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Abstrakt

In vitro indukovand polyploidie u Solanum muricatum Aiton

Solanum muricatum Aiton je bylinny kef pochézejici z jihoamerickych And.
Péstuje se pro jedlé plody, které maji vysoky obsah vody, minerald, kyseliny askorbové
a nizky obsah kalorii. Plody se konzumuji cerstvé nebo ve formé dzust, sirupl a dzemd.

Cilem préce bylo zisk&ni autopolyploidnich rostlin z diploidnich rostlin
(2n=2x=24) u druhu S. muricatum pomoci in vitro indukované polyploidizace.

Indukce polyploidie byla provedena u nodalnich segmentll kultivovanych
v in vitro podminké&ch za pouZiti oryzalinu (antimitotické Cinidlo) v koncentracich 60
a 80 UM po dobu plsobeni 24 a 48 hodin. Ovlivnéné nodalni segmenty byly
kultivovany na MS médiu bez rdstovych regulatord. Urovefi ploidie byla stanovena
pomoci pratokové cytometrie.

Celkem bylo ziskano 85 tetraploidnich (2n=4x=48) a 19 mixoploidnich rostlin.
Ucginnost polyploidizace byla 47,2 %. Ziskané tetraploidni rostliny vykazovaly odli§né
morfologické znaky oproti plivodni diploidni rostling. Tato metoda byla u S. muricatum
pouZita poprve.

Kli¢ova slova: Autopolyploidie, mikropropagace, nodalni kultury, oryzalin,
pritokova cytometrie



Author’s abstract

In vitro induction of polyploidy in Solanum muricatum Aiton

Solanum muricatum Aiton is an herbaceous shrub native to the South American
Andes. It is grown for edible fruits that are high in water, minerals, ascorbic acid
and low in calories. The fruits are eaten fresh or in the form of juices, syrups and jams.

The aim of the work was to obtain autopolyploid plants from diploid plants
(2n=2x=24) in the species S. muricatum by in vitro induced polyploidization.

Polyploidy induction was performed on nodal segments cultured in vitro using
oryzalin (antimitotic agent) at concentrations of 60 and 80 uM for 24 and 48 hours.
The affected nodal segments were cultured on MS medium without growth regulators.
The level of ploidy was determined by flow cytometry.

85 tetraploid (2n=4x=48) and 19 mixoploid plants were obtained.
The polyploidization efficiency was 47.2 %. The obtained tetraploid plants showed
different morphological features compared to the original diploid plant. This method

was used for the first time in S. muricatum.

Key words: Autopolyploidy, flow cytometry, micropropagation, nodal cultures,

oryzalin
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Seznam zkratek pouzitych v préci: zkontrolovat
KOH - hydroxid draselny
MS - Murashige & Skoog (1962) médium
NAA - kyselina 1-naftyloctova
BA, BAP - 6-benzylaminopurin
GA3 - kyselina giberelova
IBA - kyselina 3-indolylméselna

IAA - kyselina 3-indolyloctova



1.  Uvod

Solanum muricatum Aiton, také zndmé pod Spanélskym nazvem pepino dulce,
je bylinny kef patfici do Celedi Solanaceae. Nékdy se pouZziva i doslovny Cesky preklad
Spanélského nazvu ,,sladka okurka®. Pochazi z jihoamerickych And, kde se stale péstuje
pro jeho jedlé, lehce sladké a Stavnaté plody (Herraiz et al. 2016).

Je to vytrvalad rostlina, ale vétSinou se péstuje jako jednoleta. RozmnoZuje
se pomoci stonkovych Fizk(, které lehce kofeni. Zralé ovoce se ji jako dezert a nezralé
se pouziva do salattl (Rodriguez-Burruezo et al. 2002).

Komercné a experimentalné se péstuje v Australii, Chile, Kolumbii, Peru,
Ekvéadoru, Izraeli, Novém Zélandu, Turecku, USA a Spanélsku (Contreras et al. 2016).

Solanum muricatum ma vysoky obsah vody (92 %), nizky obsah kalorii
a vysoky obsah mineral(. Dale obsahuje vitaminy vEetné thiaminu, niacinu, riboflavinu
a kyseliny askorbové (vitamin C), které jsou prospésné pro rlizné metabolické
a antioxidacnich reakce (Di Scala et al. 2011). Ovoce obsahuje rizné slozky
s antioxidaCni aktivitou, které maji podle cCetnych vyzkumnych studii pozitivni
zdravotni G¢inky na lidsky organismus (Hsu et al. 2011; Sudhaa et al. 2011).

Indukovana polyploidie je Slechtitelskd metoda, pfi které se znésobi pocet
chromozom(i v rostliné. Polyploidie mlze byt vyvolana pomoci chemickych
a fyzickych metod. V posledni dobé se nejvice pouzivd chemickd metoda pomoci
antimitotickych Cinidel jako je oryzalin, kolchicin a trifluralin. Polyploidni rostliny maji
Casto vyssi vynos biomasy a lepsi toleranci k abiotickym strestim, nezZ rostliny diploidni
(Rauf et al. 2021).

U Solanum muricatum se pfedpokladd, Ze by se mohly indukovanou polyploidii

v v/

ziskat nove genotypy s vyssim vynosem a lepSimi nutri¢nimi vlastnostmi.



2.  Literarni reSerse

2.1 Morfologie

Stonek: Zpocatku je stonek bylinny, ale postupem Casu zdfevnati. Vrcholové
oblasti si zachovavaji bylinnou konzistenci. Obvykle je zeleny s vice ¢i méné fialovymi
pigmentacemi. Rez byva kruhovy, ale u nékterych kultivar( je ¢tyfhranny nebo dokonce
kridlaty. Pokud je v kontaktu s vlhkym substrdtem dokéaze vypoustét adventivni kofeny
z internodii (Torrent Silla 2014; Vésquez Figueroa 2021).

Listy: Jsou jednoduché protéhlé, kopinaté nebo slozené se 3 aZ 7 listky. Velikost
listd se pohybuje mezi 10 a 30 centimetry v zavislosti na pldnich a klimatickych
podminkéch. Nékteré listy mohou dosahnout az 40 centimetrd (Torrent Silla 2014).

Koren: Je povrchovy a velice rozvétveny. V podminkach vysoké vlhkosti
vytvari hojné adventivni kotfeny. Mlze dosahnout hloubky az 60 cm, pfi¢emz 75 %
kofenl je v prvnich 45 cm (Vasquez Figueroa 2021).

Kvéty: Jsou hermafroditni a maji pétiCetnou otoCenou korunu. Objevuji
se v hroznech slozenych z 5 az 20 kvétd. V nékterych pripadech jich mlze byt vice
nez 50 v jednom hroznu. Okvétni listky jsou bilé s fialovymi pruhy nebo jenom bile.
PFi bezvétii a nedostatku opylovacl je nutné rostlinu podpofit mechanickym kmitanim
kvétl, aby doslo k opyleni (Riquero Ledn 2014).

Plody: Odpovidaji bobuli s centrélni dutinou se semeny. Neékteré kultivary
produkuji plody bez semen, jsou tedy partenokarpicka. Tvar plod( zavisi zasadné
na druhu kultivaru. VétSinou jde o plody vejciteho tvaru, ale existuji i srdcité, protahle,
valcovite a kulovité (Obrazek 1) (Constanza et al. 2019). V dobeé zralosti je podkladova
barva Zluta, svétle Zlutda nebo zlatoZlutd s prekfizenymi fialovymi pruhy, které
v zavislosti na kultivaru a okolnich podminkach mohou pokryt téméf cely povrch plodu.
U nékterych kultivar(i neni Zilkovani fialové, ale zelené, nebo také zadné. Barva duziny
je rlzna, od svétle Zluté po jasné oranzovou (Torrent Silla 2014). Plod obykle vazi
100-400 g, ale zéleZi hlavné na kultivaru (Rodriguez-Burruezo et al. 2011).



Semena: Jsou velmi malg, Zlutohnédé aZ svétle hnédé barvy a ledvinovitého

tvaru. Jeden gram mdZe obsahovat 600 az 900 semen (Constanza et al. 2019).

Obrazek 1: Rostlina Solanum muricatum s plody
Autor: Constanza et al. (2019)

2.2 Taxonomie

Solanum muricatum patfi do Celedi Solanaceae, do rodu Solanum. Do tohoto
rodu patfi dalSi druhy, jako jsou brambory, lilek a rajCata, ke kterym ma blizky vztah.
V ramci rodu Solanum patfi do podrodu Potatoe, do sekce Basarthrum a k fadé
Muricata (Anderson et al. 1996). Védecky nazev S. muricatum byl dan v osmnactém
stoleti Williamem Aitonem, z Kralovské botanické zahrady v Kew, v Londyné
(Aiton et al. 1789).

Védecky termin dany Aitonem ,muricatum‘ znamena s kratkymi a tvrdymi
hrboly (Aiton et al. 1789), coZ nejspiSe oznaCuje vzhled stonk( pFi péstovani
v podminkéach vysoké vlhkosti, kdy rostou ze stonkd rostliny adventivni kofeny
(Obréazek 2) (Herraiz Garcia 2016).



Obrazek 2: Adventivni kofeny Solanum muricatum
Autor: Herraiz Garcia (2016)

Klasifikace Solanum muricatum

RiSe rostliny (Plantae)
PodFise cevnaté rostliny (Tracheobionta)

Oddéleni krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)

TFida vysSi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad lilkotvaré (Solanales)

Celed lilkovité (Solanaceae)

Rod Solanum L.

Druh Solanum muricatum Aiton

2.3 Péstovani

Solanum muricatum je tropicky druh z mirného, horského a pFimorského
podnebi. V andské oblasti se péstuje v udolich a na zapadnich svazich od hladiny more
az do 3000 m n. m. Primérné teploty ve vysokych nadmorskych vyskach se pohybuji
okolo 18 °C a v niZinach kolem 24 °C, s ro¢nimi srazkami mezi 500 a 800 mm. Béhem
podzimu a zimy teplota kolisa mezi 17-21 °C a vlhkost vzduchu se zvysuje v dlsledku
mlhy a mrholeni (Kumar et al. 2017).



Je mozZné jej péstovat i v Evropskych klimatickych podminkéch, ale musi byt
zajisténa ochrana pfed zimou. Rostlina mize prezit nizkou teplotu az -2 °C, pokud neni
mraz dlouhy, i kdyZz mlzZe dojit k poskozeni listd a plod(. Diky svym velmi povrchnim
kofenlim je nachylna k suchu, ale rychle se zotavuje (Fischer et al. 2021). Potfebuje
vice Casu na dozrani plodu neZ jind Siroce zndma zelenina z Celedi Solanaceae,
jako jsou rajcata, paprika a lilek. KvQli tomu se vEvropé CdCasto péstuje
ve sklenicich, kde dorista az do vysky az 2 m a produkce plodll je 2-3 krat vetsi
nez u péstovani ve venkovnich podminkéach (Gurung et al. 2016).

| kdyZ S. muricatum plodi semena je ¢asto mnoZeno Fizkovanim. To se také
doporucuje pro péstované Spanélské kultivary a dalsi Slechtitelské odridy, kde kazdy
kultivar musi byt vegetativné mnozen, aby se zachovaly jejich plvodni vlastnosti.
Pfestoze je to trvala rostlina, péstuje se jako jednoleta kvdli jeji citlivosti na mréaz
(Contreras et al. 2016). Rostlina je stfedné tolerantni k slanosti (Ruiz & Nuez 1997)
a roste dobfe vchudych pldnich podminkach. Je vSak citlivé na vysoké teploty
pfi opylovani a nasazovani plodd (Burge 1989).

PloSné se péstuji vegetativni Fizky S. muricatum, které se pfipravuji sefiznutim
plvodnich zdravych vétvi rostlin na délku 30-35 cm. Ty se nasledné nechaji 2-3 dny
ve stinu, aby se podpofilo rychlé zakofenéni. Sazi se do predem pFipravenych radki
vzdalenych od sebe 80 cm. Vzdalenost mezi rostlinami vrfadku je 50 cm.
Po vysevu se rostliny pravidelné zavlaZuji a odpleveluji (Hernandez Bermejo & Leon

1992).

2.4 Skudci a choroby

Solanum muricatum mlze napadnout rlizny hmyz a rozto€i, ktefi jsou béznymi
Skldci v zahradnickych plodinach. Rostlina je vsak velmi energicka a rychle se zotavuje
z tézkych Gtokll (Ruiz Martinez & Vifials 1996).

Hlavni $kldci, ktefi mohou zplsobit $kody hospodarského vyznamu
na S. muricatum, jsou uvedeni zde:

- SviluSka chmelova (Tetranychus urticae)

- Molice sklenikova (Trialeurodes vaporarium)

- Molice bavinikova (Bemisia tabaci)

- MSice (Aphidoidea)



- Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata)

- Vrtalka (Liriomyza trifolii)

- Roztocik Siroky (Poliphagotarsonemus latus)

Solanum muricatum nema viceméné problémy s plisnémi. Byly vSak

zaznamenany, zejména ve vlhkém a deStivém podnebi napadeni Cerni stfidavou

(Alternaria alternata) a plisni bramborovou (Phytophthora infestans)
(Mione & Anderson 1992).

S. muricatum je citlivé na nemoci zplsobené viry jako vétSina druhl z celedi

Solanaceae (Ruiz Martinez & Vifals 1996). Ty nejb&znéjsi jsou nasledujici:

Virus bronzovitosti rajcete nebo TSWV (Tomato spotted wilt virus).
Hlavnimi pfenaSeCi tohoto viru jsou tfasnénky. Vyvolava priznaky podobné
tém, které se objevuji u raj¢at (bronzové skvrny na listech, krouzky, nekrdza
vyhonk(). Nicméné u S. muricatum nejevi tento virus zjevné ztraty

produkce, zatimco u rajcat ano.

Virus mozaiky rajcete nebo ToMV (Tomato mosaic virus). Jde
o mechanicky prenosny virus. Zplsobuje vazné problémy pfi péstovani
rajcat ve skleniku. Mezi pfiznaky patfi svétle zelend mozaika prevazné
v mladych listech, svrasténi a deformace listli, kratka internodia, deformace
plodl, zpozdéni dozravani a sniZzeni vynosu. U S. muricatum mdZze
v nékterych kultivarech zplsobit vazné poskozeni rostliny (Prohens et al.
1998).

Virus mozaiky pepina nebo PepMV (Pepino mosaic virus). Pfendsi se také
mechanicky a vytvari Zlutou mozaiku na mladych listech S. muricatum,
i kdyZ neni zndmo, zda zplsobuje uritou ekonomickou ztratu pfi jeho

péstovani (Jones et al. 1980).



2.5 Nutricni slozeni

Solanum muricatum je ovoce s vysokym obsahem vody (>92 %) a zejmena
nizkym obsahem kalorii (250 kcal/kg). Ma vysoky obsah drasliku (> 1 g/kg) a vitaminu
C (>200 mg/kg) (Campos et al. 2018). Dalsi obsahy nutri¢nich latek v S. muricatum
jsou uvedeny v Tabulce 1. Sudhaa et al. (2011) zjistili, Ze ethylovy extrakt z plodu
pepina obsahuje zna¢né mnozstvi fenolickych latek a flavonoid(l a pravé rozsah
fenolickych latek pfitomnych v tomto extraktu je zodpovédny za jeho vyraznou
antioxidacni aktivitu.

Tabulka 1: Nutriéni slozeni Solanum muricatum

Sloucenina Hodnoty na 100g
Voda (%) 90-92
Sucha hmotnost (g) 6,8-8,2
Bilkoviny (g) 0,10-0,13
Lipidy (mg) 24,6-44,4
Rozpustné cukry (g) 4,9-6,4
Skrob (mg) 20,0-90,0
Celuléza (mg) 154-220
Hemicelul6za (mg) 40,1-53,6
Pektin (mg) 26,7-34,5
Vitamin C (mg) 46,0-68,8
Draslik (mg) 115-123
Véapnik (mg) 2,3-3,0
Hof¢ik (mg) 5,3-6,1
Sodik (mg) 0,76-2,30

Zdroj: Redgwell & Turner (1986)

2.6 Pouziti

Zralé plody Solanum muricatum Ize konzumovat jako soucast salatl
a osvézujicich jidel. Je mozné jej konzumovat i v dZusech, sirupech, dZzemu nebo
zmrzliné. V nékterych oblastech, kdyzZ je ovoce velmi nezralé, mdze byt konzumovano
varené (Torrent Silla 2014).



Na zékladé studie Hsu et al. (2011) by mohlo S. muricatum slouZzit jako funkéni
potravina pro prevenci nebo zmirnéni diabetu. Bylo zjisténo, Ze vodny extrakt z plodu
S. muricatum vykazoval antioxidacni, protizdnétlivou a antiglykativni ochranu
u testovanych mysi. Tyto G¢inky mohou byt zapficinény tim, Ze S. muricatum obsahuje
velké mnozstvi kyseliny askorbové, fenolovych kyselin a flavonoidd.

Shathish & Guruvayoorappan (2014) provedli experiment na mysich, pfi kterém
zjistili, Zze léCba S. muricatum mlZe nejen stimulovat imunitni systém, ale také
vyznamngé inhibovat rlst nador. Po Ié¢bé S. muricatum déale zaznamenaly prodlouzeni
délky Zivota zvifat. Vysledky studie ukéazaly, Ze extrakt zplodi ma silné
imunomodulacni, protirakovinné a protizanétlivé acinky. Extrakt take inhiboval edém
vyvolany karagenanem a formaldehydem.

Ren & Tang (1999) pfi hledani nadorovych inhibitor( z rliznych druhd rostlin
zjistili, Ze extrakty ze S. muricatum mohou inhibovat rdst nador(l in vivo i in vitro
indukci apopt6zy. Studie ukazuje, Ze extrakt z S. muricatum mliZe predstavovat slibnou
novou chemickou entitu, ktera cili na réizné nadorové buriky spousténim apopt6zy.

V dalsi studii bylo zjisténo, Ze by se vodny extrakt z listd S. muricatum mohl
v budoucnu pouzit jako funkéni potravina proti alkoholovému ztucnéni jater.
Toto pouziti zjistili Hsu et al. (2018), ktefi vodny extrakt z listG S. muricatum testovali
na mysich s vyvolanym alkoholovym poskozenim jater. Z vysledk(l odhalily dlkaz,
Ze listy S. muricatum maji hepatoprotektivni G€inky a schopnost inhibovat progresi
alkoholového ztucnéni jater. Dale zjistili, Zze by extrakt z listl S. muricatum mohl
chréanit jatra proti oxidativnimu po3kozeni vyvolanému etanolem a proti akumulaci

lipida.

2.7 Slechténi a kultivary

Podle literarnich studii ma Solanum muricatum diploidni pocet chromozomd
2n=2x=24 (Daunay et al. 1995; Contreras et al. 2016; Song et al. 2022).

U S. muricatum bylo zaznamendano mnoho Slechtitelskych programi
pro zlepSeni organoleptickych vlastnosti a adaptace na agroklimatické podminky.
Ddvody pro tato Slechténi byly vysoka citlivost ovoce na podminky prostredi, zejména

vysoké teploty, které ovliviiuji pylovou Zivotaschopnost; Spatna kvalita ovoce a dlouha

-8-



doba potiebna pro zrani ovoce (Prohens et al. 1996). Rlzné strategie, jako je pouziti
rliznorodého souboru genetickych zdrojd, vyuZzivani interakce genotypu s prostredim,
pouzivani klonalnich hybridd a zavadéni gend z divokych druhl, napomohly
vyznamnému pokroku v komerénim potencialu S. muricatum a umoznily vyvoj novych
kultivarG a Slechtitelskych materialdl  pFizplsobenych novym agroklimatickym

podminkam. Velké mnoZzstvi kultivari S. muricatum je zobrazeno na Obrazku 3.

Obréazek 3: Kultivary Solanum muricatum

Autor: Rodriguez-Burruezo et al. (2011)

Kultivary péstované na Novém Zélandu

Na Novy Zéland byly zavedeny z oblasti And anebo byly ziskany pfimo
na Novém Zélandu vybérem ze semen (Ruiz Martinez & Vifials 1996).

Nejdllezitéjsich jsou:

- Asca: velmi produktivni. Velké, vejCité, Zluté plody se zelenymi pruhy
a stfedné nizkym obsahem rozpustnych pevnych latek.

- Kawi: stfedni produkce. Stfedné velké plody, podlouhlé, svétle zelené
s fialovymi pruhy a stfednim obsahem rozpustnych pevnych latek.

- El Camino: nejpéstovanéjSi a s dobrou produkci. Plody stfedné velké,
vejCitého tvaru, Zluté s fialovymi pruhy a vysokym obsahem rozpustnych
pevnych latek.



Kultivary péstované ve Spanélsku

Ve Spanélsku po nékolikaletém Slechtitelském programu selekce a zlepSovani,

ze semen z centra pdvodu S. muricatum, vznikla fada novych kultivard. Vsechny byli

vyvinuty na Polytechnické univerzité ve Valencii a byly prizplsobeny stfedomorskému

klimatu.

Nejvic dlleZité jsou:

Sweet Long (Ruiz et al. 1997): stfedni produkce. Podlouhly plod, zlatoZluty
s fialovou Zilnatinou a vysokym obsahem rozpustnych pevnych latek.

Sweet Round (Ruiz et al. 1997): stfedni produkce. Kulaty, zlatoZluty plod
s fialovou Zilnatinou a vysokym obsahem rozpustnych pevnych latek.

Puzol (Prohens et al. 2002): vysoka produkce. Velké, podlouhlé plody,
zlatoZluté, bohaté fialové Zilkovani a stfedni obsah rozpustnych pevnych
latek.

Turia (Rodriguez-Burruezo et al. 2003): vysoka produkce. Plody stfedni
velikosti, ovalné, zlaté barvy s vyraznymi fialovymi Zilkami a stfednim
obsahem rozpustnych pevnych latek.

Valencia (Rodriguez-Burruezo et al. 2004): stfedné vysoka produkce.
Stfedné velke, podlouhlé, zlatavé zbarvené plody s Uzkymi fialovymi Zilkami

a velmi vysokym obsahem rozpustnych pevnych latek.

Existuji dalsi méné znamé kultivary, které byly vyslechténé v Australii, USA

a lzraeli. Jako je napfiklad: Colossal, Temptation, Cascade Gold, Miski Prolific, Pepo
a Becky (Contreras et al. 2016).

2.8 Mikropropagace

Mikropropagace je metoda rychlého mnoZeni identickych rostlin za pouZiti

in vitro technik (Kubota 2001). V souCasnosti je to komerCné nejacinngjsi

biotechnologie, kterd vede k rychlému vytvorfeni velkého mnozZstvi klonalnich rostlin,

které jsou za mnoha okolnosti prosté vird a patogentl (Loberant & Altman 2010).
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VétSinou zahrnuje 4 faze:

Faze 1: Zakladani kultur

Cilem této faze je zavést vybrané explantaty do kultury pfi minimalizaci
kontaminace a vytvoreni priznivého prostfedi pro tvorbu vyhonk(. Nejcastéji
pouZivanymi explantaty jsou listy, adventni meristémy a axilarni pupeny. Vybrany
explantét je pfed pouzitim povrchove sterilizovan a omyt (Iliev et al. 2010).

Féze 11: Multiplikace

Tato faze zahrnuje predevsim mnoZeni vyhonk(l z explantatu. Tyto vyhonky
se presazuji do nového kultivaéniho média s pFidavkem fytohormonl, nejcastéji
cytokininl (Murashige 1977).

Faze 111: Zakofenovani

Féaze zakorenovani pfipravuje regenerovane rostliny k transplantaci z podminek
in vitro do podminek ex vitro v mistnostech s kontrolovanym prostfedim. Tato faze
mize zahrnovat nejen zakofenéni vyhonkU, ale také Gpravu rostlin, aby se zvysil jejich
potencial pro aklimatizaci a preziti b&hem presazovani. Toho se docili pridanim
rostlinnych hormon(i do média (Pierik 1987).

Faze 1V: Aklimatizace

V této fazi jsou rostliny z in vitro prostfedi preneseny do pldy. Aby rostliny
pfenos prezily, jsou prevedeny nejdfive do skleniku, kde se aklimatizuji. Rostliny jsou
ve skleniku udrZzovany po dobu 2-3 tydnl ve vysoké vlhkosti. PFi tom jsou vystavovany
vySSimu svételnému zé&feni. Diky tomu prochazi postupnou zménou anatomie

a morfologie listd a jejich priduchy za¢inaji fungovat (Jha & Ghosh 2005).

2.8.1 Mikropropagace Solanum muricatum

| kdyZ S. muricatum neni tak zndma plodina, existuje fada studii o jeho
mikropropagaci. Jiz roku 1988 provedl Pauli UspéSnou mikropropagaci S. muricatum,
kdy se ho snazil kultivovat na dvou médiich A a B. Usp&sngjsi vysledky zaznamenal
na médiu B, které obsahovalo vedle zakladnich sloZzek MS meédia jesté 0,01 mg/l NAA,
0,1 mg/l GA3, 250 mg/l inositolu, 2,5 mg/I thiaminu HCl a 0,5 mg/l BA. Toto médium
meélo vysSi rychlost mnoZeni (4,2) nez médium A (3,2). Po propagaci kultivoval rostliny
na polovicnim MS médiu s 1 mg/l IBA, ve kterém vSechny rostliny zakorenily (Pauli
1998).
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Cilem studie Cavusoglu a Sulusoglu (2013) bylo vytvofrit efektivni a spolehlivy
protokol pro in vitro mikropropagaci S. muricatum. Zjistili, Ze nejlepsi médium pro
indukci vyhonkll bylo MS médium s 1 mg/l BAP a 2 mg/l NAA. Nejlep$i médium pro
kvalitni tvorbu koren( s nizkym vznikem kalus( bylo médium MS s pridavkem 0,5 mg/I
IBA.

Faizy et al. (2021) wvytvorili protokol na mikropropagaci S. muricatum
z nodalnich segmentd. Nejlepsi mnoZeni vyhonkl zaznamenali na médiu MS
s pridavkem 3 mg/I kinetinu. Nejlepsich tvorby korend dosahli pri pouziti 0,2 mg/l IAA
v MS mediu. NejdelSi délku kofene zaznamenali pfi pouziti 0,3 mg/l IAA v MS médiu.

2.9 Polyploidizace

Polyploidie je vice neZ dvojnasobné zvyseni z&kladniho, tj. haploidniho poctu
chromozom(i. Pfirozené se vyskytujici polyploidni rostliny lIze identifikovat v Siroké
Skale taxond a nedavné odhady naznacuji, Ze téméF vsechny existujici krytosemenné
rostliny si prosly ve své evolucni historii polyploidizaci. Umél4 indukce polyploidie
mize poskytnout cenny nastroj, ktery pomlze pochopit evoluéni procesy a usnadni
Slechténi rostlin (Touchell et al. 2020).

Polyploidie v somatickych buiikich mdzZe byt indukovana narusenim
chromozomoveé disjunkce v anafdzi mitézy. K tomuto GCelu se pouziva nékolik
stresovych faktor(, jako je teplotni Sok, poranéni rostlin nebo rentgenové zareni.
Nejlepsich vysledk( se dosahuje aplikaci velmi vysokych nebo velmi nizkych teplot
v pocatecni fazi embryogeneze, béhem prvnich déleni zygoty. Nejcastéji pouzivanou
metodou znasobeni poCtu chromozoml v somatickych burikach kulturnich rostlin
je mitoticka polyploidizace pomoci antimitotickych Cinidel (Trojak-Goluch et al. 2021).

NejrozsitenéjSim dudsledkem polyploidie u rostlin je narlist velikosti bunék,
zplsobeny vétsi poctem genovych kopii. V dlsledku toho mohou mit polyploidni
rostliny vétSi organy, jako napfiklad kofeny, listy, hlizy, plody, kvéty a semena,
nez diploidni formy. ZvySeni velikosti bunék nemusi vzdy vést ke zvétSeni velikosti
celé rostliny nebo jejich organ(, jelikoZz pocet bunéénych déleni u polyploidd je Casto
snizen. Polyploidni rostliny maji také nizsi rychlost rlistu a maji tendenci kvést pozdéji
nebo déle nez diploidni (Sattler et al. 2016).
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2.9.1 Antimitoticka Cinidla

Antimitotickd Cinidla jsou latky, které se vazou na tubulinové dimery
a tim inhibuji mitézu. Mezi tyto Cinidla patfi: kolchicin, oryzalin (3,5-dinitro-N4,N4-
dipropylsulfanilamid), trifluralin  2,6-dinitro-N,N-dipropyl-4-(trifluoromethyl)anilin.
Nejvice pouzivané na indukci polyploidie jsou oryzalin a kolchicin (Talebi et al. 2017).

Kolchicin je pfirozené se vyskytujici alkaloid, ktery se ziskava z celych rostlin
Colchicum autumnale L. (oclin jesenni). Ma nizkou afinitu k rostlinnym tubuliniim,
a proto se musi pouzivat ve vysSich milimolarnich hladinach, aby se dosahlo ucinné
indukce polyploidie v rostlinach. Na rozdil od toho ma vysokou afinitu k ZivociSnym
tubulinm, ¢imZ se vysvétluje jeho vysoka toxicita pro Clovéka uz pFi nizkych
koncentraci (Eng & Ho 2019).

Oryzalin je dinitroanilinovy herbicid s pomérné nizkou toxicitou pro zvifata
a houby. Na rozdil od kolchicinu, ktery interaguje s B-tubulinem, se oryzalin véZe
na o-tubulin. A oproti nému ma vyssi afinitu k rostlinnym tubulim (Langhans
et al. 2009).

Trifluralin je herbicid patfici do stejné skupiny jako oryzalin. Plsobi hlavng
na meristémy a tkané podzemnich organt. Ma na rozdil od kolchicinu, vyssi afinitu

k rostlinnému tubulinu nez k Zivoc¢isnému tubulinu (Zhao & Simmonds 1995).

2.9.2 Metody detekce polyploidie

Existuje fada metod jak detekovat Uroven polypoidie. Mezi tyto metody patfi
napriklad: pritokova cytometrie, pocitani chromozoml, morfologické a anatomické
hodnoceni.

Pritokova  cytometrie  je  technologie, kterd  poskytuje  rychlou
multiparametrickou analyzu jednotlivych bunék ve stanovovaném vzorku. Pritokové
cytometry vyuZivaji lasery jako zdroje svétla k produkci signalli rozptyleného
i fluorescencniho svétla, které jsou Cteny detektory, jako jsou fotodiody
nebo fotonasobiCe. Tyto svételné signaly jsou prevedeny na elektronické signaly,
které jsou analyzovany pocitacem a zapsany do datového souboru ve standardizovaném
formatu. Populace bunék mohou byt analyzovany anebo purifikovany na zakladé jejich
fluorescencnich charakteristik nebo charakteristik rozptylu svétla (Mckinnon 2018).
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Vysledkem analyzovanych vzorkl jsou histogramy ukazujici obsah DNA. Priitokova
cytometrie je rychld, spolehliva a jednoduchd metoda ktera umozZiuje analyzu velkého
mnozstvi cilovych rostlin v kratkém Casovém obdobi (Roy et al. 2001; Dolezel
et al. 2007).

Dalsi metodou identifikace je pocitani chromozomd. Touto metodou se ziska
presny pocet chromozomi v burice. Nejcastéjsi se k pocitani chromozom( pouZivaji
buiiky kofenovych $picek z mladych semenackl. Pocet chromozom( se stanovuje
béhem mitotického bunééného déleni. Tato technika je ve srovnani s pritokovou
cytometrii jednoznaCné levnéjSi a presnéjsi. Ale je velmi pracna, Casové naro€na

a vyZaduje aktivné se délici buniky (Ochatt et al. 2011).
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3. Cile prace

Cilem teéto préce bylo ziskani autopolyploidnich rostlin z diploidnich rostlin
(2n=2x=24) u druhu Solanum muricatum Aiton pomoci in vitro indukované
polyploidizace.

Cil préace byl stanoven dle nasledujicich hypotéz:

l. Oryzalin je optimalnim antimitotickym Cinidlem pro indukci somatické

polyploidie u Solanum muricatum Aiton.

Il. Polyploidizace je UCinna metoda k ziskani novych genotypl Solanum

muricatum Aiton s odliSnymi morfologickymi znaky.
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4. Material a metodika

Veskery vyzkum byl provadén v Laboratofi rostlinnych explantat(i na Katedre
tropickych plodin a agrolesnictvi na Fakulté tropického zemédélstvi na Ceské

zemédeélské univerzité v Praze.

4.1 Rostlinny material

Rostlinny material Solanum muricatum Aiton byl zakoupen v obchodé
se semeny. Semena byla pred zasetim v aseptickych podminkéch (in vitro) namocena
do 70% etanolu po dobu 20 vtefin. Nasledné byla prevedena do 1% roztoku chlornanu
sodného (NaClO) s kapkou smacedla (Tween 20). V tomto roztoku byla 15 minut
tfepana na trepaCce pfi 115 otaCkach za minutu. Poté byl roztok pFenesen
do laminarniho boxu, kde byla semena promyta ve tfech destilovanych vodach. Semena
pak byla po jednom, pomoci sterilni pinzety, vloZzena do pfedem pfipravenych
zkumavek s MS médiem. Zkumavky byly poté pfemistény do kultivani mistnosti
s podminkami 25 °C pres den, 20 °C v noci a s intenzitou svétla 3500 Ix
ve fotoperiodach 16 h/den a 8 h/noc. Po tfech tydnech zaCala semena Klicit.

4.2 PFiprava média

Kvyzkumu bylo pouZito pouze médium Murashige a Skoog (1962)
bez pridanych rlstovych hormon(. Presné sloZzeni MS média je v Tabulce 2. Do bariky
byly pridany vSechny slozky podle Tabulky 2. Do roztoku bylo poté prfidano 30 g
sachar6zy a 100 mg myo-inositolu. VSe bylo dohromady smichano a zméfeno pH
metrem. Na Upravu pH na 5,7 byl pouzit 1M KOH. Po méfeni pH bylo do roztoku
pfidano 8 g agaru a v3e bylo doplnéno destilovanou vodou na objem 1 I. Za stélého
michani bylo médium rozlito do zkumavek o velikosti 15 x 2,5 cm a na zavér bylo

vloZeno do autoklavu, kde bylo sterilizovano pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut.

-16 -



Tabulka 2: Slozeni MS média

Z&sobni roztok na 1 litr destilované Navézka na 1 litr Objem na 1 litr média
vody zasobniho roztoku pH 5,7
NHsNO3 16,59
KNOs 19¢g
A CaCl 3,39 100 ml
MgSO4 x 7TH20 3,749
KH2PO4 1,79
Hs BOs 620 mg
B MnSQO4 x 4H20 2,239 10 ml
ZnS0O4 x 4H,0 860 mg
Kl 83 mg
C 10 ml
NaMoOq x 4H,0 25 mg
CuSO4 x 5H20 2,5mg
D 10 ml
CoClz x 6H20 2,5mg
Na,EDTA 3,72 mg
E 10 ml
FeSO4 2,78 mg
Kyselina nikotinova 50 mg
Pyridoxin (B6 50m
\% Y i (80) | 10 ml
Thyamin (B1) 10 mg
Glycin 200 mg

Zdroj: Murashige & Skoog (1962)

4.3 Mnozeni rostlinného materialu

Aby se zamezilo kontaminaci, byl rostlinny materidl mnoZen v lamindrnim

boxu, ktery byl vysterilizovadn nejmeéné 40 minut UV lampou. Po sterilizaci boxu byl

nechan zapnut ventilator. PouZité nastroje jako je skalpel, pinzeta a Petriho misky byly

pfedem zabaleny do alobalu a byly sterilizované prfi teploté 160 °C 3 hodiny

v horkovzdu$ném sterilizatoru. VSechny nastroje a zkumavky, nez byly vloZeny

do laminarniho boxu, byly postfikany 70% etanolem. Pfed propagaci rostlin byly

skalpel a pinzeta namoceny v 90% etanolu a nasledné zapaleny kahanem. K mnozeni

byla pouZita nejlépe rostouci rostlina. Rostlina byla vytazena ze zkumavky a byla

-17 -




zbavena skalpelem vSech listd. Poté byla nafezana na nodalni segmenty podle
Obrazku 4 a vloZena do novych zkumavek s médiem. Pfed pokusem polyploidizace
bylo zapotfebi namnozit dostate€né mnozstvi rostlinného materialu pomoci nodalnich
kultur.

4.4 Indukce polyploidie

Pro pokus bylo namnoZeno 180 pfriblizné stejné velikych 1 cm nodalnich
segmentd. Ty byly poté vloZeny po 45 do ¢tyfech kadinek s médiem. Kadinky pak byly
pfikryty alobalem a vloZzeny na 2 dny do kultivatni mistnosti, aby se rostliny
aklimatizovaly. Cely experiment byl provadén v laminarnim boxu se sterilnim nacinim.
Ze zasobniho 10 mM oryzalinu bylo pfipraveno 200 ml roztoku o koncentraci 60 pM
a 200 ml roztoku o koncentraci 80 puM. Takto pFipraveny oryzalin byl nalit do kadinek
s nody, kde byl nechan plsoben 24 a 48 hodin u kazdé koncentrace. Po 24 a 48
hodinach byl oryzalin slit a nodalni segmenty byly vyndany z media. Nésledné byly
promyty ve tfech sterilnich destilovanych vodach, lehce sefiznuty na Petriho misce
a zasazeny po jednom do zkumavek s MS mediem. Celé schéma polyploidizace
je uvedeno na Obrazku 4.

4.5 Detekce polyploidie

Detekce polyploidie byla provedena v pritokovém cytometru 2 mésice po indukci
polyploidie. K detekci byly pouzity listy ovlivnénych rostlin a list kontrolni rostliny. Na
malé Petriho misce byl pomoci Ziletky rozkrajen na malé ¢astecky list s 1 ml roztoku
Otto I (0.1 M kyselina citronova, 0.5% Tween 20). Ve bylo poté pomoci pipety
prefiltrovano pres nylonovy filtr do malé zkumavky. K tomuto roztoku bylo pfidano
1 ml Otto 1l (0.4 M Na2HPO4.12H20) + fluorescencni barvivo DAPI (4',6-diamidin-2-

fenylindol). VVzorek ve zkumavce byl pak méfen v Partec PAS pritokovém cytometru.
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Obrazek 4: Schéma polyploidizace u Solanum muricatum Aiton: a) Rostlina kultivovana v in vitro podminkéach; b) Nodalni segmenty;

¢) Kultivace nodalnich segmentd po dobu 2 dnl; d) Indukce polyploidie u nodalnich segmentd pomoci antimitotického Cinidla (oryzalinu)
v koncentracich 60 uM a 80 uM po dobu 24 h a 48 h; e) Promyvani nodalnich segment(i sterilni destilovanou vodou; f) Kultivace jednotlivych
ovlivnénych nodalnich segmentd na MS médiu (Murashige & Skoog 1962); g) Regenerace a kultivace ovlivnénych rosltin; h) Uréeni Grovné
ploidie u ovliviiovanych rostlin pomoci priitokové cytometrie; i) Pfevod a péstovani nové ziskanych genotypl — autotetraploidnich rostlin
v ex vitro podminké&ch.
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4.6 Morfologické hodnoceni

K morfologickému hodnoceni bylo vybrano 6 nové ziskanych genotypl (P28,
P31, P55, P56, P64, P65) a kontrolni rostlina, které byly sledovany po dobu 2 mésicd.
Veskeré pozorovani bylo provedeno v in vitro podminkéach. Po skonceni sledovani byly
hodnoceny tyto Udaje: délka stonku, délka nejdelSiho kofene, pocet korend, pocet list(,
Sifka listu a délka listu. Vysledky méFeni byly vyhodnoceny v softwaru STATISTICA
12 dle Kruskal-Wallisova testu na hladiné vyznamnosti 0,05.

4.7 Prevod do ex vitro podminek

Vybrané rostliny s dobfe vyvinutym kofenovym systémem byly vyjmuty
ze zkumavek a omyty vlaznou vodou od zbylého média. Rostliny byly zasazeny
do kvétinacll se sterilnim zahradnickym substratem. Pro zajisténi dostatecné vihkosti
nezbytné pro preziti rostlin po prevodu do ex vitro podminek, byly po dobu 1 tydne
prikryty igelitem. Rostliny byly poté péstovany ve skleniku.
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5. Vysledky a diskuze

V pritokovém cytometru bylo analyzovano vSech 144 prezitych rostlin
a 8 kontrolnich rostlin. Podle vyslednych histogram(i (Obrazek 5, Obrazek 6,
Obrézek 7) byla urCena vysledna daroven ploidie na diploidni, mixoploidni
a tetraploidni. Ziskané diploidni rostliny byly zlikvidovany, protoZze mély stejny pocet
chromozomi jako kontrolni roslina a tudiz je nebylo zapotrebi dale uchovavat. Ziskané
mixoploidni a tetraploidni rostliny byly namnoZeny a byly na nich pozorovany
morfologické zmény oproti kontrolni rostliné.

Ze vsech ovlivnénych rostlin bylo ziskano 8 tetraploidnich a 7 mixoploidnich
rostlin z koncentrace 60 UM po dobu 24 hodin, 12 tetraploidnich a 7 mixoploidnich
rostlin z koncentrace 60 UM po dobu 48 hodin, 33 tetraploidnich a 2 mixoploidni
rostliny z koncentrace 80 UM po dobu 24 hodin, 32 tetraploidnich a 3 mixoploidni
rostliny z koncentrace 80 uM po dobu 48 hodin. Celkova Uc¢innost polyploidizace byla

47,2 %. Zbylé ziskané Udaje jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Shrnuti vysledk(l polyploidizace u Solanum muricatum Aiton

Koncentrace Pocet Doba Pocet Pocet Pocet Uginnost

oryzalinu J— o P C . - polyploidizace

(M) nodalnich pusobeni prezitych tetraploidnich mixoploidnich (%), (2n=4x)
segmentl  (h) rostlin rostlin rostlin

60 45 24 37 8 7 17,8

60 45 48 29 12 7 26,7

80 45 24 38 33 2 73,3

80 45 48 40 32 3 71,1

Celkem 180 - 144 85 19 47,2

Zdroj: Autor (2022)
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Obréazek 6: Histogram mixoploidni rostliny 60 puM/48h

Zdroj: Autor (2022)
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Obréazek 7: Histogram tetraploidni (2n=4x=48) rostliny 60 puM/48h
Zdroj: Autor (2022)

5.1 Morfologické hodnoceni

JelikoZ bylo ziskdno mnoho tetraploidnich rostlin, tak bylo k pozorovéani
vybrano pouze 6 genotypl rostlin (P28, P31, P55, P56, P64, P65). Rostliny oznagené
P28, P55 a P56 byly z koncentrace oryzalinu 60 uM/24h a oznaené P31, P64 a P65
byly z koncentrace oryzalinu 60 uM/48h.

Vsechny tetraploidni rostliny mély oproti kontrolni rostliné pomalejsi rdst.
Nejpomaleji rostl genotyp P31, ktera také méla nejmensi pocet kofenl a listl. Nejlépe
U vsech tetraploidnich rostlin byla nejvétsi viditelna zména ve velikosti a poctu
trichom( na celém povrchu rostliny. Oproti kontrolni rostling jich mély vice a byly
vétsi. Dale byly pozorovany vyznamné statistické rozdily mezi kontrolni rostlinou
a rostlinami tetraploidnimi (Tabulka 4). Nejvice statisticky vyznamnych zmén oproti
kontrolni rostliné bylo zaznamenano v $ifce listll u genotypl P28, P56 a P65. Rostlina
P31 se statisticky vyznamné liSila s kontrolni rostlinou nejvice ze vSech variant, a to

protoZe byla nejmensi a méla nejpomalejsi rist.

-23-



Tabulka 4: Morfologické hodnoceni tetraploidnich rostlin a kontrolni rostliny po 2 mésicich kultivace v in vitro podminkéach

Rostlina/genotyp Délka stonku Pocet koren( Délka nejdelSiho Pocet listd SiFka listu Délka listu
(cm) korene (cm) (cm) (cm) (cm)

Kontrola 13,1+2,14° 5+0,74°2 8,28 +1,92" 12,25+ 2,38 2P 1,23 +£0,09 2 6,9+1,71¢¢
P28 13,03 £3,65° 6,25 + 2,012 9,33 +1,54" 13,25 +1,14° 1,65+0,09>¢ 6,48 +1,14 ¢4
P31 5,73 +2,282 3,75 +1,14° 51+082 9,751,712 1,23 £ 0,082 5,03 +0,51%°
P 55 9,7 +3,492b 5+ 3,222 7,08 £1,32P 10 +1,48° 1,48 +0,08%P 7,75+ 0,401
P 56 9,9+3,56%P 5+1,952 9,53 +2,36" 12 +1,65%"P 1,63 £ 0,09 ¢ 6,9+1,47¢%d
P 64 7,68 £1,722 55+ 3,422 6,53+2,6%" 12 +1,65%"P 1,5+0,07%" 5,93+ 0,46 ¢
P 65 8,88 +2,71%P 45+1572 9,68 +1,47" 10,75 + 2,493 1,93+0,11°¢ 7,35 +0,54¢¢

*Cisla oznacena stejnymi pismeny (v kazdém sloupci) nejsou od sebe statisticky vyznamné odlisna (Kruskal-Wallisilv test, p < 0,05)

Zdroj: Autor (2022)

=24 -



Obrazek 8: Morfologické hodnoceni nové ziskanych genotypll (P28, P31, P55, P56, P64 a P65 — 2n=4x=48) a kontrolni rostliny (K — 2n=2x=24) po 2
mésicich kultivace v in vitro podminkach.
Zdroj: Autor (2022)
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5.2 Prevod do ex vitro podminek

Procento preziti pfevedenych rostlin do ex vitro podminek bylo 95 %. Po 4
tydnech po pfevodu do skleniku vykazovaly podobny rdst jako v in vitro podminkéch.
Ve skleniku byly na rostlinach pozorovany morfologické zmény. Kontrolni rostlina
méla oproti tetraploidnim rostlinam rychlejsi rlst (Obrazek 8). Dale méla kontrolni
rostlina delsi a uzsi listy. U tetraploidnich rostlin byly listy $irSi a kratsi. Oproti kontrole
mély tetraploidni rostliny vice trichom(, které byly i na povrchu listd a byly vétsi
(Obréazek 9). Tyto morfologické zmény mohou u polyploidnich rostlin naznaovat vyssi
obsah latek neZz v rostling diploidni. Rostliny budou nadale pozorovany v in vivo

podminkéach.

Obrazek 9: RUst rostlin po 4 tydnech po prevodu do ex vitro podminek:
A-B) Tetraploidni rostliny (2n=4x=48) a C) diploidni (kontrolni) rostlina (2n=2x=24)
Zdroj: Autor (2022)
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rostlin (B-C: 2n=4x=48)
Zdroj: Autor (2022)

U celedi Solanaceae byla polyploidizace provedena u fady druhl, jako
je napfiklad Solanum lycopersicum (Cola et al. 2014), Solanum melongena (Kulahlioglu
& Clruk 2017), Capsicum frutescens (Pliankong et al. 2017) a Solanum tuberosum
(Greplové et al. 2009). Ale u Solanum muricatum byla provedena aZ teprve v této préci.

Kilahlioglu a Curtk (2017) zkoumali G€inky rlznych koncentraci oryzalinu
a kolchicinu na lilku vejcoplodém (Solanum melongena), které aplikovali v kapalnem
médiu. Na $picky vyhonki a stonkovych pupen( aplikovali 2,5 a 3,75 mM kolchicinu
po dobu 8, 16 a 32 hodin a také 28,8 a 43,2 uM oryzalinu po dobu 12, 24 a 36 hodin.
Z takto oSetfenych rostlin ziskali celkem 4 tetraploidni rostliny: 3 rostliny v koncentraci
oryzalinu 43,2 uM po dobu plsobeni 12 hodin a 1 rostlinu v koncentraci oryzalinu
28,8 UM po dobu pisobeni 36 hodin. Z osetfenych rostlin kolchicinem neziskali Zadnou
tetraploidni. Z toho vyplyva, Ze je oryzalin GCinné antimitotické Cinidlo na indukci
polyploidie. A zda se byt i U€innéjsi nez kolchicin, ktery se musi aplikovat ve vétSich
koncentracich a nedosahuje takové Gc¢innosti jako oryzalin.
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U fady studii na polyploidizaci rostlin z ¢eledi Solanaceae vykazovaly ziskané
polyploidni rostliny morfologické (vétsi plody, zvétseni listli, zpomaleni rdstu, zvyseni
biomasy, zvétseni priiduchi) a biochemické (vétsi obsah kapsaicinu) zmény (Pliankong
et al. 2017; Rao et al. 2019).

Polyploidizace byla provedena také u jinych druhll z rGznych celedi, které se
shoduji s dosazenymi vysledky v této studii. Napfiklad byla provedena u Cannabis
sativa Lind. Pro indukci polyploidie bylo pouZito antimitotické Cinidlo oryzalin, které
plsobilo na explantaty axilarnich pupend po dobu 24 hodin. Nejvyssi pocet
tetraploidnich rostlin bylo zisk&no z koncentrace oryzalinu 40 puM. Na ziskanych
rostlinach byla méfena hustota trichomi na listech. Bylo zjisténo, Ze u tetraploidnich
rostlin byla hustota trichom( asi 0 40 % vyssi nez na listech diploidni rostliny. U
tetraploidnich rostlin se v listech také zvysil obsah terpent o 71,5 % (Parsons et al.
2019). Toto zvySeni poctu trichoml bylo také zaznamenano i vtéto préaci, coz
naznacCuje, Ze by se mohl zvysit obsah urcitych latek i u nové ziskanych polyploidnich

genotypl S. muricatum.
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6. Zavéry

Pomoci in vitro indukované polyploidie za pouZiti antimitotického cCinidla
oryzalinu bylo ziskano 85 autotetraploidnich genotypll a 19 mixoploidnich genotyp,
coZ potvrzuje prvni hypotézu, Ze je oryzalin optimalnim antimitotickym ¢inidlem pro
indukci somatické polyploidie u Solanum muricatum Aiton. Ziskané autotetraploidni
genotypy vykazovaly odlisné morfologické znaky oproti pdvodni diploidni rostling,
to potvrzuje druhou hypotézu, Ze je polyploidizace G€innd metoda k zisk&ni novych
genotypl s odlisnymi morfologickymi znaky. Tato metoda byla u S. muricatum pouZita
poprve.

Ziskané polyploidni rostliny budou dale pozorovany v in vivo podminkéch,
kde bude potfeba sledovat jejich morfologické a biochemické vlastnosti. Vysledky

této studie pFispivaji k rozsireni diverzity S. muricatum.
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