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ABSTRAKT

Téma mé bakalarské prace je mnoZeni in vitro mikropropagace lesnich dievin.
V prvni ¢asti tohoto textu je popis klasickych metod rozmnozovani, vegetativnich a
generativni. Hlavnim tématem je metoda in vitro a tato metoda je podrobn¢ popsana ve
zbytku této prace. Naleznete zde popis metody, jeji vyhody, nevyhody. Je zde popsana
historie této metody, vyroba zivného média a ptevod kultury do nesterilnich podminek.

V posledni Casti je zpracované ekonomické porovnani klasickych metod a metody in vitro.

Klicova slova: in vitro kultury, explantat



ABSTRACT

My bachelor work deals with in vitro propagation of forest tree species. There is
description of various methods of multiplication, both generative and vegetative. Main
focus is put on in vitro propagation — there is a desription of this method, history, it’s
advantages and disadvantages, jeji vyhody, nevyhody. Also there is a description of
nutrient medium production and transfer of the sterile plant into non-sterile conditions. At

the end, there is a comparison of clasical methods of propagation and in vitro propagation.



Obsah

PN = Y I R ¥ AN S OO 6
PN = Y I 2 ¥ AN O3 [OOSR 7
1. L 070 2 D 2T 9
1. 1. CIL BAKALARSKE PRACE ...vviiiiiiiiiiiiitiie e e e s seiittie e e e e s s eibbb ittt s e e s s e saab bt et e e e e s s s st b b et e e s e e s saabb bbb e e e sesssssabbbanseeaas 10
2. LITERARNI PREHLED .......ooiioiietoteete oottt eet s etet e et s s s et s e et e et en e et s eee s eeeneen 11
A D) 18] 5 0 (0 V4 (0176 A 7N ) SR 11
2.1.1. GENEratiVIT TOZIMIOZOVAINT «..vvvvveusteeseessseesseseseeesssssesesssesaasssssesssses s sssssssssessessssssssssssssssnsnssnnnnnnsnnnnnes 11
2.1.1. VegetatiVinl TOZMNOZOVANT ......eoiveiriieeiiiestiesteetee e st sbeesreeresse e sseesb e e re e b e s snesneesreesreesneenas 11
3. IN VITRO VEGETATIVNI MNOZENI ROSTLIN .......c.oviiotieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeesesereseseeenens 23
3. 1. VYZNAM IN VITRO METODY ....uttiiiittiieiiteiesiteeesiistssesissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 23
R o 1153 K] ]| =SSR 25
I Y N N 23 S N BN 1= K] 5 ) 2T 26
3. 3. 1. Material pro zaloZeni explantatove KUItULY ........coooviiiiiiiiiiiiie s 26
3. 3.2. Osetfeni po 0dDEIU MALETTAIU .......eivviiieiiiie e s 26
3. 3. 3. Zalozeni Sterilnd KUILUTY ......cocoiiiiiiiiiin e s 27
3. 3. 4. ZIVIA MEAIA ..ottt ettt 27
3. 3.4, 1. RUSLOVE TEGUIATOTY ....veuviriiiieteitiete sttt ettt sttt bbb bttt b ekt b e bbb e s e e st et e e bt bbb e et et 28
3. 3. 4. 2. Ostatni latky obsaZené v mEIICh . .........ccciviiiiiiiiiii 30

3. 3. 4. 3. Fyzikalni podminky PESTOVANT ......ccuiiiiiiiiiiiiiieie i

R T TR TR o 10T 10 Ty U S 3 T RTRTRTRTRR

3. 3. 5. 1. RUSE XPIANTALTL ..ot e bbbt bbbt

3. 3. 5. 2. Pfesazovani rostlin (explantati)
LR VA VA3 01 01 1) (< OO 39
4. 1. VYROBA ZIVNEHO MEDIA S NAZVEM,, MS ,,( MURASHIGE A SKOOG, 1962) ......cccovvirirnirienieennenns 39
5. SHRNUTI ZISKANYCH DAT .oooeoeoeeeeeeeeeeeeeeee e ev et e et es e tee s en et es s es s eees et en et enneeeeeans 50
6. EKONOMICKE ZHODNOCENI ......ooooiioioeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
T ZLAVER ..ottt ettt ettt ettt ettt r e 55
8. SEZNAM POUZITE LITERATURY ...oiitoeeoeeeeeeeee oo e et 56
9. SEZNAM OBRAZKU ...t oottt ettt et e st e et e et e et et et e s et et et es e ee e 59
10, PRILOHY ..ottt e et e e et ee et ee et e s e eee et n e et ee e et ee et e een e eeeeneeeo, 61



1. Uvod

Pro mnozeni lesnich dievin je v dnesni dobé zapotiebi zkratit reprodukcni cyklus.
Snazime se v co nejkratSim Case namnozit co nejvice jedincti. Pouzivame k tomu
vegetativni mnozeni, protoze za pomoci normalniho zptisobu generativniho mnozeni tedy
ze semen to trva velice dlouho. Vyhody vegetativniho mnozeni jsou hlavné rychlost
mnozeni pozadovanych vlastnosti. Vime, s jakymi vlastnostmi pracujeme, nami uréené

vlastnosti muzeme zachovat pro pozdéjsi praci. Nejvétsi nevyhodou je finanéni naroénost.

Pii vegetativnim mnozeni muze vzniknout velké mnozstvi jedinci s naprosto
shodnymi vlastnostmi matetské rostliny. K vegetativnimu mnoZeni pouzivame casti
rostlin, které jsou schopny zakotfenit. Toto mnozeni pouzivame tam, kde se semena tvofi

Spatné€ nebo viibec, nekli¢i nebo rostlina ztraci vlastnosti matecni rostliny.

Tato metoda vyuziva skutecnosti, Ze v kazdé buiice je uloZzena komplexni geneticka
informace o daném jedinci. Proto fakticky stac¢i odebrat n€kolik buné€k z pletiv ¢i tkani,
iniciovat jejich rust a posléze vypéstovat nového jedince z totoznou genetickou informaci.
Avsak cesta od né¢kolika bun€k k novému jedinci je sloZitd a skryva mnohé uskali, pfesto ji
1ze povazovat po technickém zvladnuti za perspektivni. Problém je v tom, ze kazdy druh
ma své specifické zvlastnosti a ndroky na podminky vegetativniho rozmnozovani metodou
in vitro. Dokonce i jednotlivé mate¢né stromy, z nichZ se odebird materidl k dal$imu
rozmnozovani,  maji  své  individudlni  naroky @ na  kultivacni = média.
Cely proces musi probihat v ptisné¢ sterilnim prostiedi, protoze infekce zpiisobend riiznymi
bakteriemi ¢i houbami muiZe negativné ovlivnit rist novych rostlinek. Proto trva dosti
dlouhou dobu (az jeden rok), nez se podafi ziskat primarni kulturu - klon (malou rostlinku

Zijici v ptisné sterilnim prostiedi, uzavienou ve sklenici).



1. 1. Cil bakalaiské prace

Cilem této bakalarské prace je popsat klasické metody mnozeni lesnich dievin. Déle
podrobné predstaveni metody in vitro a na zavér ekonomicky porovnat klasické metody a

metody in vitro.
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2. Literarni prehled

2. 1. Druhy rozmnoZovani

Existuji dva zakladni typy mnozeni, a to generativni (ze semen) a vegetativni
(¢asti jedincii oddélenych od matetské rostliny, tyto Casti se po odd€leni dale vyuzivaji

K tvorbé nové samostatné rostliny).

2.1.1. Generativni rozmnozovani

Generativni rozmnozovani rostlin je pohlavni rozmnozovani pomoci semen.
RozmnoZovani spociva v oplodnéni jedné samici pohlavni bunky bunikou samci. Nova
rostlina neni geneticky shodna s matefskou rostlinou. Pfi pohlavnim rozmnoZovani jsou
dva typy opyleni bud’ vlastnim, nebo pylem jiné rostliny stejného druhu (Kovacik a kol.,
1983).

2.1.1. Vegetativni rozmnoZovani

Vegetativni rozmnoZovani rostlin je nepohlavni rozmnoZovani. Nova rostlinka je
generativné shodna s matefskou rostlinou. Vegetativni rozmnozovani rostlin pouziva ¢asti
rostlin, jak nadzemni casti listy, pupeny, vyhonky, tak i podzemni Casti rostliny, kofeny a
odnoze. Vegetativni rozmnoZovani lesnich dfevin ma vyznamnou ulohu pfi zachovani

genofondl ohrozenych lesnich dievin (Chalupa, 1990).
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Mezi metody vegetativniho mnozeni patii (Bartels 1988)

e autovegetativni rozmnozovani
- déleni kofenovymi vymladky
- kopceni
- hfizeni a potapéni
- fizkovani
e xenovegetativni rozmnozovani —(v soucasnosti se pouziva pojem heterovegetativni)

- §tépovani (roubovani)

Déleni kofenovymi vymladky

Tato metoda je rychld a pouZiva se u hlavné u ke, které se zmlazuji za pomoci
vyhonkli z kofenovych krckii. Matetské rostliny se na jafe nebo v podzimnim 1ét€ po
vyzrani vyhonkli vyjmou ze zemé a rozsadi se. Vyjmutému vyhonku musi zlstat alespon
jeden olistény vyhon s kofeny. Tyto vyhony se piesadi do studeného pateniste. Po

vytvofeni novych kofenti se pfesadi na péstebni zdhon, nebo se nechaji v pafenisti.

Kop¢eni

Zakotenéni probihd pfimo na matetskych rostlinach. Nova rostlina se oddé€luje az po
dobrém zakotenéni. Mladé rostliny se nazyvaji oddélky. Vysadba novych mate¢nich rostlin
se provadi na podzim nebo zjara. Rostliny se zastfihnou a sazi se. Vychozi materidl musi
byt viruprosty. Matecni rostlina se pouzivd po mnoho let. Na podzim je tfeba sestiihat
vSechny vyhony tésn€ nad zemi a rostliny pfihrnout zeminou. Na jatfe nové vyhony cca 20
cm zakopcime. Po zakopceni letorosty vycnivaji na vysku dlan€¢. Konecné zahrnuti je ve

vysce 20 — 30 cm. Kopceni je dokonceno ke konci ¢ervna. Po opadu listii pidu odstranime
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a odstfihneme u mista vyraSeni kvalitné zakofenéné vyhony. Matecni rostlinu opét

pfihnojime a zazimujeme.

H¥iZeni a potapéni

Tyto metody se jiz dnes nepouzivaji. Pfi hfizeni se vyhony zalozi do uzké ryhy
Vv zemi. Vyhony se ohnou kratkym obloukem. Ryhy se zasypou a dobie udusaji. Spicka
prutu vyéniva se zemé& ven. Pro leps$i vytvofeni kofenti je dilezity kratky ohyb.
Opakovanym obrlstanim mate¢ni rostliny vznikd vZdy novy materidl pro hfiZzeni. Pfi
potapéni se kolem matefské rostliny vyryji ryhy dlouhé jako cely vyhon. Kratkym
obloukem vyhon do ryhy ohneme a pevné pfipichneme hacky po celé délce. Ryha zlstava
oteviend. Po dosazeni 10 -15cm vysky se vyhony piihrnou. Tato metoda se provadi brzo na

jafe. Pfi této metodé probiha zakofeniovani snaze a ziskavame vice mladych rostlin.

Rizkovani

RozmnoZovani tizky:

1. Kofenovymi — zéklad je déleni a odebrani kofenti na nové rostlinky.
2. Dfevitymi tizky — odebiranim siln¢ narostlych vyzralych letorostl, které se zpracovavaji
po celé délce.
3. bylinnymi fizky — oddélitelné ¢asti rostlin neboli olisténé vyhony (pupeny nebo listy),
které po oddé¢leni nechame zakofenit, a z nich vyrustaji samostatné

rostliny.
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Stépovani (roubovani)

Stépeni je zplsob, pii némZ se rozmnozovana dievina piimé&je ke sristu s
podnozovou rostlinou. Tato metoda je snadno proveditelna a dava kvalitni nové rostliny. Je
to jedna z Castych pouzivanych zpusobl. Podle Brauna (1959) se srlstani podnoze
s roubem probiha ve tiech fazich na obrazku ¢. 1, 2, 3 mizeme vidét tyto srustové

pochody.

Obr. €. 1: sristové pochody pfi sristani podnoze a roubu

A-prvni kontakty mezi podnozim a roubem (a-podnoz, b-roub, c-primarni
intermediarni pletivo (teckovédno), d-jednoducha délici zona tvofend zénou poranéni
podnoze, jejiz intermedidrni pletivo ji pfitlacuje na dfevo roubu, e-dvojitd de€lici zona
tvofena zonami poranéni podnoZe a roubu, f-pfimé kontakty bun€k mezi Zivymi buikami
intermediarniho pletiva podnoze a odumielymi bufikami dieva roubu) ( Braun, 1959 in
Birtels, 1988).
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Obr. ¢. 2: vyvojovy stav ve druhém tseku srastani

(a-podnoz, b-roub, c-intermediarni pletivo vychazejici z podnoze, které prave preslo
do sekundarniho stavu, d-rlst dfeva podnoze po naroubovani (¢arkovéano a teckovano), e-
vznikajici parenchymové mustky, f-ranovy periderm), sméry SiSek na kresbach ukazuji na
pfisné lokalizované a smérované prvni riistové pochody v intermediarnim pletivu, které

zacinaji ve vysi kambia roubu a sméfuji do klirového pletiva leziciho bezprostfedné pod

kambiem (Braun, 1959 in Birtels, 1988).
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Obr. €. 3: stav kratce pted Gplnym sriistem

(a-podnoz, b-roub, c-vybézky kambia roubu a podnoze do parenchymovych mustkad,
d-pravé dokoncené spojeni kambii, kambialni mustek, e-spojeni peridermu, f-tvofeni
parenchymového mustku intermediarniho pletiva podnoze v oblasti periferni dfené roubu,
tento pochod nema zadny dalSi vyznam, g-po vytvofeni parenchymovych mistkd nyni
nastava i v roubu obnovena tvorba dieva, h-vznikajici parenchymové mustky), sméry

Sipek-mista parenchymovych mustka (Braun, 1959 in Birtels, 1988).

Na obrazku ¢islo 4 — 9 muzeme vidét zakladni zplsoby Stépeni (roubovani):
ablaktace, kopulace, na kozi nozku, do rozstépu, za kliru, platovani, za kliru s klinovym
fezem, ockovani, ockovani sobracenym T fezem, tfiskové ockovani, nikolovani,

prstencové ockovani, platové oCkovani, lamelové §té€povani, St€povani omega.
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Obr. €. 4: kopulace druzeni, kopulace Obr. €. 5: roubovani na kozi nozku
s jazyckem (Birtels, 1988) tupym a ostrym roubem
(Bértels, 1988)

Obr. €. 6: roubovani do rozstépu normalnim roubem Obr. €. 7: postranni platkovani
a fezanym jako na kozi nozku (Birtels, 1988)
(Birtels, 1988)
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Obr. €. 8: roubovani za kiiru s klinovym Obr. ¢. 9: tiiskové ockovani

fezem (Bértels, 1988) (Birtels, 1988)
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Paule (1992) metody vegetativniho rozmnozovani ¢leni na tii zakladni skupiny

e autovegetativni rozmnozovani
e heterovegetativni rozmnozovani

e mikropropagace — kultury in vitro

e Autovegetativni rozmnoZovani

Z genetického hlediska je cela rostlina jednim genotypem. Jedinec mtize vznikat bud’
tvorbou kalusu, nebo z ¢asti oddélenych od mateiské rostliny. Podle tohoto rozeznavame

pét typl rozmnozovani:

a) listovymi odfezky
b) osovymi odiezky

c) kofenovymi odiezky
d) hiizenim

e) oddélovanim

V praxi maji vyznam pouze prvni tfi typy rozmnozovani. Rozmnozovani zavisi na

exogennich (vnéjsich) a endogennich (vnitinich) faktorech.

exogenni (vngjsi) faktory jsou: a) slozeni substratu
b) teplota a vlhkost substratu
c) fotoperioda a intenzita osvétleni

d) chemické oSetieni odiezkl (ristové latky a fungicidy)

19



endogenni (vnitini) faktory jsou: a) stupeni vyvoje matetské rostliny (ontogeneze)
b) typ odfezki (zdievnatélé — zimni, nezdfevnatélé-letni)
¢) fyziologicky stav odiezki
d) predptipraveni odiezkii nebo celych matefskych rostli
pred odbérem odiezkl

¢) obdobi odbéri odrezkt

e Heterovegetativni rozmnoZovani

Jeden jedinec, ktery predstavuje dva odlisné genotypy — podnoz a roub. Tyto dva
genotypy se nikdy nespoji do jednoho genotypu. Nejcastéjsi pouzivané zplsoby

rozmnozovani lesnich dfevin jsou:

a) platkovani

b) za kiiru

¢) na kozi nozku

d) do boku

e)vetvaru T

f) Prokazinova metoda
g) kopulace

h) anglicka kopulace

ch) ockovani

20



obr. ¢. 10. zplsoby heterovegetativniho rozmnoZovani: a — platkovani, b,d - za ktiru, ¢ - na

kozi nozku, e,h - do boku, f - ve tvaru T, g - Prokazinova metoda ( Paule, 1992)

obr. €. 11. zptisoby heterovegetativniho rozmnozovani: i — kopulace, j - anglicka kopulace,

k — o¢kovani (Paule, 1992)
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e Mikropropagace — kultury in vitro

Kultury in vitro zrychluji §lechténi lesnich dievin. Pomoci této metody péstujeme
explantaty (organy, pletiva, bunkové suspenze) na zivnych médiich. Pfi dobrém rustu a
vysokou fotosyntetickou aktivitou muze pii aplikaci in vitro snizit potfebny cas na
produkci sadebniho materidlu az o 75%. Touto metodou se budeme podrobné&ji zabyvat

v dal$ich kapitolach (Paule, 1992).
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3. In vitro vegetativni mnoZeni rostlin

3. 1. Vyznam in vitro metody

In vitro je odborny termin, pouzivany v biologii a dalSich ptibuznych oborech
pracujicich s organizmy a jejich ¢astmi v umélych podminkach laboratofe. Ukolem metody
in vitro je zlepSeni genetickych vlastnosti péstovaného materidlu. Tato metoda umoziuje v
kratkém casovém obdobi na malém prostoru namnozit velké mnozstvi rostlin. Metoda
spoc¢iva v mnozeni rostlin z nepatrnych ¢asti meristémovych pletiv. Pouziti menSich tkani
rostlin (propagula), které nelze pouzit pii klasickém vegetativnim zptisobu mnozeni - tudiz
rychlejs$i prace, 1ze s nimi manipulovat bez ohledu na ¢asovém obdobi a prostoru za

kontrolovatelnych podminek (Sebanek, Sladky, 1988)

Vyhody a nevyhody metody in vitro uvadi (Kovac, 1995).

Vyhody:

e Rozmnozovani probiha za sterilnich podminek v laboratotich

e Metodu in vitro lze provadét v jakémkoliv obdobi, bez ohledu na klimatické
podminky

e Matecna rostlina se da zachovat na zivnych mediich pro dalsi pouziti

e Rychlost mnoZeni pomoci metody in vitro je vyssi nez u tradi¢nich metod

e Produkce klont, jejichz mnozeni tradi¢énimi metodami probiha pomalu nebo vibec

e zkréaceni Slechtitelského cyklu

e maly rozmér fizku

e moznost pouziti netradi¢nich organt
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Nevyhody:

e relativné drahé vybaveni laboratofi
e drahy ekonomicky provoz laboratote
e pracnost metody

e narocna aklimatizace rostlin na polni podminky
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3. 2. Historie

V roce 1756 Duhamel de Monceau popsal tvorbu kalusu na uméle poranéném kmeni
jilmu (Ulmus sp.)

Vroce 1878 Vochting sledoval tvorbu kalusu na castech rostlin v nesterilnim
prostiedi (Prochazka a kol., 1997).

Otcem této metody je profesor Steward, ktery provedl pokus se shlukem bunék
mrkvového kotfinku v nadobce s zivnym roztokem uz vroce 1971. V zafizeni, kde se
pokusna nadobka neustale otacela, podafilo se mu béhem 3 tydnti pocet bunck rozmnozit
na osmindsobek. Nasledné se vytvofily i kofinky a po vysazeni se podatilo vypéstovat
celou mrkev. Vysledek tohoto pokusu se stal startem biotechnologické metody in vitro do
dalsich obort péstitelstvi — mnozeni listnatych i jehlicnatych stromd, okrasnych dievin pro
zahradni architekturu apod.

Murashige a Skoog byli jedni z hlavnich inicidtort, kteti také vytvorili velmi
usp&sné univerzalni médium pro vétSinu rostlin, nazyvané jako MS médium

V roce 1967 se v Ceské republice zacali provadét experimenty s rozmnozovanim
lesnich dfevin metodou in vitro. V roce 1967 — 1973 byla zalozena prvni laboratof, ktera je
zamétena na rozmnozovani lesnich dfevin metodou in vitro. Tato laboratof se nachazi
v prostorach VULHM Jiloviité — Strnady. Zakladatelem této laboratote byl prof. Ing.
Vladimir Chalupa, DrSc. (http://www.silvarium.cz/lesnicka-prace-c-11-00/rust-lesnich-
stromu-vypestovanych-in-vitro-z-organovych-kultur-a-ze-somatickych-embryi). V Ceské
republice se v dnesni dobé nachazeji dveé hlavni, konkurenéni firmy pro péstovani
sadebniho materidlu metodou in vitro. Prvnim pracovistém je Skolka Forest s.r.0. v Olené.
Hlavnim programem této firmy je vegetativni mnozeni dievin a také genetické klonovani

metodou in vitro. (http://www.skolka-forest.cz/hlavni-strana/) A firma Holub Jan s.r.o.

v Olomouci, kterd vyrabi sadebni materiadl pomoci mikropropagaci.

(http://www.janholub.cz/).
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3. 3. Material a metody

3. 3. 1. Material pro zaloZeni explantatové kultury

Pro zaloZeni explantatové kultury pouzivame kofeny, listy, hypokotyl, meristémy,
pupeny, nodalni segmenty nebo embrya (Kamenickd, Rypak, 1989). Matecni rostlina, z

které jsou odebirany tyto explantaty, by méla byt zcela zdrava (Kovac, 1995).

3. 3. 2. OSetreni po odbéru materialu

vvvvvv

Rostlinny material povrchové sterilizujeme napiiklad 0,1 — 0,2 % roztokem chloridu
rtut'natého ( HgCl,) po dobu 20 — 30 minut nebo 5 — 10% roztokem chloraminu po dobu 10
— 20 minut. Dale mizeme pouzit roztoky chlornanu sodného, peroxidu vodiku nebo

bromidovou vodou.

Béhem sterilizace odebiraného materialu by se m¢l pracovnik laboratofe vyvarovat
doteku sterilnich rostlin holyma rukama. Béhem pftislusnych manipulaci se museji ruce
udrzovat v aseptickém stavu (vhodny postiik rukou, 40-70% ethanolem atd.) (Sebanek,
Sladky, 1988).
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3. 3. 3. ZaloZeni sterilni kultury

Z pupenti se vypreparuji meristtmova pletiva, obsahujici celou genetickou
informaci. Z nich se vypéstuje primdrni kultura. V reprodukéni fazi se tento material
namnozi do ur¢it¢ho mnozstvi. Vznikne jakysi shluk rostlinek, které jsou posléze opét ve
sterilnim prostiedi roziezdny na mikrotfizky. Mensi Cast slouzi k zachovani primarni
kultury a k dal$imu mnoZeni, vétsi ¢ast se necha zakofenit ve specialnim médiu (Sebanek,

Sladky, 1988).

3. 3. 4. Zivna média

Dilezitou slozkou média jsou mineralni Ziviny, to jsou makroprvky, mikroprvky a
organické latky, sacharidy (cukry), jako zdroj energie a uhliku. Dilezity faktor ovliviiujici
osmotickou hodnotu media, vitaminy, aminokyseliny a dalsi specifické organické latky.
Tyto slozky zivného media se navzajem ovliviiuji. Pouzivaji se tekutd média ale 1 ztuZena

(Prochézka a kolektiv, 1997).

Jedinci se péstuji na téchto médiich: MS médium (Murashing a Skoog, 1962). Jeho
sloZeni je popséano v pfiloze €. 1. Vhodné médium pro listnaté 1 jehli¢naté dreviny, patii
mezi zédkladni média., SH médium (Schenk a Hildebrand, 1972). Jeho slozeni je popsano
v piiloze €. 2. Vhodné médium pro jehlicnaté dreviny., QL médium (Quoirin a Lepoivre,
1977), WPM médium (LLoyd a McCown, 1980), jeho slozeni je popsano v ptiloze ¢. 3.
Vhodné médium pro listnaté i jehlicnaté dieviny., BTM médium (Chalupa, 1981) jeho
sloZeni je popsano v ptiloze ¢. 4. Vhodné médium pro listnaté dieviny.,, a LM médium
(Litvaya a kol. 1981) jeho slozeni je popsano v pfiloze ¢. 5. Toto médium je vhodné pro

jehlicnaté dreviny.
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3.3.4.1. Riistové regulatory

Ristové regulatory rostlin fidi nebo upravuje ristové procesy rostlin, aniz by
rostliny poskozovaly. Mezi rlstové regulatory patii: auxiny, cytokininy, gibereliny,

kyselina abscisova a etylén.

Auxiny

Nézev pochdzi z feckého auxein a znamena rast. Auxiny, jsou vyznamna skupina
rustovych hormonii podporuji prodluzovani bunék, zptisobuji apikalni dominanci, stimuluji
vyvoj cévnich svazkl, rist kofene, skladani adventivnich kotfenil. Auxin je syntetizovan
rovnéz v malych listech, kvétnich organech a vyvijejicich se plodech, zejména v semenech.
V posledni dobé byly v rostlinach nalezeny kyseliny indolyl-3-maselna (IBA) a kyselina 4-
chlor - TAA, diive povazované za latky syntetické. Dal§im pfirozenym auxinem je kyselina

fenyloctova (PAA) (Lustinec, Zarsky, 2005).

Cytokininy

Cytokinin stimuluje bunécéné déleni, potlateni apikdlni dominance, iniciace
adventivnich pupenti. Prvni pfirozeny (endogenni) cytokinin byl nalezen v nezralém
endospermu kukufice a byl nazvan zeatin. V souc¢asné dob¢ zname vice nez 30 pfirozenych
cytokininti (Sebanek, Sladky, 1988). V kulturach in vitro byl jako cytokinin nejéastgji
pouzivan spolu s kinetinem 6 - benzyladenin (BA) neboli 6 - benzylaminopurin (BAP).
Hlavnim mistem biosyntézy cytokinini jsou kofeny, odkud jsou cytokininy transportovany

do nadzemni ¢asti xylémem (Prochazka a kol, 1997).
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Gibereliny

Giberelin zpiisobuje poruseni dormance pupent nebo semen, mobilizace zasobnich
latek v semenech pii kli¢eni, indukce kli¢eni semen, indukce kveteni, prodluzovani
internodii spojené se stimulaci riistu (Sebanek, Sladky, 1988). Nejpouzivangjsi Giberlin je
GA;. Giberliny podporuji rust kalusu a prodluzuji rist nadzemni ¢asti rostlin (Razdan,
2003).

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova je hlavnim faktorem pfi pfizptisobeni rostlin na stres, ma vliv na
kontrolu zavirani priduchu pii vodnim stresu, tlumi plisobeni ostatnich rastovych

podporujicich fytohormonti (Sebanek, Sladky, 1988).

Etylén

Etylén zvySuje sileni stonku a kotenil, zvySuje horizontdlni rist, vyvolava tvorbu

adventivnich kofent a odlu¢ovaci vrstvy v fapicich listil a plodii (Sebanek, Sladky, 1988).
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3.3.4. 2. Ostatni latky obsaZené v médiich

Mineralni soli

Jsou to mineralni ziviny, které rostliny potiebuji k zivotu predevSim
makrobiologenni prvky N, P, K, Ca, S a Mg v mM mnozstvi a mikrobiogenni prvky Mn,
Zn, B, Cu a Fe (Sebanek, Sladky, 1988). Z dtivodt riznych narok rostlin na vyzivu se lisi
obsah makrobiologenni a mikrobiogennich latek v mediich. (George a kol., 2008).

Uhlik (sacharidy)

Jako zdroj energie v zivnych médiich se pfedevsim uziva sacharosy nebo glukosy a
méné fruktosa (Sebanek, Sladky, 1988).

Vitaminy

Nezbytny vitamin je thiamin. Pro lepsi rust lze pouzit i kyselina nikotinova a
pyridoxin. Do nékterych médii se pfiddva kyselina panatothenovd a biotin, ale tyto
vitaminy nejsou nutné. V malém mnozstvi se mohou piidéavat i kyseliny p-aminobenzoova,

askorbova, cholinchlorid, riboflavin a dalgi. (Sebanek, Sladky, 1988).
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3.3.4.3. Fyzikalni podminky péstovani

Fyzikalni faktory ovliviiujici metodu in vitro jsou teplota, osvétleni, vlhkost
vzduchu, a vymeéna plynd.

Teplota by méla byt okolo 20 — 25°C (Paule, 1992). Ze za¢atku mnoZeni by teplota
méla byt nizsi. Nizsi teplota zvySuje Zivotaschopnost explantatii a snizuje tvorbu plisni a
bakterii. DalSim faktorem je osvétleni. Doporucena doba osvétleni je 8 — 10 hodin.
Nespravné osvétleni negativné ovliviiuje explantaty (Kamenickd, Rypak, 1989). Dalsi
faktor je vlhkost vzduchu. Explantaty jsou péstovany v uzavienych nadobkach, ve kterych
je vzdu$na vlhkost blizka 100%. DalSim faktorem je mnoZstvi Zivného média. Pii vétSim
objemu zivného média se 1épe tvoii nové koteny, vétsSinou do 100 ml barniky se dava 20 ml

zivného média (Paule, 1992).
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3. 3. 5. Prubéh rustu kultur

3. 3. 5. 1. Rust explantati

Po zalozeni explantatové kultury z pupent dospélych stromi, byly tyto explantaty
umistény na zivné médium. Na explantatech odebrané z pupenti se po 3 — 4 tydnech zacaly
tvofit nové vyhonky. Okolo 7. tydne byly zpozorovany nové rostouci pryty. Poté, byly
explantaty presazeny do nového média a po dalSich 6 tydnech opét vyristaji dalsi pryty. Po
zaplnéni celé nadobky z mikroventylaci se explantaty opét presazuji (rozdéluji se do

dalsich, nadob). Na obrazku ¢islo. 12 a 13 vidime rist explantati mezi 3 az 16 tydnem.

Obr. ¢. 12: rist explantatu ve 3 — 4 tydnu
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Obr. ¢. 13: rust explantatu v 15 - 16 tydnu

3.3.5. 2. Presazovani rostlin (explantati)

Pro piesazovani rostlin, které jsou mnozené metodou in vitro, musime mit sterilni
prostiedi. Muze to byt specidlni mistnost vhodné pro pfesazovani rostlin. V této mistnosti
je svétlo a teplo prizpisobené k mnozeni, nebo piesazovani provadime v kultivacnim boxu.
V naSem piipadé byl pouzit flow — box, ktery vidime na obrazku c¢islo 14. Tento flow-box

je umistén ve specialni mistnosti v laboratofi.
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Obr. ¢. 14: flow — box se sterilnim naradim pfipravené na presazovani

Pied zacatkem ptesazovani byl flow — box oSetfen. Pro oSetieni a sterilizaci flow -
boxu byl cely povrch otien Cisticimi prostifedky, naptiklad: 80% lihem, savem, popiipadé
domestosem, aby byly zahubeny vSechny bakterie. Pro udrzeni sterilniho prostfedi musela
byt zapnuta cirkulace vzduchu. Tato cirkulace udrzuje prostor flow — boxu chranény pied
bakteriemi a pfipadné se tvoficimi plisnémi. Pro spravné a sterilni pfesazovani muselo byt
pouzito sterilni nafadi viz obrazek c¢islo 15, které bylo pfinesené a peclivé zabalené ve
sterilnim alobalu ze specidlni mistnosti. Nastroje byly sterilizovany v parnim sterilizatoru.
Pro ptesazovani bylo pfipraveno naradi: kahan, sterilni ntizky, pinzeta a bafky s plastovym

vickem s mikroventilaci, kam byly rostlinky rozsazovany.
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Obr. €. 15: sterilni nastroje pfipravené pro presazovani

Kdyz bylo vSe sterilizovano, bylo mozno zacdit ptesazovat. Byla pfipravena sklenicka
S pfesazovanou rostlinkou. Barika byla opatrn¢ oteviena a horni kraj lehce opalen nad
kahanem, aby byly zni¢eny pfipadné bakterie. Totéz bylo udélano i s prazdnou baiiku,
ktera byla pfipravena pro odebrané odnoze. Pinzety a nizky byly vybaleny a také opaleny
nad ohném. Postupné byly odebirdny odnoze pro piesazeni. OdnoZ byla uchopena do
pinzet a odstfihnuta. Odstfihnuty byly pfebyte¢né, delsi listy. Opatrné byly asi dva cm
hluboko zapichnuty do nové baiky, aby se mohly dobie tvofit kofeny. Do jedné bainky bylo
takto umisténo 5 - 6 prytt odnozi. Kdyz byla banka hotova, opét byl opalen i horni okraj a
dobfe uzavien vickem s mikroventilaci. Obr. ¢. 16. Zjedné takto piipravené banky

muzeme presadit aZ 10 novych ban€k s 5 - 6 odnozemi.
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Obr. ¢. 16: a) jedinec piipraveny na piesazeni, b) barika pro pfesazeni a C) ptesazené pryty

odnoze
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Obr. ¢. 17: ndmi presazené pryty odnoze

Po uchyceni se zakotenéné pryty odnoze opatrné vyndaji ze skleni¢ky a rozd¢€li se na
jednotlivé odnoze. Ocisti se od zivného média, ve kterém byly umistény a sazeji se do
substratu. SloZeni substratu je raselina, perlit a pisek v poméru 2:1:1. Do jednotlivych
nadob na ptesazeni (kelimku, sadbovacl) se na dno nasype cca 2 cm pisku pro lepsi
protékani vody. Pfida se ndmi pripraveny substrat a odnoz se zasadi. Substrat byl umacknut

a zalit. Takto naplnéné sadbovace se umisti do skleniku nebo mikrosklenikd.

Obr. ¢. 18: explantaty vyndané z banky v zivném médiu (Kostkova, 2010)
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Obr. ¢. 19: kofenici explantaty

.
n.\. RS

Obr. €. 20: rostouci sazenice, otuzené Obr. ¢. 21: zakofenéné rostlinky v
rostouci v nesterilnich nestabilnim prostiedi
podminkach miniskleniku
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4. Vysledky

4. 1. Vyroba zivného média s nazvem,, MS ,,( Murashige a Skoog, 1962)

Pro tuto praci bylo pfipraveno MS médium (Murashige a Skoog, 1962)
Ptiprava média: 1. Vlastni piiprava dle navodu.

2. Vyuziti ptedptipraveného média (SIGMA)

1. Vlastni ptiprava dle navodu

Médium je roztok anorganickych a organickych sloucenin. Postup vyroby Zivného
média o objemu jednoho litru: nejprve si pfipravime nddobu ve, které v§e budeme michat,,
odmérny vélec,, o vetSsim objemu asi tak na tfi litry z divodu pozdéjsiho michani,
zahfivani atd. Do odmérného valce postupné ptidavame KNO3, NH;NO; , CaCl,.2H,0,
MgS0O,.7H,0, KH,PO,4, Na,EDTA.2H,0 a FeSO,4.7H,0 za pomoci mensiho odmérného

valce s mefici stupnici v ur¢itém mnozstvi viz tabulka Cislo 1.

Nazev Vzorec MnozZstvi
[mg.17]
Dusi¢nan draselny KNO3 1900 mg/I
Dusi¢nan amonny NH4NO; 1650 mg/I
Chlorid vépenaty dihydrat CaCl,.2H,0 440 mg/l
Siran hofe¢naty heptahydrat MgS0O,.7H,0 370 mg/l
Hydrogen fosforecnan draselny KH,PO, 170 mg/l
Solna stl etylén diamin tetraoctové kyseliny Na,EDTA.2H,0 37,3 mg/l
Sulfid zeleznaty heptahydrat FeSQO,4.7H,0 27,8 mgl/l

Tab. ¢. 1: anorganické a organické slouceniny potitebné pro vyrobu média MS
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Smés promichame a déale pridavame H3BOs, MnSo04.4H,0, ZnS0,4.4H,0, Kil,
Na;M00,.2H,0, CuSO4.5H,0, CoCl,.6H,0O za pomoci pipety kazdy prvek piidavame
zvlast’ s novym zobackem. Na pipeté nastavime mnozstvi, které chceme, aby nasala. Na
konec pipety nasadime zobacek, stla¢ime jeden konec pipety a druhy ponofime a nasajeme.
Poté obsah prvku v pipeté preneseme do odmérného vélce. Na obrazku c¢islo 22, vidime
stojan s n€kolika pipetami. Pipeta ma dvé polohy prvni vytla¢i prvek ze zobacku a druha

odstrani zbytky latky. Mnozstvi ptidavanych latek je uvedené v tabulce ¢islo 2.

Obr. ¢. 22 pipety

40



Nazev Vzorec MnozZstvi
[mg.17]
Kyselina borita H3BO; 6,2 mg/I
Siran manganaty tetra hydrat MnSo0,4.4H,0 22,3 mg/l
Tetrahydrat siranu zine¢natého ZnS0,4.4H,0 8,6 mg/I
Jodid draselny Kl 0,8 mg/I
Molybdenan sodny Na;Mo004.2H,0 0,25 mg/l
Siran méd’naty penta hydrat CuS0O,4.5H,0 0,02 mg/l
Chlorid kobaltnaty hexahydrat CoCl,.6H,0 0,02 mg/l

Tab. €. 2: dal$i anorganické a organické slou€eniny potiebné pro vyrobu média MS

Déle do odmérného valce ptidavame organicka aditiva, viz tabulka ¢islo 3.

Nazev Mnozstvi
[mg.17]
Thiamine HCI 1,0 mg/l
Nicotinic acid 0,5 mg/I
Pyridoxine HCI 0,5 mg/I

Tab. ¢. 3: organické latky ptfidavané do MS média

Po kompletaci anorganickych slozek jsou ptidany organické slozky média. VSechny
ty to prvky jsou v kapalném stavu a museji se uchovavat v chladni¢ce. Ptiprava tohoto
materidlu trva ptiblizné 30 minut. Dale se ptidavaji prvky v praSkovém stavu a to Myo-

Inositol, vitaminy, glutamin , stl a néjaky zdroj uhliku, v naSem pfipad¢ sacharosu.

Mnozstvi téchto latek je uveden v tabulce ¢islo 4.
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Nazev MnozZstvi
[mg.17]
Myo-Inositol 100 mg/l
vitaminy 100 mg/I
glutamin 200 mg/I
sul 200 mg/I
sachardza 30 g/l

Tab. ¢. 4: organické slozky ptiddvané do MS média

Néami pfipraveny roztok musime velice dobfe promichat, aby se vSe dobie
rozpustilo. Zkontrolujeme roztok a zméfime. V piipadé, ze mame roztoku méng, dolijeme
vodou do jednoho litru. A dame na michacku, viz obrazek cislo 23, aby se vSe Iépe
rozpustilo. Pro kazdou fazi mikropropagace se priddvaji rizné koncentrace rostlinnych
regulatorti rustu (fytohormont). Pro fazi mnozeni prytu ptidavame BAP v kombinaci
SIBA a pro zakofenéni pryta IBA, nebo IBA v kombinaci s NAA. BAP v koncentravi
1,8mg/l, Iba 2 mg/l. atd. Mnozstvi téchto latek je uvedeno v tabulce ¢islo 5.

Nazev Vzorec Mnozstvi
[mg.17]

Benzylaminopurin BAP 1,8 mg/l

Indol — 3 maselna kyselina | IBA 2 mg/l

Tab. €. 5: regulatory rustu pro jednotlivé faze mnozeni
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Obr. ¢. 23: michacka

Po doplnéni hormond a doliti destilované vody do pozadovaného objemu bylo
zméfeno a podle potieby upraveno pH na hodnotu 5,7. Uprava pH probiha piidavanim
KOH nebo kyselinou askorbovou. Na obrazku ¢islo 24 mutzeme vidét michacku

S pfistrojem na méteni pH.
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Obr. €. 24: michacka na pravé strané s ptistrojem na méteni pH na levé strané

Po dokonceni méfeni PH rameno vyjmeme a oplachneme. Po sejmuti z michacky
opét zkontrolujeme mnozstvi roztoku. Pokud méame roztoku méné, nez jeden litr opét

doplnime vodou. Tento proces trva piiblizné dalSich deset minut.

Pro ztuzeni zivného média byl pfidan agar v koncentraci 6,5g/1. Pfipraveny roztok

byl ohi4t nad 60°C aby doslo k rozpusténi agaru.

Pro ndmi namichané zivné medium pouzijeme baiky 0 velikosti 150 — 200ml
S uzaviratelnym plastovym vickem s mikroventilaci. Nové sklenicky by se kviili bakteriim

a pripadnym necistotam méli vyvaftit na 150° C po dobu tii hodin.
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Pteneseni zivného média do pfipravenych baiiek, by mélo byt rychlé z divodu
tuhnuti média. Nalévame rucné nebo ve velkych organizacich pouzivaji davkovace.
Médium s rozpusténym agarem se postupné rozlije po 20- 30 ml. Rozliti trva piiblizné pét
minut. Po premisténi Zivného média musime baiiky dobie uzaviit plastovym vickem
s mikroventilaci. Uzavirani trva ptiblizné pét minut. Jeden litr Zivného média se ptiblizné

vejde do 22 ban¢k. Banky s nalitym zivnym médiem zachycuje obrazek ¢islo 25.

Obr. ¢. 25: banky S zivnym médiem

Banky naplnéné¢ médiem se po dobu 20 minut umisti do parniho sterilizatoru o
teploté 121°C. Obrazek ¢&islo 26 zachycuje batiky piipravené na sterilizaci. Po sterilizaci
jsou banky vyndany ze sterilizdtoru a ponechany postupnému samostatnému chladnuti pti

pokojové teploté viz obrazek ¢islo 27. Tim dojde k ztuzeni média.
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Obr. €. 26: banky s zivnym médiem pfipravené na autoklavovani

Obr. ¢. 27: pristroj na autoklavovani
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Jiz hotové médium mizeme zacit pouzivat za dva az tfi dny. Béhem téchto dnii se
ukaze, zda-li je zivné médium vhodné na dal$i pouziti. Muze se stat, Ze je poSkozené,
napadené plisni, néjakym parazitem, nebo se v bance vyskytla necistota, ktera médium
poskodila. Obrazek cislo 28 zachycuje zivné médium, které se bude déale pouzivat pro
rozmnozovani a obrazek cislo 29 zachycuje kontaminované médium, které se jiz neda

pouzit.

Obr. ¢. 28: Zivné médium, které se bude dale pouZivat
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Obr. €. 29: poskozené zivné médium

V tabulce ¢islo 6 je shrnuti ¢asové naro¢nosti vyroby média.

Ptiprava média Cas
Namichani prvka 30 minut
Michéani zivného média 10 minut
Rozpousténi Agaru 15 minut
Rozliti do sklenicek 5 minut
Uzavfeni skleni¢ek 5 minut
Autoklavovani 20 minut
Chladnuti 20 minut
Soucet 105 minut

Tab. €. 6: casové shrnuti vyroby Zivného média
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2. Vyuziti pfedptipraven¢ho média (SIGMA)

Do piipravené smési organickych a anorganickych latek pouze ptidame vodu. Sacek

je pfipraven na jeden litr zivného média. Obrazek ¢islo 30 zachycuje sacek SIGMA.

Obr. €. 30: sacek SIGMA
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5. Shrnuti ziskanych dat

V kapitole vysledky byla popsana vyroba zivného média. Zde jsou popisovany dvé

moznosti dvé moznosti vyroby média, vyroba ze siatku SIGMA, nebo vlastnim

wewvr

minut. Namichani ze sacku trvalo pfiblizn¢ 20 minut. V dalsi kapitole jsou tyto moznosti

mnozeni zhodnoceny i ekonomicky.
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6. Ekonomické zhodnoceni

Tato Cast je vénovana ekonomickému porovnani klasického rozmnozovani a mnozeni
metodou in vitro. V prvni ¢asti se zabyva metodou in vitro a naklady na vyrobu zivného
média. Vyroba tohoto média s nazvem MS médium je popsana jiz diive v kapitole
vysledky. V ptiloze ¢islo 1 je uvedeno sloZeni tohoto média s nazvy, vzorci a mnozstvi
uvedené na jeden litr. Vypocet je proveden na 1000 litri Zivného média a prepocitan na

vyrobu 1 litru. Uvedené slouceniny se totiZ nedaji zakoupit v mnozstvi, které je tfeba na

vyrobu 1 litru, nakupuji se zpravidla velka baleni.

Nazev Vzorec Mnozstvi na Cena
1000 |
Dusic¢nan draselny KNO3 1900000 mg 272,33, -
-1900 g
Dusi¢nan amonny NH4sNO3 1650000 mg 386,10,-
-1650 g
Chlorid vépenaty dihydrat CaCl,.2H,0 440000 mg 699,77,-
-440 g
Siran hotfecnaty heptahydrat MgS0O,.7H,0 370000 mg 98,09, -
-370 g
Hydrogen fosfore¢nan draselny KH,PO, 170000 mg 54,92, -
-170 g
Solna stl etyléndiamin tetraoctové kys. Na,EDTA.2H,0 37300 mg 746,25,-
-37,3 g
Sulfid Zeleznaty heptahydrat FeSO,.7H,0 28700 mg 17,29,-
-27,8 g
Kyselina borita H3;BO; 6200 mg 354,36,-
-6,2 9
Siran manganaty tetra hydrat MnSo0,4.4H,0 22300 mg 11,83,-
-22,3 g
Siran zine¢naty ZnS0,4.7H,O 8600 mg 1030,08,-
-8,6 ¢
Jodid draselny Kl 800 mg 109,73,-
-0,8 ¢
Molybdenan sodny Na;M00,.2H,0 250 mg 0,49,-
-0,25¢g
Siran méd’naty penta hydrat CuS0,4.5H,0 20 mg 0,0083,-
-0,02g
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Chlorid kobaltnaty hexahydrat CoCl,.6H,0 20 mg 0,031,-
-0,02¢9
Thiamine HCI 1000 mg 0,71,-
_19
Nicotinic acid 500 mg 38,02,-
-0,5¢
Pyridoxine HCI 500 mg 51,25,-
-0,5¢
Glycin 2000 mg 42,06,-
-2 g
Sacharo6za 30000 mg 745,5,-
-309
Cena celkem na 1000 litra 4 658,82,-
Cena celkem na 1 litr 4658,82 : 1000 4,66,-

Tab. ¢. 7: shrnuti cen za jednotlivé prvky pii vyrobé MS média

Toto médium o mnozstvi 1000 litru bylo spoéitino na K¢ 4 658,82,-. Tedy po

pfepoétu na 1 litr K& 4,66,-. Zivné médium si mizeme vytvofit i jednoduseji a to jen

ze sacku SIGMA. Tento sacek stoji ptiblizné K¢ 32,50,-. V tabulce ¢islo 8 uvadim celkové

ceny média. V cené¢ médii jsou zapocCitany 1 pramérné mzdové naklady, které Cinily K¢

120,00,-/ 1hod. Nami namichané médium trvalo 105 minut, viz tabulka ¢islo 6, kapitola

4. 1. Vyroba zivného média s nazvem ,,MS ,, (Murashige a Skoog, 1962). Namichani

sacku Sigma trvalo 20 minut. V prvnim sloupecku je ndmi namichané médium a v druhém

je médium namichané ze sacku SIGMA. Z tabulky vidime, Ze nami namichané médium je

drazsi nez ze sacku SIGMA. Z diivodu ¢asové narocnosti na piipravu.
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Nami namichané médium Sacek SIGMA

214,66,- K¢ 72,50,-K¢

Tab. ¢. 8: cenové shrnuti Zivného média

Déle budeme porovndvat sazenice vypéstované metodou in vitro a klasickou
metodou péstovani dfevin. V tabulce ¢islo 9 jsou uvedeny ceny dievin z lesni $kolky

Svinosice vypéstované klasickymi metodami. Ceny jsou uvedeny bez DPH.

Nazev Vyska Ks Ks Ks
1-24ks |25-99ks |100—999 ks

Smrk 12 — 25 cm vysky 7,70 6,30 5,40
Jedle 12 — 25 cm vysky 13,00 11,00 9,00
Borovice 12 — 25 cm vysky 6,20 4,90 3,90
Dub 25— 35 cm vysky 10,20 8,30 6,80
Buk 25— 35 cm vysky 9,50 8,00 6,70
Lipa 25 — 35 cm vysky 12,50 9,90 8,50

Tab. €. 9: ceny dfevin vypéstovanych klasickymi metodami

V tabulce ¢islo 10 jsou uvedeny dieviny ze $kolky - Forest v Olesné vypéstované

metodou in vitro. Sazenice jsou opét bez DPH.
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Nazev Vyska Ks Ks Ks
1-24ks |25-99ks |100—999 ks

Smrk 12 — 25 cm vysky 12,30 11,20 9,60

Jedle 12 — 25 cm vysky 17,20 16,40 14,20
Borovice 12 — 25 cm vysky 8,30 6,20 5,80

Dub 25— 35 cm vysky 13,20 11,20 8,70

Buk 25 —35 cm vysky 12,60 10,20 8,60

Lipa 25 — 35 cm vysky 11,60 10,80 9,60

Tab. ¢. 10: ceny dfevin vypéstovanych metodou in vitro

Pt1 pohledu na tabulku ¢islo 9 a Cislo 10 vidime, Ze dfeviny vypéstované metodou in
vitro jsou o néco drazsi. Z diivodl nakladu na vyrobu zZivného media a ¢asu na péstovani
dfevin metodou in vitro. V cené se také odraZi narocnost metody, vybaveni potfebné

Kk vyrobé a ohodnoceni odbornych pracovniku.
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V této bakalatské praci jsem se zabyvala klasickymi metodami rozmnozovani
lesnich dievin. Pfedev§im jsem se zam¢fila na metodu in vitro. Tato metoda je dikladné
popsana v n¢kolika kapitolach. V kapitole vysledky je popsan rist explantatii a vyroba
zivného média. Na zavér bylo vytvoreno a sepsano ekonomické porovnani klasickych
metod a metody in vitro. Bylo zji$téno, zZe se rozmnozovani dievin metodou in vitro pro
jednotlivého péstitele nevyplati. Naklady na vyrobu jedné sazeniCky jsou pfili§ vysoké v
porovnani se sazenicemi vypéstovanymi klasickymi metodami. Vzhledem ke skutecnosti,
Ze tato metoda je pro jedince cenové narocnd, vyuziva se tedy tato metoda predevs§im ve
velkych podnicich. V Ceské republice se této problematice vénuje pracovisté skolka -

Forest v Olesné a Jan Holub, s.r.o. v Olomouci.

55



. Seznam pouzité literatury

e Birtels A., 1988: Rozmnozovani dievin. Statni zemédé€lské nakladatelstvi Praha:

451 s.

e Georgie E. F., Hall M. A., De Klerk G. J., 2008: Plant Propagation by Tissue
Culture 3rd Edition. Springer: 508 s.

e Chalupa V., 1981: Clonal propagation of broad-leaved forest trees in vitro.
Communicationes Instituti Forestalis Cechosloveniae 12:255-271.

e Chalupa V., 1990: Vegetativni rozmnozovani dubu (Quercus robur) buku (Fahus

sylvatica) a lipy (Titia cordata) fizky a exponatovymi kulturami. Lesnictvi 36:589-

598.

e Kamenickda A., Rypak M., 1989: Explantity v rozmnozovani drevin . Veda
vydavatelstvo Slovenkej akademie vied Bratislava: 158 s.

e Kovac J., 1995: Explantatové kultury rostlin. Univerzita Palackého — Ptirodovédna

fakulta: 142 s.

e Kovacik A., a kolektiv, 1983: Genetika rostlin. Statni zemédélské nakladatelstvi

Praha: 488 s.

e Litvaya I. D., Johnson M. A., Verma D., Einspahr D., Weyranch K., 1981: Conifer
suspension culture medium developmen using analytical data rom developing

seeds. Institute of Paper Chemistery, Appleton, WI., Technical Paper 115.

56



LLoyd G., McCown, B., 1981: Commercialy feasible micropropagation of
mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot-tip culture. Proceedings of the

International Plant Propagation Society 30:421-427.

Lustinec J., Zarsky V., 2005: Uvod do fyziologie vyssich rostlin. Nakladatelstvi
Karolinum Praha: 261 s.

Murashige T., Skoog, F., 1962: A revised medium for rapid growth and bioassays

with tobaco tissue cultures. Physiologia Plantarum 15:473-497.

Paule L., 1992: genetika a $lachtenie lesnych drevin. Vydala PRIRODA as.

Bratislava: 304 s.

Prochazka S., Sebanek J., Machackova 1., Krekule J., Kaminek M., Borkovec V.,
Hradilik J., Havel L., Omdrej M., Psota V., Luxova M., Rauscherova L., Sladky Z.,
Vizarova G., Cizkova R., Kli¢ova S., Rozkosova V., 1997: Regulatory rostlinného

rustu. Academia Praha: 394 s.
Razdan M. K., 2003: Introduction to Plant Tissue Culture. Science Publishers: 375

S.

Schenk V. P., Hildebrandt, A. C., 1972: Medium and techniques for induction and
growth of monocotyledons and dicotyledons plant cell cultures. Canadian Journal
of Botany 50:199-204

Sebanek J., Sladky Z., 1988: Biotechnologie rostlinnych explantatii. Vysoka kola

zemeédélska Brno: 100 s.

57



Internetové odkazy

e http://www.skolka-forest.cz/laborator-in-vitro/co-je-in-vitro/
e http://www.lesymb.cz/obj/109/Cenik_lesni_sazenice.pdf

e http://www.janholub.cz/

e http://www.silvarium.cz/lesnicka-prace-c-11-00/rust-lesnich-stromu-

vypestovanych-in-vitro-z-organovych-kultur-a-ze-somatickych-embryi

58


http://www.janholub.cz/

9. Seznam obrazku

Obrazek cislo 1. - Srastové pochody pii sristani podnoze a roubu

A-prvni kontakty mezi podnozim a roubem (Bértels, 1988) .......... str. 14
Obrazek ¢islo 2. - Srtstové pochody pii srustani podnoze a roubu
B- vyvojovy stav ve druhém tseku sristani (Bartels, 1988) .......... str. 15
Obrazek ¢islo 3. - Srastové pochody pii sristani podnoze a roubu
C-stav kratce pred tplnym srastem (Bértels, 1988) .................... str. 16
Obréazek ¢islo 4. - Kopulace druZeni, kopulace s jazyckem (Bértels, 1988) ............. str. 17
Obrazek ¢islo 5. - Roubovani na kozi nozku tupym a ostrym roubem
(Bartels, 1988). ... str. 17
Obrazek ¢islo 6. - Roubovani do rozstépu normélnim roubem a fezanym
jako na kozi nozku (Bartels, 1988)..........ccooviiiiiiiiiiiiiiien str. 17
Obrézek ¢islo 7. - Postranni platkovani (Bértels, 1988)...........cooooiiiiiiiiiiin str. 17
Obrazek ¢islo 8. - Roubovani za kiru s klinovym fezem (Bartels, 1988)................. str. 18
Obrazek ¢islo 9. - Triskove oCkovani (Bartels, 1988).........cccovviiiiiiiiiiiiinn, str. 18
Obrézek ¢islo 10. - Zpusoby heterovegetativniho rozmnozovéani ( Paules, 1992)....... str. 21
Obrézek ¢islo 11. - Zplsoby heterovegetativniho rozmnozovani ( Paules, 1992) .......str. 21
Obrazek ¢islo 12. - Rast explantatu ve 3 — 4 tydnu (Lenka Lastovkova, 2011).......... str. 32
Obrazek ¢islo 13. - Rist explantatu v 15 - 16 tydnu (Lenka Lastovkova, 2011)......... str. 33
Obrazek ¢islo 14. - Flow — box se sterilnim nafadim pfipravené na piesazovani
(Lenka Lastovkova, 2012).......c.coiriiiiiiiiiiii e, str. 34
Obrazek ¢islo 15. - Sterilni nastroje pfipravené pro piesazovani
(Lenka Lastovkova, 2012).......ccoiriiiiiiiiiiiii e, str. 35
Obrazek cislo 16. - a) Jedinec pfipraveny na pfesazeni, b) sklenicka pro pfesazeni a
c) ptesazené pryty odnoze (Lenka LaStovkova, 2012)................ str. 36
Obrazek ¢islo 17. - Nami ptresazené pryty odnoze (Lenka Lastovkova, 2012)........... str. 37
Obrazek ¢islo 18. - Explantaty vyndané ze sklenicky v zivném médiu
(Kostkova, 2010)......ccoiiieiieieiie e str. 37
Obrazek ¢islo 19. - Kofenici explantaty (Lenka Lastovkova, 2012)....................... str. 38

59



Obrazek ¢islo 20. - Rostouci sazenice, otuzené a rostouci v nesterilnich

podminkach (Lenka Lastovkova, 2012)............ccovviiiiiinnn.n str. 38

Obrazek cislo 21. - Zakotenéné rostlinky v nestabilnim prostedi miniskleniku

(Lenka Lastovkova, 2012)......coiiriiiiiiiiiiiiee e str. 38
Obrazek ¢islo 22. - Pipety (Lenka Lastovkova, 2012).........coeveieiiiiiiiiiniiiiinnnnn, str. 40
Obrazek ¢islo 23. - Michacka (Lenka LaStovkova, 2012)..........cccoieiiiiiiiiiiinnennn. str. 43
Obrazek c¢islo 24. - Michacka na pravé strané€ s pfistrojem na méteni PH na

levé stran¢ (Lenka LaStovkova, 2012)..........ccocoiiiiiiiiiiinnn, str. 44
Obrazek ¢islo 25. - Sklenicky s zivnym médiem (Lenka Lastovkova, 2012)............. str. 45
Obrazek ¢islo 26. - Sklenicky s zivnym médiem pfipravené na autoklavovani

(Lenka Lastovkova, 2012)........coiiiiiiiiiiiii e, str. 46
Obréazek ¢islo 27. - Ptistroj na autoklavovani (Lenka Lastovkova, 2012)................ str. 46

Obrazek &islo 28. - Zivné médium, které se bude dale pouzivat

(Lenka Lastovkova, 2012)......coiiriiiiiiiiiiiceceee e, str. 47
Obréazek ¢islo 29. - Poskozené zivné médium (Lenka Lastovkova, 2012)................. str. 48
Obréazek ¢islo 30. - Sa¢ek SIGMA (Lenka Lastovkova, 2012)...........ccoiiiiiiinnnnn. str. 49

Obrazky

Kostkova O., 2010: Fytoremediace — vyuziti dfevin hyperakumulujicich tézké kovy

Z kontaminovanych pid, Diplomova préce, CZU, fakulta lesnické a dievaiska

60



10.P¥ilohy
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Ptiloha €. 5: Slozeni LM média
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Pfiloha ¢. 1

NH;NO3 1650 mg.1™"
KNO3 1900 mg.1™
CaCl, . 2H,0 440 mg.1™
MgSOy, . 7H,0 370 mg.1"
KH,PO, 170 mg.1*
H3BO, 6,2 mg.1"
MnSOQ;, . 4H,0 22,3mg.1"
CoCl, . 6H,0 0,025 mg.1™*
CuSO, . 5H,0 0,025 mg.1™
ZnS0, . 7TH,0 8,6 mg.1"
Na,;MoO, . 2H,0 0,25 mg.1"
Kl 0,83mg.1"
FeSO, . 7H,0 27,8 mg.1"
Na,EDTA . 2H,0 37,3mg.1"
Thiamin - HCI 0,1 mg.1"
Pyridoxin - HCI 0,5mg.1™
Kyselina Nikotinova 0,5mg.1"
Glycin 2mg.17
Sachar6za 30000 mg.1"
pH 5,6 5,8

Slozeni MS média (Murashing a Skoog, 1962)
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Ptiloha &. 2

KNO3 2500 mg.1™"
MgSO, . 7H,0 400 mg.1™
CaCl, . 2H,0 200 mg.1*
NH,;H,PO, 300 mg.1"
MnSO, . 4H,0 10 mg.1™
HsBO; 5mg.1"
ZnSQ, . TH,0 1mg.1™t
Kl 1mg.1"
CuSO, . 5H,0 0,2mg.1"
Na;MoOy . 2H,0 0,1 mg.1"
CoCl, . 6H,0 0,1 mg.1"
FeSO, . 7H,0 15 mg.1™"
Na,EDTA . 2H,0 20 mg.1"
Thiamin - HCI 5mg.1"
Pyridoxin - HCI 0,5mg.1"
Kyselina Nikotinova 0,5mg.1™
Sacharo6za 30000 mg.1"
pH 5,9

Slozeni SH média (Schenk a Hildebrand, 1972)
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Ptiloha ¢. 3

NH;NO3 400 mg.1"
CaCl, . 2H,0 96 mg.1™
Ca (NO3), . 4H,0 556 mg.1"
K2SO4 990 mg.1"
MgSO, . 7H,0 370 mg.1*
KH,PO, 170 mg.1*t
Na,EDTA 37,3mg.1"
FeSO, . 7H,0 27,8 mg.1™"
HsBO;3 6,2mg.1"
MnSQ, . 4H,0 22,3mg.1"
ZnSO, . 7H,0 8,6 mg.1"
Na,;MoO, . 2H,0 0,25mg.1"
CuSO, . 5H,0 0,25 mg.1"
Myo - Inositol 100 mg.1*
Thiamin - HCI 1 mg.17
Kyselina Nikotinova 0,5mg.1™
Pyridoxin - HCI 0,5mg.1"
Glycin 2mg.17
Sachar6za 20g.17"
Agar 691"

Slozeni WPM média (LLoyd a McCown, 1980)
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Priloha ¢. 4

KNO; 190 mg.1™7
NH;NO3 165 mg.1™"
CaCl, . 2H,0 44 mg.1t
Ca (NO3), . 4H,0 640 mg.1"
(NH,)2S0y4 240 mg.1™
K,SO, 860 mg.1"
MgSO, . 7H,0 370 mg.1?
KH,PO, 170 mg.1™
Na,EDTA 37,3mg.1"
FeSO, . 7H,0 27,8 mg.1™7
H3BO3 6,2mg.1"
Sachar6za 20000 mg.1™
BAP 0,2-1mg.1"
IBA 0,1-0,3mg.1"
MnSO, . 4H,0 22,3 mg.1"
ZnSO, . 7H,0 8,6 mg.1"
Kl 0,15 mg.1"
Na,;MoO, . 2H,0 0,25mg.1"
CuSO, . 5H,0 0,25mg.1"
CoCl, . 6H,0 0,02 mg.1"
Myo - Inositol 100 mg.1*t
Thiamin - HCI 1 mg.17
Kyselina Nikotinova 0,5mg.17
Pyridoxin - HCI 0,5mg.1"
Glycin 2mg.17
Glutamin 2mg.1"

Slozeni BTM média (Chalupa, 1981)
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Ptiloha ¢. 5

KNO3 1900 mg.1™"
NH4NO3 1650 mg.1™"
CaCl, . 2H,0 22 mg.1™
MgSOy, . 7H,0 1850 mg.1"
KH,PO, 340 mg.1*
Na,EDTA 37,3mg.1"
FeSO, . 7H,0 27,8 mg.1"
HsBO; 31mg.1?
MnSO, . 4H,0 21 mg.1™
ZnSQ, . TH,0 43mg.1"
Kl 4,15 mg.1"
Na,;MoO, . 2H,0 1,25 mg.1™
CuSO, . 5H,0 0,5mg.1"
CoCl, . 6H,0 0,13 mg.1"
Myo - Inositol 100 mg.1*t
Thiamin - HCI 0,1mg.1"
Kyselina Nikotinova 0,1 mg.1™
Pyridoxin - HCI 0,1 mg.1"
Glutamin 500 mg.1™
Sachar6za 20917
Agar 69.17

Slozeni LM média (Litvaya a kol., 1981)
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