu, endoreduplikace, jaderné fuze a mitozy, ke které dochazi po aplikaci kolchicinu.
Diploidni nebo polyploidni rostliny pochazejici ztohoto zplisobu oSetfeni jsou zcela
homozygotni. Vzhledem k tomu, Ze jak kalus, tak i rostliny vzniklé pouzitim prasnikové metody
mohou byt nejen homozygotni ale i heterozygotni, pro detekci homozygotnosti Ize pouzit

metodu SSR (z angl. Single Sequence Repeats) markert (Chani et al., 2000).

3.4.2 Androgeneze brambor

Hlavni kulturni druh brambor, Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum je autotetraploid
(2n = 4x = 48). Existuje vice nez 200 druhti nekulturnich brambor a mnoho z nich je diploidnich
(2n = 2x = 24). Tyto druhy nelze snadno kfizit s tetraploidnimi kulturnimi druhy, vzhledem
k rozdilnym hladinam ploidie. Dalsi hybridiza¢ni bariérou je neslucitelnost v EBN. Obé¢ tyto
bariéry vSak mohou byt ¢astecné piekonany indukci haploidnich linii.

Brambory patii k prvnim plodindm, u kterych byly pouzity haploidni techniky
Slechténi. Chase (1963) navrhl kiizeni Ctyt riznych dihaploidnich rodi¢t, aby ziskal dva rtizné
diploidni hybridy, které by pak mohly byt kiiZeny a polyploidizovany, aby vytvofily tetraploidni
brambory s genomy ¢tyf riznych rodici.

Obecné lze dihaploidni linie (2n = 2x) produkovat opylenim kulturnich brambor
specifickym diploidnim druhem S. phureja nebo alternativné inertni kulturou in vitro. Specifitu
S. phureja pro indukci partenogeneze u kulturnich brambor prvné zminuje van Breukelen et al.
(1975). Autofti navic vyuzili antokyanové zbarveni hliz a rostlin jako genetického markeru pro
selekci homozygotnich bramborovych klont.

Ke konci padesatych let se zaaly pouzivat nové metody pro ziskani dihaploidll/

haploidd, jako je praSnikova nebo pylova kultura a somaticka hybridizace. Zatimco dihaploid je
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ziskan z tetraploidu, haploid miize byt ziskan z diploidnich rostlin nebo z tetraploidnich rostlin
realizaci dvou po sobé jdoucich cykli snizovani poétu chromozomi. Zdvojeni chromozému
haploidt/ dihaploidi vede k produkci homozygotnich diploidd/ tetraploidi. I kdyz druhy rodu
Solanum patii v porovnani s jinymi zeméd€lskymi plodinami spiSe k rekalcitrantnim rostlinam,
vroce 1972 Irikura et Sakaguchi popsali produkci haploidni rostliny pochazejici z prasnikt
nekulturnich druhtt Solanum verrucosum. Kohlenbach et Geier (1972) zase byli prvni, kteti
ziskali embrya z kalusti kultivaci prasnikt kulturnich brambor, unichz se ale nepodatilo
realizovat organogenezi. To se pozdé&ji podafilo tymu Dunwella et Sunderlanda (1973) ziskem
haploidnich rostlin z prasnikové kultury kultivaru Pentland Crown. Pouziti techniky izolovanych
mikrospor pro indukci haploidl nebylo uspésné (Sopory, 1977b). Navzdory t€émto ranym pracem
byl vyvoj haploidt v prostfedi in vitro u komerénich odriid brambor omezen. Prilom nastal az
v roce 1996 ve Finsku, kdyz se podafilo zvysit produkci regenerantl tetraploidnich kulturnich
brambor prostfednictvim gametické embryogeneze (Rokka, 2003).

V prasnikové kultuie mtize byt vyvoj rostlin z mikrospor iniciovan z vegetativnich bungk,
generativnich bunék nebo jejich fuzovanych bunék. Kultivaéni odpovéd’ prasnikové kultury je

vvvvvv

vyvojové stadium pylu, stresové predosetieni a kultivacni podminky (Sopory et Bajaj, 1987).

3.4.2.1 Vliv genotypu

Indukovanou embryogenezi metodou prasnikové kultury vroce 1973 Dunwell et
Sunderland realizovali na tfech kultivarech Solanum tuberosum; Pentland Crown, Maris Piper
a Record. Prasniky byly kultivovany ve stadiich meidzy, mikrospor a mladych pylovych zrn.
Vyssi tvorba embryi byla pozorovana z prasnikti sbiranych v 1ét€ nez téch, ktera byla sbirana na
jate. Tato skutecnost pravdépodobné souvisela s lepSim zdravotnim stavem letnich rostlin.
K tvorbé embryi i kalusti, ze kterych zregenerovaly rostliny, doslo pouze u kultivaru Pentland
Crown.

V roce 1975 Irikura kultivoval prasniky 118 klonti 46 druhi Solanum a byl Gspésny
u 11 druhti. Haploidni rostliny ziskal ze S. verrucosum, S. bulbocastanum, S. phureja,
S. stenotomum a dvou mezidruhovych hybridi.

Sopory et Rogan (1976) kultivovali prasniky riznych dihaploidnich klond S. tuberosum
a zjistili, Ze ke tvorbé embryi a kalusit doSlo u péti klont, pticemz tfi klony vznikly kifiZenim
stejnych rodicl. Poté, co byly testovany i dalsi klony tohoto kiiZeni a pozitivni odezva na

indukci prasnikti byla zaznamenana pouze u nékterych, autofi dosli k zavéru, ze fizenym
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kiizenim a selekci l1ze ziskat vhodné genotypy pro indukovanou androgenezi. Na zakladé
vysledku této prace se o dva roky pozdé€ji Sopory et al. (1978) podafilo ziskat genotyp, ktery
produkoval velky pocet haploidnich embryi, ze kterych byly vypéstovany kompletni rostliny.
Pouzitim tohoto genotypu byly ziskény tisice rostlin, které vykazovaly vynikajici androgenni
ucinnost, ktera byla pfenesena do dalSich generaci (Uhrig, 1985).

Vliv genotypu na tvorbu kalusu potvrdili i Sopory (1977a) a Sopory et Tan (1979). Jeden
Z klonti, které byly studovany, vykazoval velmi vysokou frekvenci tvorbu kalust, které ale byly
cytologicky nestabilni. Poc¢et chromozomii zregenerovanych rostlin byl 12, 24, 36, 48 a n¢které
rostliny byly aneuploidni. Bylo tedy ziejmé, Ze pro zisk haploidnich stabilnich rostlin by byla
vhodnéjsi pfiméa tvorba embryi nez regenerace rostlin z kalust. Vliv genotypu ovlivnil i to,
ze kterych ¢asti prasniku se bude kalus tvofit, jestli z pylovych zrn nebo ze stén (Sopory et Tan,
1979).

Studie Smykala (2000) prokazala, ze schopnost podstupovat embryogenezi mikrospor je
dédicné recesivni znak fizeny vice nez jednim genem a Ze rtizné vyvojové stavy pii produkci

embryi a regeneraci rostlin jsou nezavisle geneticky kontrolovany.

3.4.2.2 VIliv vyvojového stadia pylu

Dunwell et Sunderland (1973) zjistili, ze nejlepsi obdobi pro indukci prasnikti brambor je
obdobi, ve kterém se pyl chystal vstoupit do mitdzy, zatimco u tabaku je to obdobi hned po prvni
mitoze. Také pribeh poctu odezev v korelaci se stafim prasnika se lisil. Pokles odezev u tabaku
byl pozvolny, ale u brambor klesl prudce. V prasnicich studovanych kultivart, které byly ve
stddiu mikrospor, doSlo k tvorbé embryi 1kalusi. V Zadném prasniku ve stadiu meidzy
k embryogenezi nedoslo.

Prasniky kultivovanych dihaploidnich klona S. tuberosum, u kterych doslo k déleni pylu
a tvorbé embryi, byly ve fazi jednojaderného pylového zrna (Sopory et Rogan, 1976).

Sopory et al (1978) zjistili, ze prasniky, obsahujici pyl v jednojaderné fazi, byly nejvice
citlivé pfi produkci embryi. Pyl se zacal délit po 4 aZz 5 dnech a vznikl4d embrya se vyvinula do
rostlin. Pfi kultivaci prasniki, ve kterych byla pylova zrna ve dvoujaderném stadiu, se odezva
snizila.

Sunderland et Evans (1980) dospéli ke stejnym zavéram. Navic uvedli, ze v prasnikové
kultufe mtZe byt vyvoj rostlin z mikrospor iniciovan z bunék vegetativnich, generativnich nebo

bunék, které jsou vysledkem jejich fuze.
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Neexistuje jednozna¢na odpoveéd’ na otazku, pro¢ nejlepsi odezva prasnikové kultury je
U jednojaderného pylu. Divodem muze byt skuteCnost, ze mikrospora jest¢ neni Uplné
diferenciovand, ale je v procesu déleni aaby se stala diferencovanou buiikou (tj. buiikou
s naakumulovanym Skrobem) je stale metabolicky aktivni. KdyZz pylové zrno v tomto stadiu
dostane potfebny impuls, miize se cesta vedouci k diferenciaci na vegetativni a generativni
buiiku obratit. Dochézi k déleni nediferencovanych bunék, ze kterych se nakonec diferencuje
embryo. Podnéty mohou mit fyzikalni nebo chemicky charakter (Bajaj, 1990).

Bylo zjisténo, ze délka kvétnich poupat brambor koreluje s vyvojovym stadiem pylu
(Pretova, 1995). Rokka (2003) sklizel poupata z genotypi S. tuberosum, kdyz jejich délka byla
4 az 6 mm. Prasniky téchto poupat méfily 3-4 mm. Okvétni listky nebyly ve vétSin€ genotypii
viditelné nebo jen malo viditelné. U nékterych genotypt, jako je Solanum tuberosum odridy
"Torridon" byl pomalej$i vyvoj prasnikt, proto délka poupat musela byt vétsi. Naproti tomu
délka poupat Solanum acaule pouzitych pro prasnikovou kulturu byla 3-4 mm. Délka poupat
u rostlinného materialu (tetraploidy cv. Borka a diploidni klon 8294/24 pochazejici z Institutu
vyzkumu brambor Havlickiv Brod v Ceské republice adiploid 390541/4 pochazejici
Z Mezinarodniho stfediska brambor v Limé v Peru) ve vyzkumu Rihova et Tupy (1999) byla 4,5-

5 mm. Ve vSech piipadech se vyvojova faze mikrospor stanovovala acetokarminovou metodou.

3.4.2.3 Vliv stresového predoSetieni

Stres je povazovan za hlavniho spoustéce vyvolani embryogeneze v podminkach in vitro
(Touraev et al.,, 1997). U brambor se obvykle vyuziva piedoSetfeni chladem, piipadné
hladovénim. Chladové piedosSetieni, tj. uchovani poupat v navlhéenych ubrouscich pii teploté
4-6 °C po dobu 72 hodin, pouzili ve svych pracech Aziz et al. (1999) a Teparkum et al. (1998).
Pretova (2005), kombinovala ptfedoSetieni chladem s hladovénim, aby stimulovala indukci
prasnikt u dvou genotypi, jednoho dihaploidniho a jednoho tetraploidniho. Chani et al. (2000)
zvysil vytéznost embryi o 40 % tim, Ze poupata vystavil tepelnému Soku 35 °C po dobu 12

hodin. Na druhou stranu tepelny Sok sniZil rychlost regenerace rostlin.

3.4.2.4 Vliv fyzikalnich a chemickych faktora

Na produkci dihaploidnich a haploidnich embryi v prostfedi in vitro pouzitim
prasnikovych kultur maji vliv riizné faktory. Pro kultivaci tfech kultivara Solanum tuberosum v

praci Dunwella et Sunderlanda (1973) byla pouzita jako zakladni média pouzita v pracich Guha
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et Maheshwari (1967) a Murashige et Skoog (1962), Blaydes (1966), Bourgin et Nitsch (1967),
Schenk et Hildebrandt (1972) a White (1963). Jako tuhnouci slozka byl pouzit agar. Néktera
média byla pouzita bez pfitomnosti rostlinnych regulatori rastl, néktera byla obohacena
0 kombinace kinetinu a auxinu v riznych koncentracich. V nékterych pfipadech byla pouzita
zvySend koncentrace sacharozy az na 20 %, Vv jinych bylo pfidano kokosové mléko misto nebo
spolu s kinetinem. Slozeni médii ovlivnilo pocet, velikost, texturu i barvu vzniklého kalusu.

Foroughi-Wehr et al. (1977) kultivovali prasniky na Linsmaierové et Skoogové (1965)
médiu s modifikaci, kde CoCl, a FeSO, byly vynechany a misto toho byl pifidan FeNaEDTA.
Autofi pouzivali Sest riznych médii, s riznou koncentraci auxinli a cytokininii. Pro vyvolani
déleni pylt byla nejlepsi kombinace hormont kyseliny indoloctové (IAA) a benzylainopurinu
(BA). V médiich s IAA a BA se tvorily vyhonky, v médiich s kyselinou naftalenoctovou (NAA)
a kinetinem doslo pouze k tvorb¢ kotentl.

Sopory et al. (1978) pii kultivaci prasnikd 40 genotypti brambor otestovali vice nez 100
kombinaci médii. Zaklad tvotilo médium MS (Murashige et Skoog, 1962). Maximalni odezva
byla dosaZena pii pfidani sacharozy v koncentraci 60 g.I* spolu s 6 pmol.I"* IAA a 4 pmol.I'* BA
a aktivnim uhlim. Vyménou BA za kinetin ¢i zeatin nebo nahrazenim IAA pomoci 2,4-D a NAA
se snizila odezva praSnikt dihaploidnich brambor. Pro diferenciaci pylového kalusu byl vSak
nejlepsi zeatin ribosid. Nejvyssi produkce kalusu u 13 kultivarti autotetraploidnich brambor bylo
ziskano pouzitim 0,1 pgl™ zeatinu a2 mg.l™ 2,4-D (Mix, 1983). Vzhledem k tomu, Ze lze
vytvofit neomezené mnozstvi kombinaci médii, je obtizné kategorizovat nékteré rostliny jako
kalcitrantni.

Ptesna role sachardzy pii indukci diferenciace neni jasna, ale plisobi vice nez jen jako
zdroj sacharidi. Tento neznamy efekt nemohl byt nahrazen pouzitim glukdzy ani manitolu
(Sopory, 1979). V ptipadé, ze koncentrace sacharozy byla 2 %, nedoslo k zadné odezvé,
pras$niky reagovaly pouze, kdyZ byla koncentrace sacharozy alespon 4 %. Stejné vysledky byly
publikovany i Foroughi-Wehrem et al. (1977).

Ptidavek aktivniho uhli do média mél také pozitivni efekt na indukci embryi u brambor
(Sopory et al., 1978). Aktivni uhli pravdépodobné ovlivituje absorpci inhibi¢nich sloucenin
z agaru (Johansson et al., 1982).

Pouzitim bramborového extraktu (extrakt byl pfipraven vatfenim brambor ve vodé
a prefiltrovan) spolu s hormony a sacharézou (alespoit 2 %) se zvySilo procento prasniki
produkujicich embrya (Sopory, 1979). Bramborovy extrakt obsahuje glutathion koenzym
glyoxalazy regulujici bunécné déleni spolecné se svym substratem methylglyoxalem

(Ramaswamy et al., 1984).
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Uhrig (1985) zjistil, ze kapalné médium ve srovnani s pevnym agarovym médiem muiize
vyrazn¢ zlepsit vynos embryi.

Neexistuje jednotny ndzor na to, jestli je pro indukci prasnikli prospésnéjsi jejich
kultivace ve tm¢ nebo pii stfidani svétla a tmy. Foroughi-Wehr et al. (1977) kultivovali prasniky
ve tmé pfi teploté 23 °C a pienesli je na svétlo az po zacatku diferenciace. Naproti tomu Sopory
et al. (1978) pti kultivaci prasnikti ve tmé neziskal zadnou odezvu. Pro indukci bylo optimalni
sttidani svétla a tmy ve 12 hodinovych intervalech. Uhrig (1985) pro zisk embryi kultivoval

prasniky ve tmé pii teploté 25 °C po dobu 5-8 tydnti.

3.4.2.5 Pylova kultura

Ackoli u vétSiny druht brambor 1ze haploidy produkovat prasnikovou kulturou, ¢im dal
Castéji se pro zisk haploidl vyuziva kultivace izolovanych pylovych zrn. Pii srovnani odezvy pfi
pouziti prasnikové a pylové kultury bylo zjisténo, ze pro nékteré klony je vhodnéjsi prasnikova
a pro nekteré pylova kultura. U nékterych druht rekalcitrantnich se podafilo ziskat embrya prave
jen pouzitim pylové techniky. Bylo ale také zjiSténo, Ze u respondujicich klont doslo k déleni
pylovych zrn vic u prasnikovych kultur. Vliv stény pras$nikli na zahéjeni déleni pyli neni jesté

uplné znam (Sopory et Bajaj, 1987).

3.4.2.6 Vyuziti techniky prasnikovych kultur a haploidi

Zisk cistych linii procesem samoopylovani trva 6 az 8 let. Naproti tomu pouziti techniky
prasnikovych kultur mize tento proces zkratit na 6 mésici. Diky ni lze produkovat haploidy,
jejichz diploidizaci vznikaji homozygotni Cisté linie. Krom¢é toho mohou byt v generaci F1
vybrany nové kombinace znaki, které 1ze v procesu klasického Slechténi detekovat az v generaci
F2 nebo F3. Pouziti haploidii bylo zdiraznéno v tfadé souhrnnych publikaci (Sopory, 1979;
Bajaj, 1990).

Kulturni druhy brambor jsou z pravidla tetraploidni. Dihaploidy a haploidy mohou byt
ziskany partenogeneticky nebo prasnikovou/ pylovou Kkulturou. Dihaploidy/ haploidy
produkované témito metodami Ize vyuzit v hybridizacich pro rozsifeni genofondu brambor a ke
zvySeni genetické diverzity z hlediska pfenosu cennych znakt, napf. geny rezistence k nemoci.
Jsou také vynikajicim nastrojem pro genetické studie, jako je analyza polyploidniho stavu druhii
Solanum ajejich mezidruhovych hybridi apro analyzu genetického zakladu vlastnosti
(Gavrilenko et al., 2001). V neposledni fadé mohou byt pouzity ipro genetické mapovani

a identifikaci gent, které kontroluji rezistenci vic¢i chorobam nebo sktidciim (Song et al., 2005).
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Brambor patii k rostlinam, u kterych je mozné kultivace a regenerace protoplastii, které
l1ze pouzit v metodach parasexualniho rozmnozovani, jako je napt. flize protoplasti. Wenzel et
al. (1979) navrhli schéma pro zisk brambor s pozadovanymi vlastnostmi vyuzitim kombinace
technik klasického Slechténi a tkanovych kultur (Obrazek 4).

Schéma zndzornuje redukci Grovné ploidie tetraploidniho bramboru na dihaploidni
alespont u Ctyt kloni, pficemz kazdy klon ma néjaky pozadovany, kvalitativni dédi¢ny znak.
Mize to byt napt. odolnost vuci chorobam. Diploidizaci vybranych diploida s pozadovanymi
znaky lze ziskat homozygotni rostliny. Jsou-li rostliny samosprasné, mohou se homozygotni linie
rozmnozovat pomoci semen, ¢imz lze zabranit pfenosu viri na rozdil od vegetativniho
rozmnozovani hlizami. Vzhledem k tomu, Ze u brambor je rozhodujici udrzovani vysoké urovné
heterozygotnosti, je lepsi prevést dihaploidy zpét na urovei tetraploidu. Mendiburu et al. (1974)

uvedli, Ze polyploidizace kolchicinem neni vhodna a navrhl pouziti 2n gamet diploidnich rostlin.

Obrazek 4: Schéma kiizeni brambor, které kombinuje techniky tkanovych kultur a metod
klasického §lechténi (pfevzato a upraveno podle Wenzel et al. 1979)

* * * *
040,030, G40,030, Qq0Q,030Q, 00,030,

Ktizeni se S. phureja
-> partenogeneticka
redukce
Selekce ufu 0');0 0*;0 ufu
Pylova kultura a
dihaploidizace
* % * ¥ *_* * ¥
Q404—X—0s0a a3a3—x—a,a,
Selekce ™ L 272 373 Produkce hybrida
* ¥
ayay T a3a,
& Faze protoplastl
a4 020301.

a= Genom brambor

%= Zadané geny s kvalitativni dédi¢nosti (napf. rezistence)

Wenzel et al. (1979) ve svém schématu naznadili, Ze alternativné mohou byt pro
kombinovani kompletnich genomil véetné vSech dominantnich znakt haploidnich linii, pouZity
techniky fuze protoplastu. Takto vytvofené tetraploidni rostliny mohou byt mnoZeny hlizami,
¢imz se stabilizuje syntetizovany genotyp. Praktické vyuziti tohoto schématu bylo realizovano
pfi Slechténi brambor odolnych proti virim X, Y, viru svinutky bramborové a had’atku

bramborovému. Takto ziskané odolnosti jsou déle dédény kvantitativné 1 kvalitativné.
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4 Material a metody zpracovani

4.1 Rostlinny material

Rostlinny material pro vypéstovani donorovych rostlin poskytla pro tuto praci Katedra
genetiky a §lechténi FAPPZ CZU v Praze. Timto materidlem byly genotypy rodu Solanum
vzniklé somatickou hybridizaci mezi druhy Solanum tuberosum ssp. tuberosum a Solanum
bulbocastanum. Donorové rostliny, ze kterych byl proveden odbér explantatd, byly vypéstovany
na pokusném pozemku Demonstraéniho a experimentalniho pracovi§té FAPPZ CZU v Praze.

Experiment probihal v letech 2016-2018. Na zakladé vysledka bakalatské prace (Sukova,
2016) byly pro pokus v roce 2016 vybrany nasledujici genotypy: REG 38F, REG 68F, REG 72F
a REG 42F.

V nasledujicim roce byly k t€émto genotypim ptidany jesté genotypy REG 39F, REG
46F, REG 47F, REG 50F, REG 70F a vynechan genotyp REG 72F.

Dle poc¢tu indukovanych kalust z experimentu v bakalaiské praci (Sukova, 2016) byly
pouzité genotypy rozdéleny do 3 skupin:

1. skupina s vyssi indukci kalust (4-8): genotypy REG 32F, REG 38F, REG 68F
2. skupina s mensi indukci kalust (1-4): genotypy REG 41F, REG 42F, REG 50F, REG 70F
3. skupina bez indukce kalusii: genotypy REG 39F, REG 46F, REG 47F.

4.1.1 Odbér rostlinného materialu

Sbér poupat z donorovych rostlin probihal v prubéhu cervna az srpna 2016 a 2017.

Odebrand poupata byla vloZena do oznacenych polypropylenovych zkumavek.

4.1.2 Stanoveni vyvojového stadia pylovych zrn

Pro kultivaci prasnikd in vitro je dutlezité, aby obsahovaly pylova zrna v raném
jednojaderném az dvoujaderném vyvojovém stadiu.

V bakalaiské praci (Sukova, 2016), na kterou tato prace navazuje, byl podrobné popsan

zpusob zjistovani vyvojového stadia acetokarminovou metodu, proto zde jiz nebude popisovana.

42



4.1.3 Stresové prredoSetieni poupat

Odebrana poupata z matei'skych rostlin byla pied izolaci a kultivaci prasnikii vystavena
ttem typim stresového predosetieni
- poupata byla na 24 hodin uloZena do chladiciho boxu s konstantni teplotou 4 °C
- poupata byla 10 minut centrifugovana na centrifuze 5430R pii otackovém
ekvivalentu 1203 rpm
- poupata byla v miskach se sterilni vodou ulozena do laboratorni tfepacky na 60

minut pii teploté 30 °C

4.1.4 Sterilizace predoSetienych poupat

Povrchové osetieni sterilizaci probe¢hlo pouzitim dvou dezinfekénich ptipravki
Vv nasledujicich krocich
- Do zkumavek sneporuSenymi poupaty byl pfidan 70% ethanol a ponechan
Kk puisobeni po dobu 5 minut
- Po uplynuti této doby byl ethanol odstranén a dezinfekce pokracovala macenim
poupat v 12% roztoku Sava (odpovida 0,56% roztoku NaClO) po dobu 20 minut.
Poté, jiz v aseptickém prostfedi laminarniho boxu (Gelaire TC48 Flow laboratories), byla
poupata promyta 3x sterilni destilovanou vodou a uloZena do uzavienych sterilnich Petriho

misek, aby se zabranilo jejich vysychani.

4.1.5 Kaultivace prasniku

4.1.5.1 Priprava médii

Pro kultivaci prasniki bylo pfipraveno 5 variant kultivaénich médii, liSicich
se koncentraci zakladniho média a pfidanymi aditivy a rlistovymi rostlinnymi regulétory. Jako
zaklad bylo pouzito médium MS (Murashige et Skoog, 1962). Pro varianty C, D a G ve 100%
koncentraci s piidavkem sachardzy 60 g.1™, agaru 6 g.I"* a aktivniho uhli 5 g.1"" a pro varianty | a
J v50% koncentraci s pridavkem sacharozy 30 g.I™ a agaru 6 g.I". V tabulce 3 jsou uvedeny
kombinace a koncentrace pouzitych rostlinnych rastovych regulatorti.

Meédia byla pfipravena standardnimi postupy a pH upraveno na hodnotu 5,7 pouZzitim

0,1M roztoku KOH. Nasledn¢ byla média sterilizovana parou pfi teploté 121 °C a pretlaku
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100 kPa po dobu 20 minut. Pfidani rostlinnych rastovych regulatorit do médii a rozliti do Petriho

misek probihalo asepticky v laminarnim boxu.

Tabulka 3: Rostlinné rustové regulatory v kultivaénich médiich pro indukci kalustu

Rostlinné ristové regulatory (mg.l'l)
Médium cytokininy auxiny

BA BAP kinetin zeatin 2,4-D NAA IAA
C 0,5
D 0,5
G 0,5 2
| 10 1
J 30 4 0,2

4.1.5.2 lIzolace prasniki

Izolace prasnikG byla provadéna v lamindrnim boxu. Pomoci preparacni jehly byly
z povrchové dezinfikovanych poupat vylamovany prasniky a vkladany do Petriho misek
S kultivaénim médiem. Na kazdou misku byly umistény pras$niky ze dvou poupat jednoho
genotypu. Kazda miska byla popsana symbolem pouzitého genotypu, kultivaéniho média a data
zalozeni pokusu a zalepena parafinovou folii (Obrazek 5).

Pro kazdy genotyp, médium a stresové predosetieni bylo zaloZeno 5 Petriho misek.

Obrazek 5: Petriho misky s izolovanymi prasniky po zaloZeni pokusu
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4.1.5.3 Indukce kalusu

Kultivace prasnikd probihala 10 tydnt v Uplné tmé pii teploté 25 = 1 °C. Poté byly
vybrané kalusy spocitany (Obrazek 6).

Obrazek 6: Kalusy ziskané po 10tydenni kultivaci prasnikd, pfepasaZzované na regeneracni
médium pro indukei organogeneze

4.1.6 Regenerace celistvych rostlin

Organogeneze je proces, pii kterém vznikaji jednotlivé rostlinné organy. Pro indukci
organogeneze kalust byly pouzity 2 varianty regenera¢nich médii, jehoz zaklad tvoii plné MS
médium s piidavkem sacharozy 60 gt a agaru 6 g.I*. Kombinace a koncentrace pouZitych

rostlinnych ristovych regulatort jsou v tabulce 4.

Tabulka 4: Rostlinné rustové regulatory v kultivaénich médiich pro indukci organogeneze

Rostlinné ristové regulatory (mg.l'l)
Médium cytokininy giberiliny
TDZ BAP GA3
M1 2 0,25
M2 2 0,25
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Vybrané kalusy byly z indukéniho média piepasazovany na médium pro indukci organogeneze
a umistény do kultiva¢niho boxu (Sanyo MLR — 351H). Vzhled kalusii byl prubézné kontrolovan
(Obrazek 7).
V kultiva¢nim boxu byly nastaveny tyto parametry kultivace

- fotoperioda 16 hodin den/ 8 hodin noc

- teplota 24 °C ve dne a 18 °C v noci

- 50% relativni vzdusna vlhkost

- hustota toku fotosynteticky aktivnich fotont (PPF) - 120 umol.m'z's'1

- intenzita osvétleni 14500 Ix

Obrazek 7: Kalusy po 4 tydnech kultivace na regenera¢nim médiu pro indukci organogeneze po
4 tydnech

V ptipadé regenerace prytu, byly tyto pryty postupné oddélovany a pasdzovany do
oznacenych sklenénych kultiva¢nich sklenicek s objemem 150 ml na ¢ist¢é MS médium. Nadoby
byly uzavieny umélohmotnym uzavérem B-cap (Sigma) s odvétravacim otvorem a molitanovou
zatkou. Okraj uzaveéru byl zabezpecen parafinovym filmem, aby nedochédzelo k vysouseni

a kontaminaci (Obrazek 8). Poté byly sklenicky opét umistény do kultivacniho boxu.
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Obrazek 8: Samostatné zregenerované pryty (vlevo) a mateisky kalus pro regeneraci dalSich

pryti (vpravo)

4.1.7 Testovani ploidie zregenerovanych rostlin

Stupen ploidie u zregenerovanych rostlin byl testovan metodou pritokové cytometrie.
Jadra bunék byla barvena fluorescencnim barvivem DAPI. Vzorek byl pfipraven nasekanim 1-4
listki v 1 ml OTTOI1, aby doslo K uvolnéni jader z bun€k. Vznikla suspenze byla piefiltrovana
pfes mikrofiltr do zkumavky. K této smési byl pfidan 1 ml OTTOZ2 s DAPI. Analyza obsahu

DNA izolovanych jader ve vzorku byla méfena na pratokovém cytometru CyFlow Space.

4.1.8 Invitro kultivace rostlin a pfevod do nesterilnich podminek

Z regenerovanych prytd byly po nékolika tydnech kultivace odebrany ftizky s 2-3
nodalnimi listky a pfepasdzovany do novych nadob s MS médiem aopét umistény do
kultivaéniho boxu k dalsi kultivaci. Do jedné nddoby byly umistény 3-4 fizky jedné

zregenerované rostliny.
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Po 4-6 tydnech kultivace regenerantd in vitro byly rostliny pfesazeny do perlitu.
V nasledujicich dnech byly ponechany v laboratofi pii bézné provozni teploté s vysokou
vzdusnou vlhkosti (Obrazek 9).

Obrazek 9: Zregenerované rostliny v perlitu

4.1.9 Metodika zpracovani a vyhodnoceni vysledki

V experimentu bylo pouzito n¢kolik genotypt rostlin. Pro kazdy genotyp byly testovany
rizné typy stresového piedoSetfeni, ruzné druhy médii pro indukci kalusi apro indukci
organogeneze. Lze pfedpokladat, ze existuji rozdily mezi kombinacemi vlivu média, genotypu
I stresového predosetieni na tspé$nou indukei kalust a naslednou organogenezi.

Tyto predpoklady byly ovéfeny analyzou rozptylu v programu Statistica CZ (Statsoft

verze 12.0) a statisticky zhodnoceny na hladiné vyznamnosti 0=0,05.
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5 Vysledky

Tato prace navazuje na bakalafskou praci (Sukova, 2016) a vysledky jsou provazany
s metodikou, kterd v ni byla pouzita. V bakalaiské praci (Sukova, 2016) byla metodika navrzena

na zaklad¢ dosazitelnych literarnich pramenti a pfizpisobena laboratornim podminkam Skoly.

5.1 Vliv faktoru na tvorbu kalusu

Byly testovany vlivy genotypii, stresového predosetieni (chladem, teplem a centrifugaci)
a kultiva¢nich podminek na indukci kalusti a naslednou organogenezi. Pii kultivaci praSnika
v pokusu Vv roce 2016 doslo k rozsahlé a nerovnomérné kontaminaci Petriho misek bakteriemi,
a proto nebylo mozné vysledky statisticky vyhodnotit. V pokusu v roce 2017 byl rozsifen pocet
testovanych genotypt a kultivacnich podminek na indukci kalusti. Na druhou stranu bylo pouzito

stresové predoSetieni pouze chladem a centrifugaci.

V roce 2017 bylo z celkového poctu pfiblizné 5000 izolovanych prasnikti po Sesti
tydnech kultivace ziskdno 357 kalusl, coz odpovidd vytéZnosti 7 %. Velikost kalusi byla
Vv rozmezi 1-12 mm. Kalusy mély bélavou az nazloutlou barvu a byly kompaktni. Na vysledky
pokusu mohlo mit vliv n¢kolik faktort: genotyp, fyziologicky stav rostlin, ¢as sbéru a stresové
piedoseteni poupat, staidium vyvoje pylu pifi inokulaci a kultiva¢ni podminky a kazdy faktor
mohl byt zatizen urcitou chybou. Detailni graf ¢etnosti ziskanych kalust z pohledu jednotlivych

genotypu dokumentuje tabulka 5 a graf 1.

Tabulka 5: Pocet ziskanych kalusi v rozdéleni dle genotypu, pouzitého média a zptuisobu

ptedosetieni

Médium/ PredoSetreni chladem PiedoSetreni centrifugaci
Genotyp C D G H | C D G H I
REG 32F 4 4 5 0 0 0 6 3 0 0
REG 38F 3 2 5 3 0 5 5 2 0 0
REG 39F 3 4 2 14 4 0 0 0 4 4
REG 41F 6 9 7 10 3 5 3 3 9 4
REG 42F 7 7 4 7 6 5 4 6 0 0
REG 46F 4 2 0 15 1 3 4 5 7 0
REG 47F 0 1 3 5 3 5 5 3 2 3
REG 50F 4 6 5 0 0 5 1 3 0 0
REG 68F 6 5 6 11 4 1 2 5 3 4
REG 70F 3 5 5 0 0 7 4 4 0 0

SN
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Graf 1: Pocet ziskanych kalusi v rozdéleni dle genotypu, pouzitého média a zptsobu
predosetient.
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5.1.1 Vliv stresového predoSetieni
V této praci byly pouzity rizné zpusoby stresového ptedoSetieni. V experimentu z roku
2016 to bylo ptfedosetieni chladem, vysokou teplotou a centrifugaci, zatimco v roce 2017 pouze

predosetieni chladem a centrifugaci.

Vzhledem k nerovnomérné a masivni kontaminaci v roce 2016 vysledky pro piedosetieni
vysokou teplotou nejsou dostupné. Primérny pocet ziskanych kalusti v roce 2017pti chladovém
piedosetieni byl 4,26 +2,88 apfi oSetieni centrifugaci 3,42+2,37. Statistické vyhodnoceni

vysledk ukazalo signifikantni rozdil v poctu kalust ziskanych kultivaci prasnikti vzhledem
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K pouzitému typu stresového predosetfeni poupat. Pro testovani byl pouzity T-test pro nezavislé

vzorky na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 (Graf 2).

Graf 2: Vliv stresového predosetieni na pocet ziskanych kalusi. Primérné pocty kalusi +
smérodatnd odchylka. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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5.1.2 Vliv genotypt

U vsech genotypt doslo k odezvé prasniktl. Primérny pocet ziskanych kalust u prasnikt
s nejvyssi odezvou byl u genotypi REG 41F 5,9+2,59, u REG 68F 4,7+2,61 au REG 42F

4,6%2,54. Praimérné pocty vSech ziskanych kalust jsou v tabulce 6.

Tabulka 6: Praimérny pocet kalust ziskanych kultivaci prasniki u jednotlivych genotypu.

Genotyp 32F | 38F | 39F | 41F | 42F | 46F | 47F | 50F | 68F | 70F
Pramér 2,20 | 250 | 350 | 590 | 460 | 410 | 3,00 | 2,40 | 4,70 | 2,80
Smérodatna

odchylka 232 | 196 | 388 | 259 | 254 | 421 | 161 | 2,33 | 2,61 | 2,48

Byl testovan vliv jednotlivych genotypt na zisk kalusii. Zjisténé hodnoty byly statisticky

zpracovany metodou analyzy rozptylu (Graf 3 a Tabulka 7). Vzhledem k tomu, Ze na hlading
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vyznamnosti o = 0,05 nevysel prikazny F-test (p>0,05), odchylky v ziskaném poctu kalust
nejsou zpuisobeny primarné pouze genotypem.

Graf 3: Primérny pocet kalusti ziskanych kultivaci prasnikd u jednotlivych genotypt. Pro
testovani byla pouzita analyza rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).

Genotyp; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(9, 90)=1,7559, p=,08789
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

Vyskyt
I

|

32F 38F 39F 41F 42F 46F 47F 50F 68F 70F
Genotyp

Tabulka 7: Analyza rozptylu zisku kalusii vyhodnocena pro vSechny genotypy (hladina
vyznamnosti a = 0,05).

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vyskyt (Data DP) Sigma-omezena
parametrizace Dekompozice efektivni hypotézy
Efekt SC Stupné volnosti PC F p
Abs. ¢len 1274,490 1 1274,490 150,7479 0,000000
Genotyp 133,610 9 14,846 1,7559 0,087887
Chyba 760,900 90 8,454

Byl také testovan vliv genotypl, rozdélenych dle indukce kalusti v experimentu
bakalarské prace (Sukova, 2016), na zisk kalusi. Do 1. skupiny byly zafazeny genotypy, u
kterych bylo ziskano 4-8 kalust, ve 2. skupiné byly genotypy s 1-4 kalusy a u genotypu ve 3.

skupiné nedoslo k zadné indukci kalusi. U prvni skupiny bylo ziskano 94 kalusid, u druhé
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skupiny 157 kalust a u tteti 106 kalusii. Metodou analyzy rozptylu bylo potvrzeno, Ze mezi

skupinami neexistuje statisticky vyznamny rozdil v zisku kalusti (Tabulka 8).

Tabulka 8: Analyza rozptylu zisku kalusti vyhodnocena pro genotypy, které jsou rozdéleny dle
indukce kalust v bakalarské praci (Sukové, 2016) do 3 skupin (hladina vyznamnosti a. = 0,05)

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vyskyt (Data_DP) Sigma-omezena
parametrizace Dekompozice efektivni hypotézy
Efekt sC Stupné volnosti PC F p
Abs. ¢len 1223,819 1 1223,819 134,3321 0,000000
Skupina 10,802 2 5,401 0,5928 0,554756
Chyba 883,708 97 9,110

5.1.3 Vliv sloZeni médii na indukci kalusa

Dale byl testovan vliv slozeni 5 riznych médii na zisk kalust. Primérné pocty kalusti na

jednotlivych médiich jsou v tabulce 9.

Tabulka 9: Primérny pocet kalust ziskanych kultivaci prasniki u jednotlivych genotypi.

Médium C D G H |
Pramér 3,80 3,95 3,80 4,50 1,80
Smérodatna odchylka 2,14 2,16 1,83 4,89 1,99

Zjisténé hodnoty byly statisticky zpracovany metodou analyzy rozptylu (Tabulka 10
a Graf 4). Vzhledem k tomu, Ze vysel prukazny F-test, mizeme na hladiné vyznamnosti a = 0,05
fici, ze existuje alesponi jedna dvojice médii, kterd se mezi sebou statisticky vyznamné 1isi. Proto
bylo provedeno podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyho metodou, které ukazalo signifikantni rozdil
mezi médii H a I (Tabulka 11). Primérny zisk kalusti na médiu I byl 1,8+1,99, zatimco na médiu
H byl 4,5+4,89. U obou médii byl velice nevyrovnany zisk kalust ve vztahu ke genotypu a typu

piedoSetienti.
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Tabulka 10: Analyza rozptylu zisku kalusi vyhodnocena pro vSechny média (hladina
vyznamnosti a = 0,05).

Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro Vyskyt (Data DP) Sigma-omezena
parametrizace Dekompozice efektivni hypotézy

Efekt 5C \ngllﬁcr)l:ti PC F P

Abs. &len 1274,490 1 1274,490 149,5603 0,000000
Médium 84,960 4 21,240 2,4925 0,048145
Chyba 809,550 95 8,522

Graf 4: Pramérny pocet kalust ziskanych kultivaci pra$nikti na jednotlivych médiich. Pro
testovani byla pouzita analyza rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).

Vyskyt

Médium; Praméry MNC

Soucasny efekt: F(4, 95)=2,4925, p=,04814
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

Médium

Tabulka 11: Podrobné vyhodnoceni Tukeyho metodou. Jako tfidici faktor bylo pouzito médium.

Tukeytiv HSD test; proménna Vyskyt (Data_DP) Ptiblizné pravdépodobnosti pro post
hoc testy Chyba: Between MSE = 8,5216, sv = 95,000

N 1 2 3 4 5
¢ buiiky [Vedium 3,?30%)0 3,55%)0 3,?30%0 4,{50%)0 1,;{30%0
1 C 0,999860,  1,000000  0,941834]  0,201524
2 D 0,999860 0999860,  0,975463|  0,144916
3 G 1,0000000  0,999860 0941834  0,201524
4 H 0941834 0975463  0,941834 0,034247
5 | 0,201524]  0,144916]  0,201524]  0,034247
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5.14 Testovani regenera¢niho média

Byl testovan vliv regeneracniho média na indukci organogeneze u Kalust, ziskanych z
prasnikti po 10 tydnech kultivace v pokusu v roce 2017. Z 357 kalusti bylo 211 umisténo na
médium M1 a 146 na médium M2. Vitalita kalusii byla statisticky vyhodnocena po piiblizn¢ 4
tydnech. Vzhledem k tomu, ze vychozi pocty kalusti umistovanych na regeneracni média nebyly
stejné, byla data pro statistické zpracovani normovand, aby ziskané vysledky nebyly touto
skutecnosti zkresleny. Na médiu M1 bylo 48 % vitalnich kalust, na médiu M2 jich bylo 27 %.
Statistick¢é vyhodnoceni vysledki ukdzalo, ze existuje signifikantni rozdil v poctu vitalné
rostoucich kalusti vzhledem k pouzitému médiu. Pro testovani byl pouzity T-test pro nezavislé
vzorky na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 (Graf 5).

Vitalni kalusy byly piepasdzovany na stejné medium a opét ulozeny do kultivacniho

boxu.

Graf 5: Vliv regenera¢nich médii na rast vitalnich kalust. Primérné poéty kalust + smérodatna
odchylka. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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5.1.5 Testovani ploidie zregenerovanych rostlin

Metodou prutokové cytometrie byla proméfena ploidie u4 vzorkd, ziskanych
organogenezi v roce 2016. Jeden z nich byl kontrolni vzorek (ptivodni tetraploidni genotyp
REG42 F), zbylé tii byly rostliny zregenerované z 3 riznych prytti kalusti indukovanych
z prasnikti tohoto genotypu. Oznaceni jednotlivych regeneranti je AR3, AR4, ARS. Pritokovy
cytometr byl nastaven tak, aby kontrolni vrchol vychazel na kanalu 200 (na kanalu 400 je
vrchol G2). U kazdého vzorku bylo analyzovano 2000 jader. Ploidie u referen¢niho vzorku
avzorku AR3 vySly stejné, tzn rostliny byly tetraploidni (Obrazky 10 a 11). U vzorku AR4
a AR5 byla namétena polovic¢ni ploidie, tzn, rostliny byly dihaploidni (Obrazky 12 a 13).

Obrazek 10: Vystup cytologického vySetteni genotypu somatického hybrida REG 42F (4n)
ziskany z pratokového cytometru CyFlow Space. Dva vrcholy piedstavuji obsah DNA v jadrech
v G1 a G2 fazi bunééného cyklu.

File: RE 42 F gain 3303 FC5 Date: 04-12-3017 Time: 12:48:53 Particles: 178 Acg-Time: M8 s paris CyFlow
204

a4 (AT R | 1L 1 : ’ Ll 1 '
L] 200 400 G040 aag 1000
FL1 UV LED
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Obrazek 11: Vystup cytologického vySetieni regeneranta AR3 ziskany z pratokového cytometru
CyFlow Space. Dva vrcholy predstavuji obsah DNA v jadrech v G1 a G2 fazi buné¢ného cyklu.

File: ARJFCS Date: 04-12-2M7 Time: 12:56:35 Paricles: 2010 AcqgTime: 325 s pariea CyFlow
104

a0 4

a0

counts

20 4

a 200 400 00 a00 10040
FL1 UV LED

Obrazek 12: Vystup cytologického vySetieni regeneranta AR4 ziskany z pratokového cytometru
CyFlow Space. Dva vrcholy predstavuji obsah DNA v jadrech v G1 a G2 fazi buné¢ného cyklu.

File: AR4FCS Date: 04-12-2047 Time: 13:06: 08 Paricles: 2015 Acg-Time: 187s pariso CyFlow
200

160 o

120 4

counts

a0 4

L] 200 ‘-'IJ 0 ' 6'.I'I a -EI'I.'I Ji] 1 .': aa
FL1 UV LED
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Obrazek 13: Vystup cytologického vySetieni regeneranta ARS ziskany z pratokového cytometru
CyFlow Space. Dva vrcholy predstavuji obsah DNA v jadrech v G1 a G2 fazi buné¢ného cyklu.

File:ARSFCS Date: 04-12-2017 Time: 13:01:40 Paricles: 2017 Acqg-Time: 2125 parie CyFlow
200

counts

a4a 4

a [ITREITIE TR I }.di 1 : , . ,
a 204 400 8040 800 1040
FL1 UV LED

5.1.6 Pievod do nesterilnich podminek ex vitro

Zregenerované rostliny se zatim nepodafilo ptevést do nesterilnich podminek. Po piesazeni
do perlitu a ponechani v béZnych podminkéach laboratofe rostliny nezakofenily a pfiblizné po

tydnu doslo k jejich odumfeni. Zatim jsou stale udrzovany v podminkach in vitro.
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6 Diskuze

Brambory (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) byly jednou z prvnich plodin, u
kterych byly v procesu Slechténi pouzity haploidni techniky (Chase, 1963). K nejcastéji
pouzivanym metoddm pro produkci haploidd patii indukovana androgeneze v prasnikovych,
pylovych a mikrosporovych kulturach (Germana, 2011). Pro experiment v této praci byla pouzita
metoda prasnikovych kultur.

Vychozim rostlinnym materidlem bylo 10 tetraploidnich genotypt, ziskanych fuzi
protoplasti dvou genotypt Solanum bulbocastanum a Solanum tuberosum ssp. tuberosum
(Sedlakova, 2010). V experimentu vroce 2017 dosSlo kindukci kalusi u vSech genotypi.
Primérna vytéznost kalust ze vSech kultivovanych prasnikli byla 0,6 %. Ve srovnani s praci
U zkoumané odridy Noda byl zisk kalusti 5,0 %, u zbylych odrid se pohyboval od 7,7 do 24 %.

Dle Sopory et Bajaj (1987) je kultiva¢ni odezva prasnikové kultury fizena geneticky
stadium pylu, stresové piedosetfeni a kultivaéni podminky. Genotypy do této prace byly vybrany
dle vysledkt bakalaiské prace (Sukova, 2016) a rozdéleny do 3 skupin dle zisku kalusi. Skupina
1: 4-8 kalust, skupina 2: 1-4 kalust a skupina 3: bez kalusi. Metodou analyzy rozptylu bylo
potvrzeno, ze mezi skupinami neexistuje statisticky vyznamny rozdil v zisku kalust. Nejvyssi
odezva byla u genotypu REG 41F, ktery patii do skupiny 2. Nejnizsi odezva byla u genotypu
REG 32F ze skupiny 1. Vzhledem k témto vysledkim atomu, ze vSechny genotypy jsou
somaticti hybridi stejnych rodicl, se nabizi vysvétleni, ze indukce kalust vV naSem experimentu

mohla byt environmentaln€ ovlivnéna vice neZ geneticky.

Vliv stresového predosetieni poupat

Volba stresového piedoSetfeni poupat zavisi jak na jeho efektivit¢ pii tvorbé
embryogennich mikrospor, tak i na jeho dostupnosti (Shariatpanahi et al., 2006). Na zakladé
vysledkd bakalaiské prace (Sukova, 2016) bylo v této praci pouzito predosetieni chladem a nové
bylo vyzkouSeno piedoSetfeni centrifugaci. Pti chladovém ptedoSetieni bylo ziskano 213 kalust,
pfi centrifugaci to bylo 144 kalust.

V naSem experimentu byla poupata vystavena nizké teploté ptiblizné 24 hodin, i kdyz
Teparkum et al. (1998) a Aziz et al. (1999) uvadgji, Ze nasbirana poupata zabalili do vlhkych
papirovych ubrouskt a inkubovali je pfi teploté 4 °C po dobu 72 hodin. Nami zvoleny postup

vvvvvv
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PredoSetfeni centrifugaci patfi k minoritné pouzivanym oSetfenim, které se ale muze
ukédzat jako ucinné pii vyvolani embryogeneze mikrospor u druhii, kde pouziti majoritnich
stresori nebylo uspé$né (Shariatpanahi et al., 2006). Vzhledem K technické nenarocnosti
a dostupnosti jsme zvolili toto predoSetieni i v experimentech v letech 2016 a 2017. V roce 2016
se predoSetfeni centrifugaci ukdzalo jako U¢inné a z kalusu ziskaného z praSniku poupéte
osetfeného prave timto zplisobem se podafilo zregenerovat celistvou rostlinu.

V pokusu v roce 2016 bylo navic pouzito stresové osetieni vysokou teplotou. Chani et al.
(2000) uvadi, ze vystavenim poupat tepelnému Soku 35 °C po dobu 12 hodin zvysil vytéznost
embryi o 40 %, i kdyz tepelny Sok snizil rychlost regenerace rostlin. V nasem experimentu
v roce 2016 byla poupata vystavena 30 °C po dobu 60 minut. Teplota i doba ptidobeni teplotniho
stresu byla snizena z divodu vysoké nekrotizace tkdni poupat. Bohuzel vzhledem k rozséhlé

kontaminaci Petriho misek vysledky tohoto piedosetieni nebyly vyhodnoceny.

Vliv indukéniho média

Jako zakladni médium bylo v experimentech roku 2016 i 2017 pouzito MS médium
s ptidavkem sacharozy a agaru. Pouzitd média byla obohacena o riizné kombinace rostlinnych
rustovych regulatora.

Mix (1983) ve své praci s dihaploidnimi brambory uvedl, Ze na MS médiu s ptfidanou
sacharozou 60 g.I"" a aktivnim uhlim byla maximdlni odezva dosazena pfi piidani rostlinnych
rustovych regulatori IAA a BA a vyménou téchto hormonil za jiné se odezva prasnikl snizila.
U autotetraploidnich brambor ziskal nejvyssi produkci kalusi pouzitim 0,1 ug.l'1 zeatinu a 2
mg.I" 2,4-D. V experimentu v roce 2017 na médiich s ptidavkem aktivniho uhli byla odezva
prasnikli vyrovnana bez ohledu na pfidané rostlinné rstové regulatory. To vice odpovida tvrzeni
Aionesei et al. (2005), ze hormony jsou pro Usp&$nou indukci méné dilezité nez stresové
oSetfeni.

Dle publikace Sopory et al. (1978) ma ptidavek aktivniho uhli do média pozitivni efekt
na indukci embryi. Aktivni uhli pravdépodobné ovlivituje absorpci inhibi¢nich latek z agaru
(Johansson et al., 1982). Jak jiz bylo uvedeno vyse, odezva prasnikii na médiich s aktivnim
uhlim byla téméf stejna, na rozdil od médii bez aktivniho uhli, kde byla odezva velice
nerovnomérna. Ve srovndni vytéznosti kalust na obou typech médii ale nelze jednoznacné fici,
ze by média s aktivnim uhlim byla lepsi.

Na médiu H (médium bez aktivniho uhli s pfidavkem BA a NAA) byla odezva vyssi, na
médiu I (médium bez aktivniho uhli s pfidavkem BA, zeatinu a IAA) byla niz§i. Na médiu H

doslo k nejvyssi odezvé u genotypti REG 46F, REG 41F, REG 39F a REG 68F, zatimco
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u genotyptt REG 32F, REG 50F, REG 70F nedoslo k zadné. To ukazuje i na moznou interakci

genotypu a kultiva¢niho média.

Vliv regenera¢niho média

V experimentu v roce 2016 bylo pro regeneraci kalusti pouzito pouze M1 médium (100%
MS + TDZ+GA3). Vzhledem K pozitivnim vysledkiim bylo toto médium pouzito i v experimentu
v roce 2017. V tomto roce bylo navic pouzito M2 médium (100% MS + BAP + GAj). Pouzita
regenera¢ni média byla zvolena na zaklad¢ zjisténi Kumlaya et Ercisli (2015). V jejich praci byl
testovan vliv riiznych kombinaci rostlinnych ristovych regulatorti na stimulaci proliferaci pryti
a kofenti z kalusi vzniklych z tkdnovych explantati 3 odrid brambor. Jako explantaty byly
pouzity listové a noddlni segmenty rostlin. Z vysledkli vyplynulo, Ze nejvhodnéj$im
regeneracnim médiem pro tvorbu prytl z kalust je 100% MS médium s ptidavkem BAP a GA3
(M2 médium). Na tomto médiu doslo k 90% regeneraci prytu po ptiblizné 15 dnech indukece,
zatimco na médiu M1 (s ptfidavkem TDZ a GA3) zregenerovalo pouze 41% kalust po pfiblizné
29 dntiech. Tyto vysledky neodpovidaji statistickému vyhodnoceni naseho experimentu z roku
2017, dle kterého byla vitalita kalusti na médiu M1 signifikantn€ vyS$si nez na médiu M2. Tento
rozdil mize byt zpisoben pouzitim rozdilnych tkanovych explantati pro tvorbu kalust. Urcity
vliv na vysledky mohly mit i pouzité odriidy brambor, které byly v obou experimentech rozdilné,

a které jsou jednim z faktort ovliviiyjici tvorbu kalusii a nasledné i1 regeneraci prytu.

Testovani ploidie zregenerovanych rostlin

Pro realizaci procesu androgeneze v podminkach in vitro jsou vyuzivany dvé hlavni
techniky, prasnikové nebo pylové kultury. V nasem experimentu v roce 2016 i 2017 byla pouzita
technika prasnikovych kultur. Nevyhodou této techniky je moznost regenerace rostlin nejen
z mikrospor, ale i ze somatickych pletiv, coz vede k produkci rostlin s riznym stupném ploidie.

Pro stanoveni ploidie zregenerovanych rostlin zroku 2016 byla pouZita metoda
pritokové cytometrie. Jako kontrolni vzorek byla pouZzita plivodni tetraploidni rostlina, dale byly
testovany tii ziskané zregenerované rostliny, ozna¢ené AR3, AR4 a AR5. Vysledky ukazuji, Ze
jedna zregenerovana rostlina je tetraploidni, dal§i dvé maji polovi¢ni ploidii. Tetraploidni
rostlina vznikla pravdépodobné z pletiva prasniku, zatimco dihaploidni rostliny vznikly

z mikrospor.
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[ Zavér
Tato prace prace byla zaméfena na kultivaci prasnikti vybranych 4n somatickych hybridi
(Solanum tuberosum + Solanum bulbocastanum) a naslednou organogenezi. Experiment probihal

v letech 2016 a 2017 a byly dosazeny tyto vysledky.

e Vroce 2016 se podafilo regenerovat 3 rostliny z praSnikového explantatu
genotypu REG 42F, ktery prosel stresovym piedosettenim centrifugaci. Indukce
probihala na médiu 100% MS + 0,5 mg.I™ BAP +5 g.I™" aktivni uhli a regenerace
na médiu 100% MS +2 mg.I"*TDZ+0,25 mg.I* GAs.

e Metodou priutokové cytometrie bylo prokazano, ze jedna zregenerovana rostlina
je tetraploidni a dvé vykazuji polovicni ploidii, tzn. jsou dihaploidni.

e Zregenerované rostliny jsou péstovany v podminkach in vitro, do nesterilniho

prosttedi se je zatim prevést nepodafilo.

e Vroce 2017 z celkového poctu ptiblizné 5000 vyizolovanych prasSnikd bylo
ziskano 357 kalusd, jejichz velikost se pohybovala mezi 1-12 mm.

e Jako nejvhodnéjsi se pro prasnikovou kulturu jevila poupata o velikosti 2-3 mm,
protoze obsahovala prasniky s mikrosporami v jednojaderném stadiu.

e Stresové predosetieni poupat chladem (4 °C po dobu 24 hodin) bylo pro indukci
prasnikil vhodnéjsi nez predosSetieni centrifugact.

e Na médiich s pfidavkem aktivniho uhli doslo k odezvé u vSech genotypii, zatimco
média bez ptidavku aktivniho uhli se ukdzala vhodna jen pro nékteré genotypy.

e Nejvyssi pocet kalusii (90 ks) byl ziskan na médiu bez ptidavku aktivniho uhli
50% MS + 10mg.I" BA +1 mg.I""NAA. Navic u genotypi REG 46F a REG 39F
bylo na tomto médiu ziskano nejvice kalusti v absolutnim poctu. Jejich velikost
byla 3-12 mm.

e Nejlepsi vysledky byly dosaZeny u genotypu REG 41F, u kterého doslo k tvorbé
kalusti na vSech typech médii.

e Byl prok4zan vliv regeneratniho média na rist kalust. LepSich vysledki bylo

dosazeno u média 100% MS + 2 mg.I": TDZ +0,25 mg.I" GAs.

Vysledky experimentu naznacuji, Ze vhodnou kombinaci faktort lze, prostfednictvim
nepfimé indukované androgeneze, ziskat zregenerované rostliny s polovi¢ni ploidii. Nelze ale

jednoznacéné fici, jestli prevladl vliv nékterého z faktorti (genotyp, stresové ptredoSetieni ci
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médium) nebo jestli se jednalo o vhodnou kombinaci vice faktorid. Vysledky také nevylucuji
moznost existence dalSich faktorti ovliviujicich proces indukované androgeneze, které ale
nebyly méfeny. Nizsi vitalita zregenerovanych rostlin a neuspéch pfi pievodu do podminek ex
vitro ukazaly, Ze tento proces neni optimalni. Nicméné byl ziskdn pouze velmi maly pocet
regenerantl, proto tento vysledek nemusi byt dostatecné vypovidajici. Navic vzhledem k casové
narocnosti experimentli byly vyzkouseny jen nékteré¢ typy médii a stresového predosSetieni.
Ptesto ziskané poznatky, spolu se ziskanymi zregenerovanymi rostlinami jsou cennou informaci

o tom, jak indukovana androgeneze u brambor funguje.
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9 Seznam pouzitych zkratek

2,4-D - kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

BA - benzyladenin

BAP - 6-benzylaminopurin

DAPI - 4, 6-diamidino-2-fenylindoldihydrochlorid

GA; - kyselina giberelova

IAA - kyselina indolyl-3-octova

IBA — kyselina B-indolyl-y-maselna

KOH - hydroxid draselny

50% MS - Murashige a Skoog médium (1962) polovi¢ni koncentrace zivin
100% MS - Murashige a Skoog médium (1962) plna koncentrace zivin
NAA — kyselina naftyloctova

TDZ - thiadiazuron

RRR — rostlinné riistové regulatory
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