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Abstract

This thesis deals with an issue of vegetative reproduction of genus Betula with a
focus on reprodution of Betula pendula var. carelica Merkl. using micropropaga-
tion in vitro methods. First we describe a possible procedure of reproduction. On
this procedure we made an experiment to create cultures of Betula pendula var.
carelica Merkl.. Durning these experiment we watching the effect of sterilization
on contamination and degree of mortality over time. For creating a culture we use
buds. For sterilization we use mercuric chloride (HgCls) in concentration 0.05%.
We use MS and WPM mediums without hormone and with hormone BAP in

concentration 1 mg - [~! as a cultivation medium.
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Abstrakt

Tato prace se zabyva problematikou vegetativniho rozmnozovani rodu Betula se
zamérenim na mnozeni Betula pendula var. carelica Merkl. metodami mikropro-
pagace in vitro. Nejdiive je popsana mozna metodika mnozeni, na jejiz zakladé je
dale proveden pokus o zalozeni kultury. P¥i tomto pokusu byl sledovan vliv ste-
rilizace na kontaminaci a stupen mortality v priabéhu c¢asu. Pro zalozeni kultury
byly pouzity pupeny. Pro sterilizaci byl pouzit chlorid rtutnaty (HgCly) v kon-
cetrai 0.05%. Jako kultivacni média byla pouzita MS a WPM média bez pridani

hormonu a s pfiddnim hormonu BAP v koncentraci 1mg - [71.

Klicova slova

in vitro mnozeni, mikropropagace, rizkovani, roubovani, sterilizace
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1 Uvod

Briza je jednim z nejvyznamnéjsich a nejrozsitenéjsich druhti lesnich drevin v
Evropé, Asii a Severni Americe. Zalesnovani Evropy po dobé ledové zapocalo
brizami. Tato drevina se fadi k pionyrskym drevindam a je vysazovana v lesich
jako rekultivaéni rostlina. Biiza karelskd je zvlastni formou biizy bélokoré (Be-
tula pendula Roth var. carelica Merkl.), jejiz charakteristickym znakem je vysoce
dekorativni vzorovana textura dieva. Kvuli jedinec¢nosti je tato biiza na svétovém
trhu vysoce cenéna a na rozdil od jinych dfevin se prodava na kilogramy a ne na

metry krychlové (Vetchinnikova a kol. , 2012).

V poslednich desetiletich se problém zachovani a obnovy genofondu vzacnych
a ohrozenych druhii rostlin vyrazné zvysil. Mezi nimi zvlastni misto patii btize
karelské. RozlisSujeme dva zpisoby mnozeni rostlin — generativni a vegetativni.
P1i generativnim zplisobt mnozeni btizy karelské v semenném potomstvu budou
vzdy pritomny jak obycejné formy biizy bélokoré, tak formy s pozadovanou tex-
turou dreva. Pravdépodobnost vzniku jedincti se vzorovanym dievem miize se lisit
v zavislosti na tom, odkud byla semena pouzita. Ze samostatné stojictho stromu
tato pravdépodobnost ¢ini — 2 - 3%, ze stromu rostouciho na plantazi — do 25%,
pii Fizeném opylovani muze dosdhnout az 80 - 90%. Podle zkuSenosti, semena
brizy karelské rychle ztraceji kli¢ivost, proto musi byt pouzita ¢erstva nebo ihned

pristi jaro po sklizni (Karpova A. , 2013).

Dalsim zptisobem rozmnozovani je vegetativni rozmnozovani. Vyhodou tohoto
zpusobu rozmmnozovani je moznost vypéstovat klon, ktery zachovava genetickou
informaci puvodniho jedince. Mezi vegetativni zptusoby rozmnozovani patii tiz-
kovani, roubovani a vysoce efektivni zptisob mnozeni rostlin prostrednictvim ex-
plantatovych kultur v laboratornich podminkach (in vitro). Explantaty se péstuji
ve zkumavkach spolecné s kultivacnim médiem, které obsahuje organické latky,

soli, vitaminy a pripadné i rustové latky. K nejcastéji pouzivanym metodam in



vitro mnozeni rostlin patii somatickd embryogeneze a organogeneze. Diky témto
metodam je ndm umoznéno geneticky zlepsovat vlastnosti lesnich drevin jako je
napriklad odolnost k nemocem. Také nam umoznuji produkovat velké mnozstvi

rostlin z explantatu v kratkém casovém obdobi (Ahuja , 2013).
Cilem této prace je popsat vegetativni metody mnozeni biiz, zejména s prihléd-

nutim k moznostem mnozeni brizy karelské. Nasledné vytvorit metodiku mnozeni

vybranych biiz a pokusit se zalozit kulturu brizy karelské.
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2 Charakteristika rodu Betula

2.1 Popis rodu Betula

Rod Betula patii do ¢eledi Betulaceae (biizovité), fadu Fagales (bukotvaré). Jedna
se o opadavé stromy a kefe rtizného vzristu mirného az subpolarniho péasu se-
verni polokoule. Listy biizy jsou stridavé, vétsinou vejcité, s palisty. Mladé listy
jsou lepkavé. Jednodomé stromy kvetou v dobé raseni listi. Kvéty se zakladaji
uz na podzim v previslych jehnédach. Samci jehnédy jsou umistény na lonskych
vétévkach, samici na letosnich. Pri zralosti se plodenstvi rozpadaji a uvolnuji
dvoukridlé nazky, které jsou unasené vétrem na velké vzdalenosti. (Spohn, 2013).
Do tohoto rodu patii asi 90 druhti (pfesny pocet dosud nebyl stanoven) (Karpova

A., 2013).

Na tizemi Ceské Republiky zastoupeni biiz dosahuje 4,2% (NIL, 2015). Na tomto
uzemi byl zaznamenan vyskyt sedmi druhti, ale pouze tii z nich maji lesnicky
vyznam: briza bélokord (Betula pendula), biiza pytita (Betula pubescens) a biiza
karpatska (Betula carpatica). Nejvétsi zastoupeni mé biiza bélokord, kterd je sta-
lou primeési lestt po celém tizemi, chybi pouze v klecovém vegetacnim stupni, kde

je nahrazena bfizou pyfitou a karpatskou (Buridnek a kol., 2014).
V Evropé se vyskytuji i dalsi druhy rodu Betula. Jeden z nich je naptiklad Be-

tula pendula var. carelica Merkl.. Tento druh se vyskytuje prevazné v severni a

vychodni ¢asti Evropy a je znamy svoji vzacnou texturou dreva.

11



2.2 Popis druhu Betula pendula Roth var. ca-
relica Merkl.

Nédherné textura dieva (viz obrazek 1) a neobvykla struktura kmenu pritahovala
pozornost mnoha védct. Briza karelska je snadno rozpoznatelna diky charakteris-
tickym znakim jako je boulovitost kmenu (viz obrézek 4), vétvi a ¢asto i mladych
letorosti. Na kmenech mladych stromt je kiira hladka, ale znac¢né silnéjsi nez u
normalni brizy bélokoré, a to prevazné v mistech pod kterymi se ve drevé tvori
charakteristicka tmavsi kresba. Na kmenech starsich stromii se tvori hruba borka.
Diky malym listiim a jejich prtihlednosti je v bfezovém porostu vzdy dostatek
svétla. Tvar koruny zavisi na stanovisti na kterém briza roste. V mladém véku
byva tvar koruny ovalny. Postupem casu, jak strom roste, se koruna zakulacuje a

vznikaji previsajici vétve (Karpova A. | 2013).

Odlisné vlastnosti brizy karelské byly dlouho povazovany za zvlastni chorobu ne-
znamého puvodu. Az v roce 1857 byla popsand K. Merklinem a byla oznacena
jako varieta brizy bélokoré a dostala latinsky nazev carelica. Boulovité utvary se
s vékem stromu zveétsuji. V nékterych pripadech se rozprostiraji témér po celém
povrchu kmene. Podle pritomnosti nékterych charakteristickych znakt a jejich
rozmért, lze do zna¢né miry urc¢it vzhled a kvalitu dieva daného stromu (Vet-

chinnikova, 2004).

12



Obrazek 1: Vlevo textura dieva brizy bélokoré, vpravo textura dieva brizy karel-

ské (Obsledovaniye populyacii karelskoy berezy..., 2005)

Brizu karelskou muzeme na zékladé vzhledu rozlisit na tii typy (Karpova A.,

2013) :

o Kerovitd briza karelska
e Nizka briza karelska

e Vysokd briza karelska
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Kerovita briza karelska (viz obrazek 2)

Prvnim typem je kefovitd briza karelska, ktera dosahuje maximélni vysky tri
metry. Stromy tohoto typu nemaji jasné vyjadieny hlavni kmen. Béhem ristu se
totiz kmen rozdéluje do velkého poc¢tu bocnich vétvi, nebo misto hlavniho kmene,
vyrustaji stejné silné vyhonky, které rostou bud vertikdlné nebo pod urc¢itym sklo-
nem. V obou téchto pripadech dochazi k nadmérnému rozvoji v korenové casti
kmene. Tento typ brizy karelské se dale lisi v tom, zZe jeji vyhonky nejsou zakon-
¢eny jednim pupenem, ale dvéma az tfemi, poptipadé nékolika, blizce umisténymi
pupeny. V pribéhu vyvoje se diky tomu tvori rozvétveni vyhonku. Tento typ biizy
karelské neni vhodny jako zdroj dieva, a proto se pouziva pouze k dekorativnim

ucelim. Ve volné prirodé se moc nevyskytuje.

Obrézek 2: Ketovita briza karelskd (Prekrasnyye mutanty, 2014)
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Nizka briza karelska (viz obrazek 3)

Druhym typem je nizka biiza karelska. Od biizy bélokoré stejného véku, pésto-
vané za stejnych podminek, se nizka biiza karelskd lisi tvarem koruny a celkovou
vyskou, ktera nepresahuje 10 - 15 metri. Koruna se lisi tvarem a strukturou.
Nizka briza karelskd ma zaoblenou, Sirokou a husté listnatou korunu. Hlavni osa
kmene je nahrazena nékolika stejné vyvinutymi vétvemi. Tento typ brizy karelské

je z pohledu tézby dreva vyznamnéjsi nez kerovita briza karelska.

E g e
e

Obrazek 3: Nizka briza karelska (Zhivoy les, 2014)
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Vysoka briza karelska (viz obrazek 4)

Tretim typem je vysoka briza karelska. Tento typ je charakteristicky vyskou ko-
lem 25 metri, coz je podobné vyska jako u brizy bélokoré, malym poctem vétvi
a pravidelnou sbihavosti kmene. Z kvalitnich vysokych briz karelskych je casto

mozné ziskat cenné ¢tyt az péti metrové kulatiny.

Obrazek 4: Vysoka briza karelskd (Bereza karelskaya, 2015)
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Podminky pro rist brizy karelské jsou podobné jako podminky pro rist brizy bé-
lokoré. Z toho duvodu se oblasti jejich vyskytu casto shoduji. Nejcastejsi vyskyt
biizy karelské je v lesnich porostech tvorenych borovicemi (Pinus sylvestris) a
smrky (Picea abies). Biize karelské se dobfe daif na mirné svazitych, dobfe od-
vodnénych svazich a na kopcich. Briiza karelska neni naro¢na na pudu, a proto
roste na pudach rtizného mineralniho slozeni, s vyjimkou ptd nadmérné vlhkych
a podzolovych. Nejlépe roste na hlinitych a piscitych ptdach. Na rozdil od brizy
bélokoré, kterd tvori stejnorody lesni porost, roste zpravidla briza karelska v ma-
Iych shlucich. Biize karelské se také dafi na plantazich spolecné s osikou (Populus
tremula), olsi (Alnus glutinosa) a tfesnémi (Prunus), méné Casto s jehli¢natymi
stromy. Nejcastéji roste biiza karelska s olsi Sedou (Alnus incana ssp. incana)

(Karpova A., 2013).

Areal vyskytu

Kolem roku 1950 byl dolozen vyskyt brizy karelské ve skandinavskych zemich,
v Rusku, v Bélorusku, v Ceské republice, na Slovensku, v Némecku, v Polsku a
v baltskych zemich. V soucasné dobé se oblast vyskytu brizy karelské vyrazné
snizila z divodu velké poptavky po jejim difevé. Nyni roste biiza karelska v se-
verni a stfedni Evropé a v Rusku. Severni hranice prochazi Svédskem, Finskem
a Karelskou republikou v Rusku. Zapadni hranice prochazi Norskem, jizni hra-
nice Slovenskem a vychodni regionem Kostroma v Rusku. Pocatkem XXI stoleti
nejpocetnéjsi vyskyt brizy karelské byl zjistén na uzemi Béloruska (az 40 tisic
stromtl) a Ruska (pfiblizné 3 tisice stromu v prirozenych porostech a 35 - 40 tisic

stromt na plantdzich v Karelské republice) (Karpova A., 2013).
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Obréazek 5: Aredl vyskytu biizy karelské (Vetchinnikova, 2004)

Takova to roztrousena oblast vyskytu biizy karelské v Rusku a dalsich evropskych

VVVVVV

poukazuje na to, ze tato dfevina je reliktniho ptvodu. Coz je potvrzeno mnoha

archeologickymi vykopavkami a fadou literdrnich prament (Karpova A., 2013).
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3 Vegetativni rozmnozovani

P1i vegetativnim mnozeni vznika jedinec, ktery je geneticky shodny s materskou
rostlinou. K témto metodam mnozeni se mizou pouzit nadzemni casti rostliny
(vyhony, pupeny, listy) nebo podzemni casti (kousky kotent). P¥i mnozeni lesnich
drevin se daji pouzit klasické metody vegetativniho mnozeni takové jako napii-

klad fizkovani, ockovani, roubovani nebo hfizeni (Kuznetsova, 2000).

V prirozenych podminkach se btiza karelskd muze vegetativné rozmnozovat po-
moci novych letorostii, které se tvori z nahodilych pupenti na korenovém krcku,

nebo pomoci hrizeni.

Zkusenosti s rozmnozovanim biizy pomoci roubovani ukéazali, Ze nejlepsich vy-
sledku lze dosdhnout pri pouziti materidlu z mladych stromt. Primérna dspés-

nost zakotrenéni pohybuje v rozmezi od 1,6 do 40 % (Vetchinnikova, 2005).

Pomoci vegetativnich metod mnozeni miizeme zlepsit genetické vlastnosti pés-
tovanych drevin a ziskat odrudy, které jsou vysoce produktivni a odolné vuci

nemocem (Chalupa, 1990).

Na zakladé zkusenosti, bylo zjisténo, ze faktory, které omezuji vegetativni rozmno-
zovani brizy bélokoré, jsou vék, genotyp darcovské rostliny a fyziologické stadium,
ve kterém byly casti rostliny odebrané. Ukazalo se vsak, ze faktory, které brani
hromadnému klonovani zralych a obtizné se mnozicich stromii mohou byt elimi-

novany mikropropagaci. (Iliev a kol., 2008).
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3.1 Mikropropagace in vitro

Mikropropagace je dalsi moznosti vegetativni reprodukce. Jde o biotechnologicky
postup in witro, vyhodou kterého je moznost namnozit velky pocet identickych
jedinct v relativné kratké dobé (Novotny a kol., 2008). Rostliny nebo jejich ¢asti
se péstuji v umeélych podminkéch a nazyvaji se explantaty nebo explantatové kul-
tury. Vétsinou se pouzivaji kultiva¢ni nadoby ze skla, proto se tyto metodé rika in
vitro — ve skle. Zakladem metody klonalni mikropropagace in vitro je schopnost
somatickych bunék vyssich rostlin vytvorit kompletniho jedince. Tato vlastnost
se nazyva totipotence. To znamena, ze kazda bunka obsahuje vSechny genetické
informace nezbytné pro rist a vyvoj celého organismu. 7 ¢ehoz vyplyva, ze ode-
brana ¢ast rostliny je schopna vlivem ptisobeni urc¢itych hormonti a pti vhodnych
kultiva¢nich podminkach vyprodukovat velké mnozstvi novych jedinci. Schop-
nost regenerace organu ze somatickych bunék je vsak u vétsiny lesnich drevin
vyrazné nizsi nez u bylinnych rostlin. Kromé toho je dilezité si uvédomit, ze ne
kazda ¢ast stromu vykazuje totipotenci v in wvitro kulture. To do zna¢né miry
zavisi na genotypu organismu, jeho véku a stavu izolovaného explantatu (Vet-

chinnikova a kol., 2005).

Na tizemi Ceské republiky prvni mikropropagace probéhla zacatkem 70. let. Ve
Vyzkumném tstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.. Byly mikropropa-
govany smrk (Picea abies) a douglaska (Pseudotsuga menziesi) (Méchova a kol.,

2012).

Mikropropagace muze byt provedena bud organogenezi nebo somatickou embry-

ogenezi.
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Organogeneze

vvvvvv

vin, je organogeneze. Hlavnim faktorem, zajistujicim tspésnou organogenezi je
zajisténi vhodnych kultivaénich podminek, a to naptiklad svétla, teploty, slozeni
kultivacniho média, zejména koncentrace hormont. Dalsimi faktory jsou stari a
fyziologicky stav dércovského jedince (Novotny a kol., 2008). Pii organogenezi
dochazi k regeneraci prytu v médiu obohaceném cytokininem a k regeneraci ko-
renu v médiu obohaceném auxinem (Ahuja, 2013). Pokud koncentrace cytokininu

a auxinu je stejnd, dochézi ke tvorbé kalusu.

Somatickd embryogeneze

Mikropropagace pomoci somatické embryogenezi je proces, pti kterém v kulti-
vacnich nadobach na médiu ze somatickych rostlinnych bunék vznikaji embrya,
které se vyvijeji a diferencuji v rostlinu (Ahuja, 2013). RozliSujeme dvé ¢asti
somatické embryogeneze: indukci a expresi. Ve fazi indukce ziskavaji somatické
bunky vlastnosti embrya, coz zahrnuje celkovou zménu bunécéné struktury, meta-
bolismu a fyziologie. Ve fazi exprese se bunky diferencuji do somatickych embryi

(Jiménez, 2005).

Technologie somatické embryogenezi je stale ve vyvojové fazi a nékteré jeji za-
kladni problémy vyzaduji dalsi vyzkum. Kromé obtizi s tvorenim somatickych
embryi, u nékterych drevin dochézi k problémtim s dozravanim a vyvojem Zzi-
votaschopnych somatickych sazenic. Po vyfeSeni téchto problémt by méla byt
technologie somatické embryogeneze k dispozici pro masové klonovani drevin.
Mikropropagace prostfednictvim somatické embryogeneze ma nékolik vyraznych
vyhod. Somatickd embrya mohou byt péstovana v tekutém médiu, z tohoto di-
vodu by mélo byt mozné zvysit produkei embryi v bioreaktorech. Dalsi vyhodou
je to, ze somaticka embrya mohou byt zapouzdiena, aby se vytvorilo ,syntetické

semeno, které muze byt skladovdno nebo péstovano jako osivo (Ahuja, 2013).
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Proces mikropropagace in vitro se sklada z nékolika nésledujicich po sobé krok.
Prvni krok je vybér explantati a jeho zavedeni do kultury. V tomto kroku je du-
lezité ziskat kulturu bez infekce a docilit jeho preziti v zivném médiu. Dalsi krok
je zvyseni poctu explantatu tedy reprodukce. Hlavnimi faktory ovliviujici repro-
dukci jsou: ptivod rostliny, jeji odrida, fyziologicky stav explantdtu a podminky
kultivace. Dilezitym krokem v této fazi je indukce korenu. Poslednim krokem je
zakorenéni a adaptace rostlin na nesterilni podminky. Velmi dilezité je stanoveni
podminek péstovani a optimalni doby vysadby rostlin. Rostliny by méli byt nej-

prve vysazeny ve skleniku a pote v otevieném terénu (Vetchinnikova, 2005).

Jednotlivé kroky budou vice popsané nize.

Zalozeni kultury

Pro zalozeni kultury se mohou pouzit naptiklad vyhony, pupeny, listy nebo i
kousky korenti z donorového stromu. Vyhodou mikropropagace in vitro je to, ze
mnozstvi odebiraného materidlu je minimalni a donorovy strom ziistava neposko-

zen.

Rist a vyvoj explantatové kultury ovliviiuje hned nékolik podminek. Jde pre-
devsim o médium ve kterém se kultura péstuje. Dalsimi velmi dilezitymi pod-
minkami jsou teplota, intenzita svétla a fotoperioda. Nejcastéji pouzivanou tep-
lotou pri kultivaci briz je teplota v rozmezi 20 - 24°C pri fotoperiodé 16/8 h.
(svétlo/tma) (Méchova a kol., 2012; Girgzde, 2017; Vetchinnikova a kol., 2005).
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Zivna média

Pti mikropropagaci biiz se nej¢astéji pouzivaji média MS (Murashige, Skoog 1962)
a WPM (Lloyd, McCown 1980) (viz. tabulky 1 a 2). Dilezitou slozkou zivného
média jsou makroelementy (dusik, fosfor, sira, vapnik, draslik a hoicik), mikro-
elementy (zelezo, mangan, méd, zinek, bér a molybden) a organické latky (sa-
charéza). Sachardza je nejlepsim zdrojem uhliku pfi koncentraci od 2 do 5%. Pro
rust a vyvoj rostliny jsou také velmi dilezité vitaminy B a inositol. Média mohou
byt jak tekuta, tak i ztuzena. Pro ztuzovani se muze pouzit tieba agar, ktery se
pridava v koncentraci 6 — 8 g na 1 litr roztoku. Ztuzena konzistence média napo-
maha udrzet rostlinu na povrchu a brani tomu, aby explantat se zcela ponoril do
kapaliny a zahynul z divodu nedostatku kysliku. Hodnota pH média se nejcastéji

doporucuje v rozmezi 5,6 — 5,8 (Vetchinnikova, 2005).

Sterilizace

vvvvvv

péstovani bylinnych rostlin. Jednim z divodu je to, ze vSechny ¢asti organu jsou
silné infikovany mikroorganismy. Pred pasazovanim kultury na zivné médium,
musi byt explantat povrchové vysterilizovan dezinfekénim roztokem. Je ale tieba
si uvédomit to, ze zivé tkané rostouci ¢asti rostliny jsou velmi citlivé na ucinky
steriliza¢nich prostredkt. Proto je velmi dulezita kvalita pouzitého sterilizacniho
roztoku, jeho koncentrace a doba aplikace, kterd se voli pro kazdy druh tkané
individualné. Napriklad, podle literatury, ke sterilizaci vyhonkt brizy, 2-3 cm
dlouhych, 1ze pouzit 0,1% roztok chloridu rtutnatého (HgCls) s aplika¢ni dobou
10 - 15 minut, po jehoz aplikaci je nutné vyhonky trikrat proplachnout desti-
lovanou vodou. (Chalupa, 1981) Dalsi zpusoby sterilizace jsou pomoci alkoholu,
roztoku chloraminu, roztoku chlornanu sodného a dalsi. Z divoda takové roz-
manitosti antiseptik, bylo provedeno testovani nejuc¢innéjsiho zptsobu sterilizace
bfezovych explantatu (Vetchinnikova, 2005). Celkem se testovalo 25 moznosti a

nejucinnéjsimi se ukazaly - 0,1% roztok chloridu rtutnatého (HgCly) (s aplikaci
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po dobu 3 minut), 5% roztok chlornanu vapenatého (Ca(ClO,)) (s aplikaci po
dobu 3 minut) a 70% roztok ethanolu (od 1 do 3 minut, v zavislosti na typu

explantétu).

Multiplikace

Vyzkumy prokéazaly tspésnost riznych metodik s odlisSnym slozenim kultivacnich
médii a jinym obsahem rustovych regulatori. Napiiklad podle vyzkumu Héagg-
mana (Haggman a kol., 2007) se ukazalo jako uspésné pro druh Betula pendula
pouziti media WPM s pfiddnim 2mg -1~ BAP v kombinaci s NAA ug-1~!. Podle
Chalupy (Chalupa, 1987) bylo tspésné médium WPM s niz$im obsahem BAP
(0,5~ 1 mg-17'). Podle vyzkumi Machové a kol. (Mdchova a kol., 2012) se
prokézalo jako tspésné médium WPM s obsahem BAP 0,2 mg -1~ a IBA 0,1

mg - 17! a niz§im obsahem glutaminu 10mg -1~ .

Vetchinnikova u druhu Betula pendula var. carelica Merkl. zkoumala tspésnost
rozmnozovani na MS médiu s rtznymi koncentracemi BAP, sachardzy a inosi-
tolu. Pri trojndsobné zvysené koncentraci BAP se prokazalo, ze toto prekroceni
optimalni hodnoty vede k opacnému efektu, jehoz disledkem je zpomaleny rist

explantatu (Vetchinnikova, 2005).

Zakorenovani

Pti organogenezi dochézi k regeneraci prytu v médiu obohaceném cytokininy a k
regeneraci kofenu v médiu obohaceném auxiny (Ahuja, 2013). Pro navozeni rhi-
zogeneze u brizy trpasliéi (Betula nana) Machova a kol. (Machova a kol., 2012)
pouzily médium WPM s obsahem 0,5 mg - [7! IBA a tsp&Snost zakofetiovani
dosahla 100%. Také se experimentalné osvédéilo médium MS s obsahem IBA v

koncentraci 0,5 mg - [~ pfi rhizogenezi rostlin Tazus baccata L. (Novotny a kol.,

2008)
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Aklimatizace a prevod do ex vitro podminek

Po tspésné rhizogenezi rostlinky se musi aklimatizovat na sklenikové a polni pod-
minky. Pfechod mezi prostiedim in vitro, kde je relativni vlhkost je témér 100%,
do prostiedi ex witro s relativni vlhkosti priblizné 50% je pro preziti rostlin kri-
tické. Proto je nutné postupné snizovat vlhkost ze 100% na polni podminky. Nej-
Castéji aklimatizace probihd v klimatizované mistnosti s relativni vlhkosti 90% a
po 14 dnech rostliny jsou prenesené do skleniku, kde je relativni vzdusna vlhkost
priblizné 70%. (Novotny a kol., 2008; Machova a kol., 2012) Dalsi problém je ten,
ze in vitro rostliny jsou zavislé na médiu pro zasobovani cukry a jinymi zivinami.
Jejich listy nejsou prilis fotosynteticky aktivni a jakmile rostliny budou piene-
sené do ez vitro podminek , musi se geny pro fotosyntézu okamzité zapnout, aby
rostliny prezily. Je proto dilezité mit urcity pocet listi a dobry kofenovy systém
pred prenosem rostlin z in vitro podminek do ex wvitro.(Ahuja, 2013) Zpocatku
se pouziva zalévaci smés. Napiiklad Machova a kolektiv (Machova a kol., 2012)
pri mikropropagaci btizy trpasli¢i presazovali rostliny do agroperlitu a jedenkrat
denné je zalévaly zakladnim roztokem MS, ktery byl naredény destilovanou vodou
v koncentraci 1 : 10. Po dvou tydnech rostliny byli pfesazené do smési zeminy,
raseliny a perlitu (2 : 1: 1) a pfenesené do skleniku. Po vypéstovani ve skleniku
sazenic schopnych vysadby a rozvoji kvalitniho kofenového systému se rostliny

presazuji na venkovni zdhony (Ahuja, 2013).
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4 Metodika

4.1 Priprava zivného média

Zivné médium MS bylo piipraveno z piedem namichanych roztokt (viz tabulka
la) a to nasledujicim zptusobem. Nejprve byly v prvni kddince postupné smi-
chany roztoky pozadovaného mnozstvi s destilovanou vodou. Poté byl pridan
myo-inositol a sacharéza. Nasledné bylo za stalého michani upraveno pH na 5,7
pomoci KOH. Ve druhé kadince bylo smichdno pozadované mnozstvi agaru a
destilované vody. Do treti kddinky bylo pridano pouze pozadované mnozstvi desti-
lované vody. Nasledné byly vSechny tii kddinky umistény do mikrovinné trouby
na priblizné pét minut dokud nezacal agar viit, aby doslo k rozpusténi agaru.
Poté byl obsah vsech tii kddinek smichdn dohromady a rozlit do Erlenmeyero-
vych banék po cca 30 ml do kazdé. Banky byly nasledné uzavieny hlinikovou folii,

popsany a vlozeny do autoclavu na rezim 121°C a tlak 1,06 kg - cm ™!,

Zivné médium WPM bylo pfipraveno podobnym zptisobem z piredem namicha-

nych roztoki podle tabulky (tabulka 1b).
Do zivnych médii je mozné primichat rastovy regulator, v nasem pripadé byly

pouzita média bez ptiddni hormont a s priddanim 6-benzylaminopurinu (BAP) v

koncentraci 1 mg - [7!, ktery byl pfidan do roztoku pied tpravou pH.
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4.2 Zalozeni kultury brizy karelské

Biologicky material pro zalozeni kultury brizy karelské byl odebran z vétvi dvou
stromi z lokality Truba u Kostelce nad Cernymi Lesy. Stromy byly vypéstovany

Erichem Véaclavem jako roubovanci v roce 1962.

Byly provedeny tii rizné odbéry pupent.

Odbér ¢. 1 pro zavedeni kultury

Odbér byl proveden 5.4. a z kazdého stromu bylo odebrano po deseti pupenech.
Pupeny jednoho stromu byly oznaceny jako KL a pupeny z druhého stromu jako
sledné byly pupeny oplachnuty destilovanou vodou s kapkou Tweenu 20. Dalsim
krokem byla sterilizace pupent pomoci chloridu rtutnatého (HgCly) naredéného
na koncentraci 0.05%. Sterilizace probihala po dobu 4 minut. Po sterilizaci na-
sledovala pasaz na zivné médium MS bez pridani hormont, kterd probihala ve

flow-boxu.

Odbér ¢. 2 pro zavedeni kultury

Odbér byl proveden 26.4. a z kazdého stromu bylo odebrano po sedmi pupenech.
A po odstranéni vnéjsich Supin, byla provedena sterilizace pomoci chloridu rtut-
natého (HgCly) naredéného na koncentraci 0.05%. Tentokrat, z diuvodua velkého
mnozstvi kontaminace kultur z 1 pokusu zavadéni kultur, byla doba sterilizace
prodlouzena na 5 minut. Po sterilizaci néasledovala pasaz po tfech pupenech z
obou stromt na zivné médium MS bez hormont a zbylé pupeny na zivné mé-
dium MS s pridanim rustového regulatoru BAP. Pasaz probihala ve flow-boxu.

Kazdé dva tydny byl explantat prenesen na cerstvé médium stejného slozeni.
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Odbér ¢. 3 pro zavedeni kultury

Odbér byl proveden 10.5.. P1i tretim pokusu byl pouzit stejny zptisob sterilizace,
jako ve druhém pokusu. Z kazdého stromu bylo odebrano po osmi pupenech. Dva
z kazdého stromu byly umisténé na zivné médium MS bez hormonti, dva na zivné
médium MS s pridanim ristového regulatoru BAP, dva na zivné médium WPM
bez hormont a dva na zivné médium s pridanim rustového regulatoru BAP. Kazdé

dva tydny byl explantat pfenesen na cerstvé médium stejného slozeni.
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(a) MS médium

Tabulka 1: Slozeni MS a WPM medii

(b) WPM médium.

Sloucenina MS médium mg.1~* Sloucenina WPM médium mg.17*
KNOj 1900 NH4NO; 400
NH4NO; 1650 CaCly . 2H,0 96
CaCly.2H,0 440 Ca (NO3)s . 4H50 556
MgSO,4.7TH,O 370 KySOy4 990
KH,PO, 170 MgSOy . TH,O 370
Na,EDTA . 2H,0 37,3 KH,PO, 170
FeSO, . TH,O 27,8 Na,EDTA . 2H,0 37,3
H;3;BO;3 6,2 FeSO, . TH,0 27,8
MnSOy . 4H,0 22,3 H3BO; 6,2
ZnS0y4 . 4H,0 8,6 MnSOy . 4H,0 22,3
KI 0,8 ZnS0, . 4H,0 8,6
NasMoO, . 2H,O 0,25 NasMoOQO, . 2H,0 0,25
CuSOy . 5H,0 0,02 CuSOy . 5H,0 0,25
CoCly.6H2,0 0,02 Thiamine HCI 1,0
Thiamine HC1 1,0 Nicotinic acid 0,5
Nicotinic acid 0,5 Pyridoxine HCI 0,5
Pyridoxine HCI 0,5 Myo-Inositol 100
Myo-Inositol 100 Sachardza 30 000
Sacharoza 30 000 Agar 8 000
Agar 8 000
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5 Vysledky

Pti zalozeni kultury byl sledovan vliv sterilizace na kontaminaci a stupen morta-

lity explantatii v pribéhu casu.

Odbeér ¢. 1. Vysledky sterilizace a iniciace tvorby prytu

Sterilizace pupenti, odebranych 5.4., byla netspésna. Ukazalo se, ze sterilizace
chlornanem rtutnatym (H gCls) po dobu ¢ty minut je zcela nedostateéna. Mnoz-

stvi kontaminace po dvou tydnech bylo témér 100%.

Odbér ¢. 2. Vysledky sterilizace a iniciace tvorby pryti

Sterilizace pupenu, odebranych 26.4., byla tspésna. Po c¢trnacti dnech nebyla
zjisténa zadna kontaminace, ale zbyli pouze tfi zivotaschopni jedinci. Po dvou
meésicich zbyly pouze dva klony ze stejného stromu. V pribéhu mikropropagace
dochézelo k sekundarnim kontaminacim jak je vidét z tabulky 2. V tomto sézeni
se nejvice prokazalo pouziti média MS s pridanim rtastového regulatoru BAP. Po

dalsich ¢tyrech mésicich se podarilo z jednoho klonu reprodukovat devét jedinct.

Tabulka 2: Pocet proriistajicich pupent v ¢ase a na konkrétnim médiu

Klon 26.IV | 10.V | 22.V | 07.VI | 21.VI | 02.VII | 20.VII | 02.VIII | 24.VIII | 05.X
KP 2 MS 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KP 2 MS+BAP 4 1 1 3 2 4 3 4 5 9
KL 2 MS 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0
KL 2 MS+BAP 4 1 1 2 0 0 0 0 0 0
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Odbér ¢. 3. Vysledky sterilizace a iniciace tvorby prytu

Uspésnost sterilizace pupenti, odebranych 10.5., byla 56%, ale po péti mesicich

se podatilo vypésovat pouze tii klony. V tomto sazeni se ukazalo, ze explantaty

nejlépe rostly v mediich s pridanim rtistového regulatoru BAP, kdy vykazovaly

vetsi pocet pryta a vétsi vzrust. Vysledky tretiho sazeni jsou uvedeny v tabulce

3.
Tabulka 3: Pocet proriistajicich pupenii v ¢ase a na konkrétnim médiu
Klon 10.V | 22.V | 07.VI | 21.VI | 02.VII | 20.VII | 02.VIII | 24.VIII | 05.X

KP 3 MS 2 2 0 0 0 0 0 0 0
KP 3 MS+BAP 2 0 0 0 0 0 0 0 0
KP 3 WPM 2 0 0 0 0 0 0 0 0
KP3 WPM-+BAP 2 2 1 0 0 0 0 0 0
KL 3 MS 2 2 1 0 0 0 0 0 0
KL 3 MS+BAP 2 1 1 2 3 1 0 0 0
KL 3 WPM 2 2 0 0 0 0 0 0 0
KL 3 WPM+BAP 2 2 3 2 4 3 2 1 3
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Obrazek 6: Kultura biizy karelské po péti mésicich od zavedeni (foto autora)

Obrazek 7: Namnozené explantaty z jednoho klonu po Sesti mésicich od zave-

deni(foto autora)
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6 Diskuse

Bylo jiz vypracovano mnoho metodik zabyvajicich se problematikou mikropropa-
gace rodu Betula. Tyto metodiky vsak nejsou jednotné. Tento fakt je zptsoben
tim, Ze ispésna mikropropagece neni zavisla pouze na kultiva¢nich podminkach,
ale také i na dalsich faktorech, kterymi jsou napriklad: doba sbéru materidlu z
darcovského stromu, jeho stari a fyziologicka stav, zptisob sterilizace a preparace

explantati (Méchova a kol., 2012) .

Vychozim materidlem pro zalozeni kultury rodu Betula lze pouzit pupeny, c¢asti
listd a vyhont. Vyhodou tohoto zpiisobu rozmnozovani je to, ze mnozstvi odebi-

raného materialu je minimalni a darcovsky strom ziistava neposkozen.

Pro zalozeni kultury byly v této praci pouzity pupeny, odebrané ze dvou stromt
v dubnu a kvétnu. Celkovy pocet odebranych pupent ¢inil 25 kust. V jinych pra-
cich se pouziva pro zaloZeni kultury pramérné 30 pupent (Novotny a kol., 2008 -

Méchova a kol., 2012).

Pri sterilizaci pupent brizy karelské se ukazalo, ze chlorid rtutnaty v koncentraci
0,05% je neucinny pri aplikac¢ni dobé 4 minuty, ale jako dostacujici pii aplikaci 5
minut. Vetchinnikova experimentalni metodou prokazala jako nejucinnéjsi zptisob
sterilizace pupent brizy karelské pouziti chloridu rtutnatého v koncentraci 0,1%

s aplikaci po dobu 3 minut. (Vetchinnikova, 2008).

Pro iniciaci organogeneze byly v této praci pouzita média MS a WPM s pridanim
a bez pridani ristového reguldtoru BAP v koncetraci 1 mg - [71. V této praci
nebylo statisticky prokazano které médium je vhodnéjsi pro iniciaci organoge-
neze, ale bylo prokazano, ze rostliny 1épe rostly v médiich do kterych byl pridan
rustovy hormon BAP. Podle Higgmana (Haggman a kol., 2007) se ukazalo jako
sp&sné pro druh Betula pendula pouziti média WPM s pfiddanim 2 mg-1~! BAP
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v kombinaci s NAA 1 mg-[~1.

Vetchinnikova u druhu Betula pendula var. carelica Merkl. zkoumala tspésnost
rozmnozovani na MS médiu s riznymi koncentracemi BAP, sachardzy a inosi-
tolu. Pri trojndsobné zvysené koncentraci BAP se prokazalo, Zze toto prekroceni
optimalni hodnoty vede k opacnému efektu, jehoz dusledkem je zpomaleny rust
explantdtu. Zivné médium, které obsahovalo mensi koncentraci inositolu, se pro-
kazalo jako neiuc¢inné u explantati, které byli odebrané z nektizeného darcovského
stromu brizy karelské, ale souc¢asné prokazalo nejlepsi vysledky rustu a vyvoje u

explantati ziskanych z kiizeného darcovského stromu (Vetchinnikova, 2005).

7 toho vyplyva, ze rust kultury v in vitro podminkach nezavisi jen na slozeni

zivného média, ale do zna¢né miry na puvodu klont.
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T Zaveér

Pokud chceme zachovat genofond biizy karelské je nezbytné pouziti vegetativnich
metod rozmnozovani. Tyto metody nam zarucuji vypéstovani identického jedince,
coz pri generativnim mnozeni neni vzdy zarucené. Nejlepsi a nejrychlejsi metoda

je mikropropagace in vitro.

Z tohoto diivodu jsme se v této praci zabyvali problémem vegetativniho rozmno-
zovani rodu Betula a pokouseli jsme se o zaloZeni kultury brizy karelské (Betula

pendula var. carelica Merkl.) metodou in vitro.

Pro zalozeni kultury byly pouzity pupeny ze dvou stromi starych 57 let z lokality
Truba u Kostelce nad Cernymi lesy. K jejich sterilizaci byl pouzit chlorid rtut-
naty (HgCl2) v koncentraci 0,05%. Z vysledku pokust o zavadéni kultury bylo

zjisténo, ze optimalni doba aplikace je 5 minut.

Mezi kultiva¢nimi médii WPM a MS nebyly zjistény velké rozdily, ale bylo ziejmé,
ze pridanim rustového regulatoru BAP byla zvysena schopnost ristu a vyvoje ex-

plantata.

Metoda mikropropagace in wvitro se jevi jako velmi vhodna ke mnozeni brizy
karelské a zachovani jejiho genofondu. Z tohoto divodu by byl vhodny dalsi
vyzkum dané problematiky a testovani rtiznych koncentraci ristovych hormont

a vyzkouseni ruznych kultiva¢nich podminek.
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