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1 Uvod

Celed’ bobovitych (Fabaceae) je tieti nejvétsi celedi cévnatych rostlin. Jeji zastupci
jsou péstovani na 12 - 15 % svétové orné pidy a tvoii pfiblizn€ 27 % svétové primarni
produkce plodin. Mnoho zéstupct celedi, jako je cocka jedla (Lens culinaris), hrach sety
(Pisum sativum), fazol obecny (Phaseolus vulgaris), s6ja lustinatda (Glycine max) a jiné,
je pestovano jako zdroj potravy. Jejich semena obsahuji velké mnozstvi bilkovin
a esencialnich aminokyselin, jsou dobrym zdrojem Zeleza, fosforu, zinku a dalSich dilezitych
prvkd, vitaminii a jsou bohaté na vldkninu. Jejich vyznam roste pfedevsim v rozvojovych
zemich, kde jsou hlavnim a obcéas i jedinym zdrojem pravé bilkovin a esencialnich
aminokyselin, ale jsou také kvalitnim zdrojem sacharidi pro lidi trpici cukrovkou
(Khan a kol. 2010; Franklin a kol. 2000).

Zastupci bobovitych (Fabaceae) nejsou jen kvalitnim zdrojem potravin pro ¢lovéka,
ale své vyuziti nachazeji i jako krmivo pro zvifata (Henry a kol. 2012), mohou byt vyuzivani
jako fytoindikatofti Cistoty ovzdusi (Duro a kol. 2012), picniny a zelena hnojiva, nebo okrasné
rostliny (Schaefer a kol. 2012).

Ptes Siroké spektrum variet riznych druhli vytvaii poptavka, zpiisobena rostoucim
poctem obyvatelstva v rozvojovém svété a klesajicim objemem pudniho fondu, velky tlak
na védécke usili pfi Slechténi novych a kvalitnéjSich odrid (Khan a kol. 2010). Hlavnimi cily
pfi Slechténi je zvySeni vynosu, zlepSeni vyZzivovych hodnot, rezistence k herbicidim,
Skidcim a odolnost proti chorobam (Franklin a kol. 2000). Toho je mozné¢ dosédhnout
napiiklad kiizenim s pfibuznymi planymi druhy (Smykal a kol. 2011; Miki¢ a kol. 2013),
kiizenim s tropickymi druhy (Franklin a kol. 2000) nebo indukovanou mutagenezi
(Supe a Roymond 2011; Barik a kol. 2004).

Klasické metody mnoZeni rostlin jsou casové, financn€ i prostorové narocné
(Franklin a kol. 2000). Vhodnou alternativou jsou in vitro metody propagace, pomoci kterych
je mozné produkovat kazdoro¢né velkd mnozstvi rostlin pii vyuziti mnohem mensich prostor
nez pii klasickém mnozeni. Metody in vitro propagace jsou soucasti rostlinnych
biotechnologii, které jsou vhodnym doplitkem konvencnich metod §lechténi. Ve Slechténi lze

vyuzit:
1) meristémové kultury — selekce in vitro, dlouhodobé skladovani genetickych zdroji
(Smykal a kol. 2007), ozdravovani rostlinného materialu, somatickd embryogeneze,

indukce mutageneze (Supe a Roymond 2011; Griga 1990)
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2) elektroforetickou analyzu zésobnich proteini — odliSeni genotypi a kontrola
Gispé&snosti kiizeni (Suska a Stejskal 1992; Suska 1993; Kubanek 1996)

3) molekularni metody, techniky rekombinace DNA a metody genového inZenyrstvi —
konstrukce GMO rostlin s potiebnymi znaky a vlastnostmi (Hochman a Hosnedl
1997)

4) protoplastové kultury — tvorba hybridd pomoci fiize protoplasti (Wiszniewska

a Pindel 2010, Ochatt a kol. 2001)
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2 Cile diplomové prace

Diplomova prace je zaméfena na vyuziti explantatovych kultur rostlin rodt hrach

(Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.). Cile prace 1ze shrnout do nésledujicich bodu:

1. Studium odborné literatury a jeji zpracovani do piechledné literarni reSerSe shrnujici
aktualni poznatky z oblasti mikropropagace, izolace protoplasti a kultivace
protoplastovych kultur ¢eledi bobovité (Fabaceae) se zvlastnim zaméfenim na rody
hrach (Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.).

2. Na zaklad¢ prostudované literatury navrhnout potenciadln¢ vhodné materidly a metody
pro mikropropagaci, izolaci protoplast a kultivaci protoplastovych kultur rodt hrach
(Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.).

3. Stanoveni vhodného postupu pii zaklddani aseptické kultury ze semen genotypt
Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum ATC81087,
Lathyrus clymenum NS-01, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus neurolobus
20080542.

4. Optimalizace kultiva¢nich médii in vitro pro mnozeni rostlinného materidlu genotypt
Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum ATC81087,
Lathyrus clymenum NS-01 a Lathyrus ochrus ATC81371.

5. Optimalizace metod pro izolaci protoplastd u genotypl tii genotypi Pisum elatius
JI 1794, Lathyrus clymenum NS-01 a Lathyrus ochrus ATC81371.

6. Zpracovani ziskanych vysledki a fotodokumentace.
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Mikropropagace rostlin

Mikropropagace rostlin pfedstavuje soubor technik, pomoci kterych je mozné
péstovat a mnozit v aseptickém prostiedi a za presné definovanych podminek izolované ¢asti
rostlin. Tyto techniky jsou také nazyvany jako metody in vitro (Kovac 1995).

Zakladnim piredpokladem pro vypéstovani nové rostliny z jednotlivych organi,
pletiv nebo jen z jediné samostatné buniky, je vysoka totipotentni schopnost rostlinnych
bun¢k. To znamend, ze za pfiznivych podminek jsou tyto builky schopny dediferencovat
se do zékladniho tvaru a vlivem podnétl ze svého okoli se opét zacit delit a dat tak vzniknout

novému pletivu (Novak 1990).

3.1.1 Rostlinny material a povrchova sterilizace explantati

Prvnim krokem pii zakladani in vitro kultury je odbér vhodného materidlu -
explantatu - z mate¢né rostliny. Mohou jim byt rizné ¢asti rostlinného téla, jako jsou nodalni
segmenty, vzrostné vrcholy, stonkové fizky, ¢asti kofend, listli, nezrala pylova zrna a vajicka,
nezrald embrya nebo semena. Déle nasleduje povrchova sterilizace odebraného materialu
ponofenim do sterilizaéniho roztoku, aby se explantat zbavil vSech patogent a jejich zarodkd,
které¢ by byly jinak pieneseny spolu s explantitem do kultivatniho média. Je dilezité,
aby koncentrace sterilizacniho roztoku a doba jeho plisobeni byly vyvazené, aby nedochazelo
k poskozeni explantatu. Ten je nasledn¢ promyvan ve sterilni destilované vodé, aby se zbavil

zbytk steriliza¢niho roztoku ze svého povrchu (Pierik 1987).

3.1.2 Kultivace explantati

Po povrchové sterilizaci je explantdit preveden do kultivaéniho média,
které je obvykle zpevnéno pomoci agaru nebo jiného vhodného prostiedku. Kultivaéni
médium obsahuje bazalni soli, vitaminy, cukry a podle jeho ucelu rostlinné hormony
a pomocné latky (napf. kyselinu askorbovou, kokosové mléko nebo kasein hydrolyzat). Podle
pouzitych hormont a jejich koncentraci miize dochazet k tvorbé pupentl, vétveni vyhonk,
prolongaci vyhonkt a jejich kotfenéni nebo k tvorbé kalusu. Takto ziskany rostlinny material

je pak mozné pouzit pii Slechténi novych druht dalsimi specializovanymi technikami.

3.1.3 Prevod do prostredi ex vitro

Nakonec je potieba pievést namnozené rostlinky do prostfedi ex vitro,
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tedy do béznych nesterilnich podminek. Zde je potieba postupovat opatrné, protoze in vitro
péstované rostliny nemaji vytvorenou kutikulu. Nejprve se tedy provadi snizovani relativni
vzduSné vlhkosti v kultivaéni nadobé. Toho lze docilit pouZitim potravinaiské folie jako
uzavéru. Teprve po vytvoreni kutikuly mohou byt rostliny vyjmuty z kultiva¢nich nadob,
dikladné ocistény od zbytkd kultivaéniho média a pieneseny do vhodného substratu

(Hradilik 2005).

3.2 Mikropropagace bobovitych (Fabaceae) se zamérenim na rody hrach

(Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.)

3.2.1 Rostlinny material

U celedi bobovitych (Fabaceae) bylo provedeno mnoho studii in vitro regenerace,
pti kterych byly pouzity jako explantaty rtizné ¢asti rostlin. U hrachu setého (Pisum sativum)
Slo o délozni nody (Rajput a Singh 2010), délohy (Pniewsky a kol. 2003), nezrald embrya
(Kosturkova a kol. 1997), mladé listy (Fujioka a kol. 2000) nebo vzrostné vrcholy
(Griga a kol. 1986). U rodu hrachor (Lathyrus sp.) bylo jako explantati pouzito nezralych
embryi (Sahin-Demirbag a kol. 2008), déloznich nodt (Malik a kol. 1992; Barik a kol. 2004),
de€loh, hypokotyla, epikotylli, internodii a listi (Barik a kol. 2005). NejcastéjSim zdrojem
explantati pro zakladani in vitro kultur pouzivanych jak u rodu hrach (Pisum sp.)
(Esposito a kol. 2012; Zhihui a kol. 2009; Tzitzikas a kol. 2004; Franklin a kol. 2000),
tak u rodu hrachor (Lathyrus sp.) (Barik 2004, 2005; Klcova a Gubisova 2003; Saglam 2012;
Sahin-Demirbag a kol. 2008; Tripathy a kol. 2014) jsou zrala semena.

3.2.2 Povrchova sterilizace explantati

Pfi pouziti semen jako explantitu se mize provadét nejprve skarifikace osemeni,
aby se tak usnadnilo jeho proraZzeni embryem, nebo =zlepSila bobtnavost a zvysila
se tim kli¢ivost semen. Za timto uc¢elem se u bobovitych (Fabaceae) pouziva koncentrovana
kyselina sirovd s velmi rozdilnou dobou ptisobeni (1-15 min) (Franklin a kol. 2000;
Klcova a GubiSova 2003; Malik a kol. 1992). Kl¢ova a GubiSova (2003) uvadéji narust
kli¢ivosti semen hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis) pii oSetieni kyselinou sirovou
0 30-60% koncentraci, v zavislosti na genotypu a substratu, na kterém semena kli¢i.

Pied samotnou sterilizaci se semena €asto promyvaji pod tekouci vodou a vystavuji

se pusobeni 70% nebo 96% ethanolu jakozto presteriliza¢niho roztoku po dobu 0,5-2 min

16



(KI¢ova a GubiSova 2003; Tripathy a kol. 2014; Tzitzikas a kol. 2004; Zhihui a kol. 2009).
Misto ethanolu se také pouziva 1-8% roztok komeréniho biologicky odbouratelného
detergentu Teepol, jehoz doba plisobeni se pohybuje mezi 3-5 min (Barik a kol. 2004, 2005;
Supe a Roymon 2011).

Jako steriliza¢ni roztok se u semen hrachu (Pisum sp.) a hrachoru (Lathyrus sp.)
nejCastéji  pouzivaji  0,1-1% chlorid rtutnaty (HgCl,) (Barik a kol. 2004, 2005;
KlI¢ova a Gubisova 2003; Supe a Roymon 2011) s dobou pusobeni mezi 2-10 min
nebo 0,5-25% chlornan sodny (NaOCIl) (Saglam 2012; Tzitzikas a kol. 2004; Zhihui a kol.
2009, Esposito a kol. 2012) s dobou plisobeni mezi 10-20 min. Tripathy a kol. (2014) pouzili
k povrchové sterilizaci smés chlornanu sodného s Teepolem v poméru 7:3 s pridavkem 0,1 %
chloridu rtutnatého. Pokud nebyl jako presteriliza¢ni roztok pouZzit Teepol, miZe se piimo
do sterilizacniho roztoku pfidat nékolik kapek detergentu Tween20 pro lepsi smacivost
(KI¢ova a Gubisova 2003; Malik a kol. 1992). Franklin a kol. (2000) pouzili jako detergent
do sterilizacniho roztoku 0,1% dodecylsiran sodny (SDS).

3.2.3 Kli¢eni semen

Samotnému kli¢eni semen mohou ptfedchdzet dva procesy - skarifikace a bobtnani.
Oba tyto procesy mohou vyznamné ovlivnit kli¢ivost semen. Tripathy a kol. (2014) uvadi,
ze semena, kterd do sebe vstiebala dostatené mnozstvi vody, maji obecné velmi dobry
pfedpoklad k vykli¢eni, ale za ptedpokladu, Ze médium pouzité ke kli¢eni je vhodné k oziveni

embrya.

Obecné se pii kliceni semen bobovitych pouziva:
1. vlhky filtra¢ni papir
2. média MS (Murashige a Skoog 1962), BS (Gamborg a kol. 1968), ptipadné médium

slozené z bazalnich soli MS a BS vitamini (MSB).

Pro zpevnéni média se téméf vyhradné pouziva agar, jen Malik a kol. (1992) pouzili
ve své praci misto agaru gelrit. Neni ov§em zndmo, Ze by zpeviujici slozka méla jakykoli vliv
na kli¢eni semen.

Rozdil v Kkli¢ivosti semen hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis) klicenych
na filtraCnim papiru a na MS médiu sledovaly Kickova a GubiSova (2003), piicemz dosly
k z&véru, Ze pouzitim MS média lze vyznamné pozitivné ovlivnit kli¢ivost. Rozdil v kli¢ivosti

pti pouziti média MS nebo filtracniho papiru byl vétsi mezi semeny, ktera pred klicenim

17



neprodélala skarifikaci kyselinou sirovou (7ab. I).

Vliv bazalniho média na kli¢ivost semen hrachoru setého (Lathyrus sativus)
studovali Tripathy a kol. (2014), ktefi srovnavali média MS a BS5, piicemz kli¢ivost na MS
médiu byla vyrazné¢ lepsi. Rovnéz se zaméfili na vliv koncentrace bazalniho média
na klic¢ivost. Ta byla u obou zkoumanych médii nejlepsi pii polovi¢ni koncentraci slozek

média.

Tab. 1: Pehled pouzivanych postupti pii kliceni semen bobovitych (Fabaceae)

bobtnani zpeviujici kli¢ivost
genotyp skarifikace | médium fytohormony zdroj
v H,O latka (%)
Barik a kol.
Lathyrus sativus - ne MS agar - -
2005
Lathyrus cicera, _ .

g 7580 Malik a kol.
Lathyrus ochrus, - ano MSB gelrit 1992
Lathyrus sativus BAP 1lmg/l | 75-80

1/2 MS 97
MS 69 Tripathy a
Lathyrus sativus 1-2h ne agar -
1/2 BS 39 kol. 2014
BS5 18
ne filtra¢ni 0-10
H,O
Lathyrus pratensis ano papir 90
GR28 ne 54
MS agar Klckova a
ano 94 )
24 h - - GubiSova
ne filtracni 0-10
————— H,0 T 2003
Lathyrus pratensis ano papir 72
GR62 ne 40
MS agar
ano 100
Lathyrus ochrus - ne MS agar - - Saglam 2012
Supe a
Pisum sativum - ne MS agar BAP, KN -
Roymon 2011
Tzitzikas a
Pisum sativum 36 h ne MS agar - -
kol. 2004
Franklin a
Pisum sativum 18 h ano MS agar - -
kol. 2000
TDZ 0, 2, 4, Zhihui a kol.
Pisum sativum - ne MS agar -
nebo 8 mg/l 2009
MS BAP 6, 11 Esposito a
Pisum sativum - ne agar -
MSB nebo 17 mg/l kol. 2012
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U média MS zkoumali Tripathy a kol. (2014) i nizsi koncentrace (az do 1/10), ale
klicivost na nich byla nizsi a klesala i rychlost kliceni. Oproti tomu Kysely a Jacobsen (1990)
dosahly dobré kli¢ivosti u hrachu seté¢ho (Pisum sativum) i na 1/10 MS médiu a Gulati a
Jaiwal (1990) pii kliceni semen vigny zlaté (Vigna radiata) na médiich MS, B5 a MSB
nezaznamenali Zadny rozdil v kli¢ivosti.

Podle Supe a Roymon (2011) lze kli¢ivost zvysit také pomoci pfimétenych davek
gama zateni. U hrachu setého (Pisum sativum) dostahli zvySeni kli¢ivosti pii davce 180 Gy.

Gama zéfeni zaroven zpusobovalo nahodné mutace v genetické vybavé testovanych jedinct.

3.2.4 In vitro propagace

Organogeneze v podminkach in vitro se rozliSuje pfima a nepiima. Pfi piimé
organogenezi se nové vyhony regeneruji ptfimo z pouzitého explantatu (Ochatt a kol. 2013;
Esposito a kol. 2012; Zhihui a kol. 2009). Pfi nepiimé se nejprve z pouzitého explantatu
vytvaii kalusova kultura a teprve z ni se regeneruji nové vyhonky (Tripathy a kol. 2014;
Sharma a kol. 2004).

Rozdily v reakci na mnozeni v podminkéach in vitro jsou dany predevSim péti
zakladnimi faktory - genotypem, druhem explantitu, médiem, zpeviiuyjici latkou, typem
a koncentraci fytohormontd v médiu.

Vliv genotypu na propagaci sledovali u riznych druhG hrachoru (Lathyrus sp.)
ajejich genotypti Ochatt a kol. (2013). Za stejnych podminek rostly explantity nejlépe
na médiich o rozdilném slozeni fytohormont a jejich koncentraci nejen v ramci rozdilnych
druhii, ale také v rdmci rozdilnych genotypti téhoz druhu (7ab. 2). Rozdily slozeni
optimalniho kultivaéniho média v rdmeci rGznych genotypli téhoZ druhu byly mensi,

nez u rozdilnych druht.

Tab. 2: Optimdlni sloZeni fytohormont pro propagaci vybranych druhd hrachoru (Lathyrus

sp.) a jejich genotypii na médiu MSB dle Ochatt a kol. (2013)

. kultivaéni
genotyp explantat fytohormony podminky
Lathyrus sativus 1.156 hypokotyl

4 YPORO BAP 1 mg/l
déloha
Lathyrus sativus 1180 BAP 1 mg/l, NAA 0,5 mg/l 22+2°C,
hypokotyl
TDZ 2,2 mg/l fotoperioda 16/8h
déloha BAP 1 mg/l, NAA 0,1 mg/l
Lathyrus ochrus 1352 hypokotyl ZEA 10 mg/l, ABA 1 mg/l
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K obdobnym vysledkiim dosli i Esposito a kol. (2012), ktefi sledovali rozdily
v propagaci celkem u péti kultivard hrachu seté¢ho (Pisum sativum) a Tzitzikas a kol. (2004),
ktefi sledovali rozdily v propagaci u dvou kultivard hrachu setého (Pisum sativum).
Optimalnost jednotlivych testovanych médii byla u rliznych kultivart stejné (Esposito a kol.
2012), ale explantaty se vyrazn¢ liSily svym zmozenim (7ab. 3).

Ochatt a kol. (2013) se ve své praci vénovali také pouziti riznych typt explantati
(Tab. 2). Pti pouziti d€lohy nebo hypokotylu jako explantati regeneroval za stejnych
podminek 1épe hypokotyl nez déloha, nebo byly vysledky srovnatelné. Z toho lze vyvodit,
ze u rodu hrachor (Lathyrus sp.) je obecné vyhodngj$i pouzivat pii pifimé organogenezi

jako explantat hypokotyl nez délohu.

Tab. 3: Srovnani rtistu semen raznych kultivart hrachu seté¢ho (Pisum sativum) po 4 tydnech

kultivace na médiu MSB dle Esposito a kol. (2012)

Kultivar koncentrace BAP (mg/1) O pocet prytii/explantat

5 17

C2001
10 11,43
5 8,17

Canada A
10 6,86
_ 5 31,5

Viper

10 22,5

Ke stejnym vysledkiim dospéli i Franklin a kol. (2000), kteti sledovali reakci
déloznich nodt a vzrostnych vrcholi hrachu setého (Pisum sativum) na kultivacni média
s ruznou koncentraci fytohormonii. Vhodnost jednotlivych médii byla pro oba typy explantati
srovnatelnd, ale délozni nody vytvafely na vSech médiich mnohem vice vyhonki,
nez vzrostné vrcholy (7ab. 4). Pocet vyhonii u obou typl explantatii rostl se zvySujici
se koncentraci BAP az do koncentrace 2 mg/I.

Obecné nejpouzivangj§im zdrojem explantati pfi pfimé organogenezi bobovitych
(Fabaceae) jsou bud semena, nebo noddlni segmenty z in vitro rostoucich rostlin
(Barik a kol. 2004, 2005; Espoésito a kol. 2012; Khan a kol. 2010; Saglam 2012;
Tzitzikas a kol. 2004; Zhihui a kol. 2009)
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Tab. 4: Srovnani regenerace d¢loznich nodii a vzrostnych vrcholti hrachu setého (Pisum

sativum) pii riznych koncentracich BAP dle Franklin a kol. (2000)

explantat koncentrace BAP v mg/l O pocet pryti/explantat

0,5 4

1 25

délozni nod

2 32

5 13

0,5 0

1 5

vzrostny vrchol

2 7

0

Pro nepiimou organogenezi hrachu setého (Pisum sativum) cv. Lincoln testovali
tf1 druhy explantatl pii indukci tvorby kalusu Sharma a kol. (2004) (7ab. 5). Nejvhodnéj$im
explantitem se v tomto piipadé ukazal byt epikotyl. Jen na médiu MS byl o malo
produktivnéj$im explantatem list.

Ve stejné studii (Sharma a kol. 2004) je patrny i vliv bazalniho média na regeneraci
kalusu, kdy jako optimalni se jevi média MS a B5. Obdobnou studii provedli i Tripathy a kol.
(2014), ovSsem pro hrachor sety (Lathyrus sativus). Zde se jako nejlepsi bazdlni média
pro tvorbu kalusu ukazala byt média B5 a BM (Blaydes 1966).

Vliv média na piimou organogenezi u hrachoru lu¢niho (Lathyrus pratensis)
studovaly Klcova a GubiSova (2003). Z médii MS, MSB a BS5 tvoftily explantaty nejvice
vyhonkd na médiu MS a nejméné na médiu BS. Jako optimdlni se ukdzalo bazalni médiu MS
i pro hrachor sety (Lathyrus sativus) v praci Barik a kol. (2004). MS médium zde bylo
srovnavano s médii BS a BM.

Bazilni média MS, MSB a BS5 testovali u hrachu setého (Pisum sativum)
Esposito a kol. (2012), ktefi dosahli srovnatelnych vysledkl jak na médiu MS, tak na médiu
MSB. U média MS vsak bylo zapotiebi pouzit vyssich koncentraci fytohormont, aby byl
efekt srovnatelny s médiem MSB.

Obecné se pfi pfimé organogenezi hrachu (Pisum sp.) a hrachoru (Lathyrus sp.)
pouziva nejcastéji bazalniho média MS (Saglam 2012; Sharma a kol. 2004; Tzitzikas a kol.
2004; Zhihui a kol. 2009) a MSB (Franklin a kol. 2000; Khan a kol. 2010; Ochatt a kol. 2013;
Smykal a kol. 2007).
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Tab. 5: Tvorba kalusu u hrachu setého (Pisum sativum) cv. Lincoln dle Sharma a kol. (2000)

explantat médium rostliny tvorici kalus (%)
list 20
epikotyl SH* 60
koten 40
list 53,3
epikotyl LS** 66,6
koren 46,6
list 100
epikotyl MS 93,3
koten 80
list 86,6
epikotyl B5 93,3
kofen 73,3
list 66,6
epikotyl Wk 73,3
koren 46,6

Vsechna média byla doplnéna o BAP 0,5 mg/l + NAA 0,5 mg/l + 2,4-D 0,5 mg/I
*Schenk a Hildebrandt 1972
**Linsmaier a Skoog 1965

*#*White 1963

Nejcastéji pouzivanou latkou pro zpevnéni kultiva¢niho média u bobovitych
(Fabaceae) je agar (Aslam a kol. 2006; Khan a kol. 2010; Sahin-Demirbag a kol. 2008;
Supe a Roymon 2011). Saglam (2012) pouzil ke zpévnéni média urceného pro kultivaci
explantatii genotypu Lathyrus ochrus isubgol. Optimalni koncentraci isubgolu, pfi které byly
pro explantat nejdostupnéjsi fytohormony a ziviny v médiu obsazené, stanovil na 8 g/l. Pti
této koncentraci isubgolu dosahl na médiu MS s ptidanymi fytohormony BAP 0,3 mg/l
a NAA 0,2 mg/l primérného zmnoZeni explantati 5,9.

Pti regeneraci piimou organogenezi rodu hrach (Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.)
je nejcastéji pouzivanym fytohormonem BAP (Espoésito a kol. 2012; Franklin a kol. 2004;
Saglam 2012). Barik a kol. (2004) srovnaval pusobeni BAP, KN a TDZ o raznych
koncentracich na explantaty hrachoru setého (Lathyrus sativus) (Tab. 6), pticemz nejvysSiho
zmozeni dosahl pravé pii pouziti BAP v koncentraci 2 mg/l. Na médiu doplnéném o KN bylo

dosazeno nizS§iho zmnoZeni a pryty byly krat$i a regenerovalo o 20 % explantatl ménég. Pfi
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koncentraci TDZ 1 mg/l a vy$$i dochézelo misto regenerace vyhonkt k tvorbé kalusu.

Z Tab. 6 je také ziejmé, ze vliv fytohormoni je zavisly na genotypu. To potvrzuji
1jiné studie. Napftiklad Ochatt a kol. (2001) dosahli u stejného druhu, ale jinych genotypti
nejlepSich vysledk pii koncentracich BAP 3 mg/l a 5 mg/l. Stejné€ tak Esposito a kol. (2012)
dosédhl u riznych genotypli hrachu setého (Pisum sativum) nejlepSich vysledk pfi
koncentracich BAP 5 mg/l a dokonce 11 mg/l. S TDZ nedosahli dobrych vysledkd ani Ochatt
a kol. (2001) u hrachoru setého (Lathyrus sativus). V kontrastu s tim se podafilo Zhihui a kol.
(2009) vypestovat u semen hrachu setého (Pisum sativum) cv. Espace 16 pryti/embrio
pfi koncentraci TDZ 4 mg/l a 1 pfi 8 mg/l bylo zmnoZeni 14 prytli/embrio.
Ochatt a kol. (2001) zkouseli pouzit také zeatin (ZEA), ale nedochéazelo k zadné regeneraci.

Tab. 6: Srovnani vlivu genotypu a fytohormonli na explantaty hrachoru setého (Lathyrus

sativus) dle Barik a kol. 2004

regenerace o O délka
genotyp fytohormony (%) pryti/explantat pryti (cm)

Lathyrus sativus 1C-120451 70 6,3 3,1
Lathyrus sativus 1C-120453 80 7,4 3,6
Lathyrus sativus 1C-120478 BAP 2 mg/l 86,6 8,7 4,1
Lathyrus sativus 1C-120487 933 11,3 4.9
Lathyrus sativus Nayagarh 88,3 10,6 3.8
BAP 3 mg/l 83,3 10,4 4,4

KN 2 mg/l 58,3 8,3 3,6

Lathyrus sativus 1C-120487 KN 3 mg/l 63,3 8,7 4,1
TDZ 0,05 mg/1 48,6 8,8 1,2

TDZ 0,1 mg/1 51,1 9,2 0,9

BAP se casto kombinuje s NAA o nizkych koncentracich (0,1-0,5 mg/l). Saglam
(2012) a Barik a kol. (2005) uvadi pfi pouziti této kombinace u hrachoru (Lathyrus sp.)
zvyseni regenerace explantati. Ochatt a kol. (2013) zkouseli kombinaci BAP a NAA u dvou
rozdilnych genotypti hrachoru seté¢ho (Lathyrus sativus), pficemz u jednoho genotypu vedla
pfitomnost NAA ke zvySeni zmnozeni a u druhého naopak ke snizeni. U hrachu setého
(Pisum sativum) nemaji nizké koncentrace NAA nebo KN pfidanych do média spolu
s BAP podle Supe a Roymon (2011) zadny vliv na regeneraci novych vyhonk.

Podle Tzitzikas a kol. (2004) je mozné dosdhnou vétsiho zmnozeni piidanim

GA; k BAP, ale vyhonky jsou tenci a s delSimi internodii.

23



3.3 Izolace protoplastii u bobovitych (Fabaceae)

Protoplasty jsou rostlinné, bakteridlni nebo houbové buniky zbavené bunécné stény,
ohrani¢ené pouze -cytoplazmatickou membranou. Protoplasty rostlin maji schopnost
dediferenciace a totipotence. Kultivaci v in vitro podminkdch dochazi k obnové
jejich bunééné stény. Za vhodnych podminek vstupuji znovu do bunécného cyklu, proliferuji
a tvoii kalus. Z kalusu je pak mozné dalsi kultivaci regenerovat jednotlivé rostlinné organy
nebo celé rostliny. K jejich regeneraci dochazi pfes somatickou embryogenezi a organogenezi
(Wiszniewska a Pindel 2010; Ochat a kol. 2000).

Ziskéani protoplastii je cenné pro studium fungovani rostlin na bunécné urovni,
studium bunééné ultrastruktury, cytoskeletu, fyziologie organel, vlastnosti plazmatické
membrany, komunikace mezi buitkami nebo biosyntézy makromolekul (Sinha a kol. 2003a).
Flize protoplasti nam umoziuje piekonavat bariéry sexudlni inkompatibility pii Slechténi
novych odrad kulturnich rostlin (Wiszniewska a Pindel 2010).

Jako zdroj protoplastl slouzi rlizné druhy pletiv, nejc¢astéji listovy mezofyl, kalusové
bunky a suspenzni kultury (Hradilik 2005).

Pro ziskani protoplastl je mozné vyuzit mechanické izolace v hyperosmotickém
médiu. Mnohem vhodnéji jsou ale rostlinnd pletiva vkladana do enzymatického roztoku
celulézolytickych a pektinolytickych enzymi. Pektinolytické enzymy zptsobuji rozpad pletiv
na jednotlivé buiky Stépenim stfedni lamely a celuldzolytické enzymy narusSuji vlastni
bunécnou sténu. Tim dochdzi k uvolnéni protoplastu do enzymatického roztoku. Na ¢innost
enzymli ma vliv také pH enzymatického roztoku. To se obvykle pohybuje mezi 5,4-5,7
(Hradilik 2005). SloZeni a koncentrace enzymatického roztoku jsou stanovovany empiricky -
jsou zavislé na genotypu a obcCas i na pouzitém rostlinném orgédnu (Wiszniewska a Pindel
2010).

U bobovitych (Fabaceae) je nejcastéji pouzivanou celulazou "Onozuka" R-10,
ktera se ziskdva z houby kropidldk cerny (Aspergillus niger). Tento enzym se ukéazal byt
efektivnim pfi izolaci protoplastii naptiklad u hrachu (Pisum sp.) (Durieu a Ochatt 2000; Xiao
a Koster 2001), hrachoru setého (Lathyrus sativus) (Durieu a Ochatt 2000), lupiny bilé
(Lupinus albus) (Sinha a kol. 2003b), nebo sdje lustinné (Glycine max) (Dhir a kol. 1991).

Pektolyazy a hemicelulazy od sebe oddé€luji jednotlivé buiiky z pletiva. Nejcasteji
se u bobovitych (Fabaceae) pouzivaji pektolydza Y-23, macerozym R-10 nebo jejich
kombinace (Durieu a Ochatt 2000; Bhadra a kol. 1994; Sinha a kol. 2003b;
Yan-Xiu a kol. 1995).

Izolaéni proces je pro rostlinné bunky velmi stresujici, coz negativné ovliviiuje
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zivotnost protoplastd. Nepfitomnost bunécné stény sniZzuje odolnost rostlinnych bunék
predevsim proti negativnimu piisobeni osmotického tlaku. Je proto potieba zajistit vhodné
do preplazmolytického roztoku pied samotnou inkubaci v enzymatickém roztoku.
K vytvoteni izotonického prostfedi, diky kterému nedochézi k prasknuti plazmatické
membrany, se jako osmotika pouzivaji cukry sachar6za, glukéza, sorbitol nebo mannitol,
pfipadné anorganické soli (Hradilik 2005). Nej€astéjSim pouzivanym preplazmolytickym
roztokem u bobovitych (Fabaceae) je CPW (Frearson a kol. 1973) doplnéné o riizné mnozstvi
mannitolu (nejcasteji 13 %). Obvykle se pak CPW doplnéné o mannitol pouziva i jako zaklad
pro enzymaticky roztok a jako roztok promyvaci pfi samotné izolaci (Bhadra a kol. 1994;
Sinha a kol. 2003b; Yan-Xiu a kol. 1995).

Po inkubaci rostlinného materidlu v enzymatickém roztoku je potieba provést
purifikaci a izolaci protoplastl. Nejprve se cely roztok prefiltruje ptes ocelové sitko,
nebo nylonovou tkaninu (uhelon), s velikosti port vétSinou okolo 70 um. Tim se odstrani
hrubé rostlinné zbytky od protoplastii (Hradilik 2005). Tento filtrat se pak centrifuguje ve
sterilnich centrifugaénich zkumavkach. Intenzita centrifugace byva velmi rozdilna.
Protoplasty hrachu setého (Pisum sativum) byly centrifugovany pii 250 g po dobu 10 min
(Xiao a Kloster 2001). Durieu a Ochatt (2000) centrifugovali hrach sety (Pisum sativum) a
hrachor sety (Lathyrus sativus) pti 70 g po dobu 5 min. U Vigna sublobata byly protoplasty
centrifugovany pifi 70 g po dobu 7 min (Bhadra a kol. 1994). U protoplasti Sesbania
bispinosa pouzili Yan-Xiu a kol. (1995) centrifugaci pti 100 g po dobu 5 min.

Po této centrifugaci protoplasty vytvareji sediment na dn¢ zkumavky. Pomoci pipety
se odstrani supernatant a je nahrazen 21% roztokem sachardzy a zkumavka s obsahem se opét
centrifuguji. Intenzita centrifugace nabyva opét riznych hodnot. U bobovitych (Fabaceae)
byly protoplasty centrifugovany pii 80 g po 10 min (Durieu a Ochatt 2000), 80 g po 3 min
(Yan-Xiu a kol. 1995) nebo pfi 60 g po 7 min (Bhadra a kol. 1994).

Po centrifugaci s roztokem sachardzy se na povrchu supernatantu vytvari prstenec
protoplasti, ktery se pomoci pipety odebere.

Izolované protoplasty je potfeba kultivovat na vhodném médiu. U bobovitych
(Fabaceae) se nejCastéji pouzivaji rozlicné modifikovana K8P (Kao 1977) a KMS&P
(Kao a Michayluk 1975). Durieu a Ochatt (2000) pouzili pro kultivaci protoplastti hrachu
(Pisum sp.) a hrachoru (Lathyrus sp.) médium doplnéné o fytohormony NAA, ZEA a 2,4-D.

Pokud jsou podminky, které médium protoplastim poskytuje, optimalni, je buné¢na

sténa regenerovana béhem 12 h az n€kolika dni. Tvorbou bunécné stény ztraci protoplasty
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svij sféricky tvar a mize u nich dochazet k cytokinezi, pro kterou je bunétna sténa nezbytna.
V moment¢, kdy se buiiky dé€li a zaCinaji vytvaret kolonie o velikosti pfiblizné¢ 1mm, je
nezbytné pasaZovat je na médium bez osmotika (Hradilik 2005).

Uspé$na izolace protoplastii, vznik celé nové rostliny cestou izolace protoplasti,
nasledné regenerace bunécné stény a tvorby kalusu, ze kterého je rostlina regenerovana, je
u bobovitych (Fabaceae) dolozena (Wiszniewska a Pindel 2010; Ochatt a kol. 2000).
Protoplastovym kulturam se u rodu hrach (Pisum sp.) vénovali Ochatt a kol. (2000); Durieu
a Ochatt (2000) a Xiao a Koster (2001). U rodu hrachor (Lathyrus sp.) to byli Ochatt a kol.
(2001; 2013). U Vigna sublobata ziskali protoplastovou kulturu Bhadra a kol. (1994).
Protoplatovym kulturdm s¢ji lustinné (Glycine max) se vénovali Dhir a kol. (1991). Nutri¢ni
pozadavky protoplasti Vicia hajastana stanovily Kao a Michayluk (1975). Optimalizaci
postupti pro ziskani a kultivaci protoplastovych kultur u Lupinus albus se vénovali Sinha
a kol. (2003a; 2003b). Izolaci a regeneraci protoplastd Ceratonia siliqua studovali Sotiriou
a kol. (2007). Postup izolace protoplastli a jejich regeneraci u Sesbania bispinosa stanovily
Yan-Xiu a kol. (1995).

Protoplastové kultury se uspésné podaftilo zalozit i u fady dalSich rostlin, jako jsou
petunie (Petunia sp.), mrkev (Daucus sp.), tabdk (Nicotiana sp.), rajée (Solanum sp.),
brambor (Solanum sp.), okurka (Cucumis sp.), naprstnik (Digitalis sp.) nebo pomerancovnik

(Citrus sp.) (Hradilik 2005).

3.4 Zarazeni Celedi Fabaceae do systému vySSich rostlin (dle Cronquist
1988)

- FiSe: Plantae - rostliny

- podiise: Cormobionta - vyssi rostliny

- oddéleni: Magnoliophyta - krytosemenné rostliny
- tfida: Magnoliopsida - dvoud€lozné rostliny

- podtrida: Rosidae

- Fad: Fabales - bobotvaré

- Celed’: Fabaceae - bobovité

3.4.1 Charakteristika ¢eledi Fabaceae (bobovité)

Celed’ bobovité se téz nékdy podle tvaru kvétu nazyva motylokvété (Papilionaceae),
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nebo vikvovité (Viciaceae) podle rodu vikev. Zastupci jsou vétSinou byliny, ziidka i dfeviny
a nikdy nerostou piimo ve vodnim prostfedi (Heywood a kol. 2007). Kotfeny jsou casto s
hlizkami, pomoci kterych probihd symbidza s nitrogennimi bakteriemi rodu Rhizobium, u
vetSiny zastupcl zaroven probiha také endomykorhiza. Listy jsou zpravidla sloZené, stfidavé
a nejcastéji sudo- nebo lichozpetené. Dlanité zpetené jsou jen vzacné. Zastupci maji obvykle
palisty, iponky nebo trny. Kvétenstvi jsou hroznovita, jednotlivé byvaji kvéty ziidka. Vzhled
kvétu je pro Celed’ velmi charakteristicky. Zpravidla je v ném pét srostlych kaliSnich listkl s
peti volnymi nehetnatymi okvétnimi listky, mezi kterymi rozliSujeme pavézu, dvé kiidla a
Clunek tvofeny dvéma okvétnimi listky. Nejvetsi z nich byva téméf vzdy pavéza, pak kiidla a
nejmensi jsou listky ¢lunku. Ve vyjimecnych piipadech mohou kiidla nebo ¢lunek chybét.
Tyc¢inek je v kvétu deset a jsou uspoiadany do kruhu. Jejich nitky jsou bud’ vSechny srostlé
(jednobratré), nebo je srostlych jen devét a desitd je volna. Gyneceum je apokarpni
a semennik svrchni. Plodem je lusk, ktery muze pukat jednim nebo dvéma S§vy. Semena
nemaji endosperm, nebo je vyvinuty jen nezietelné. Embryo semene je vybaveno velkymi
délohami, které jsou bohaté na bilkoviny a Skrob. Semena mohou klicit bud’ hypogeicky nebo
epigeicky (Slavik 1995).

Celed’ Fabaceae je teti nejvétsi ve svétovém méfitku. Zahrnuje p¥iblizné 480-500
rodl, které maji celkem okolo 12 000 zastupct. Zastupci Fabaceae jsou rozsifeni témét po
celém svété. Plavodné€jsi dievinné typy se vyskytuji predevSim v teplych geografickych

pasech, narozdil od vyvojové odvozenéjsich zastupct celedi (Slavik 1995).

3.4.2 Charakteristika rodu Pisum - hrach

Hrachy (Pisum sp.) jsou jednoleté byliny s pfimym stonkem, kterym je lodyha. Maji
dlouh¢é vietenovité koteny. Jejich listy jsou sudozpetené a zakoncené uponkou. Listkil
jsou 1-3 péary, jsou celokrajné nebo zubaté a ovalného nebo srd¢ité¢ho tvaru. V mladi
jsou slozené podél stfedni zilky. Palisty jsou bylinné, vétsi nez jednotlivé listky slozenych
listt. Dlouze stopkaté kvétenstvi vyrista z uzlabi listi a je tvofeno chudokvétymi hrozny
nebo jednotlivymi kvéty. Jejich kalich mé& zvonkovity tvar, korunni listky mohou byt
namodralé, narGzovélé, bilé nebo i 2-3barevné. Pavéza a kiidla kvétu jsou typicka velkou
Cepeli. Ty¢inky v kvétu jsou dvoubratré. Dévét jich je nitkami srostlych pfiblizné do stejné
vysky, jedna horni je bud’ pfirostla v poloving, nebo volnd. Pestik ma dorzalné zplostélou
¢nélku, kterd je na vrcholu rozsifend, ryhovand z vnéjs$i strany a na vnitini stran€ je ochlupena
pod vrcholem. Plodem hrachi (Pisum sp.) je lusk, ktery se otevira obéma Svy. Je podlouhly,

nezaskrcovany, s mnoha semeny a na vrcholu se zuzuje v zobanek. Semena v ném mohou byt
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od kulovitych az po zaoblené mnohohranna s podlouhlym pupkem (Slavik 1995).
Rod je podle nejcasteji pouzivané klasifikace ¢lenén na 3 druhy - Pisum sativum
(Subsp. sativum a elatius), Pisum fulvum a Pisum abyssinicum (Maxted a Ambrose 2000 dle

Smykal a kol. 2011), které jsou rozsiiené v J Evrop¢, JV Asii a Africe (Slavik 1995).

3.4.3 Charakteristika rodu Lathyrus - hrachor

Rod hrachor (Lathyrus sp.) zahrnuje jednoleté, dvoulet¢ a vytrvalé byliny.
U jednoletych druhil jsou kotfeny dlouze kilovité s kratkymi postranimi kotfinky. Jinak jsou
koteny tohoto rodu vétvené, dlouhé a silné. Loda je lysd, asto vétvena, vystoupava az piima,
plaziva nebo popinavd. Muze dosahnout az 4 m délky a mize byt ¢tyrthranna. Listy na ni
vyrustaji stiidaveé. Jsou sudozpetené s 1-5 pary listkl s celistvymi ¢epelemi. Vieteno listu je
zakonceno Uponkem nebo hrotem. Listy byvaji nékdy pfeménény na fylodia nebo Uponky.
Palisty jsou obvykle dlouhé a tizké. Kvéty jsou oboupohlavng, stopkaté a rostou samostatné,
nebo v hroznu. Vyristaji z 0zlabi listenu, ktery zdhy opada. Barva kvéti byva bild
nebo je v riznych odstinech Cervené, fialové, rizoveé, zluté a modré nebo je tvofena jejich
kombinaci. Soumérny kalich je tvofen péti lysymi, vytrvalymi listky. Opadavad koruna je
jako u ostatnich bobovitych (Fabaceae) tvotena péti listky Clenénymi na pavézu, ¢lunek
a ktidla. V kvétu je deset tyCinek s deviti nitkami srostlymi a jednou horni volnou. Nitky
jsou strostlé priblizné do stejné délky. Pestik ma semenik s mnoha vajicky. Jeho ¢nélka ma
nahote dv¢ fady chlupt, nebo je chlupata celd. Pod vrcholem je ze hibetu zplostéla a Casto
roz§ifend. Blizna je kulovitd. Plody hrachoru (Lathyrus sp.) jsou lusky, které nemaji prepazky,
oteviraji se obéma Svy nebo se vyjimecné neoteviraji a jsou neopadavé. Na vrcholu jsou
zuzené v zobanek a jejich baze je bez gynopodia. Semena nebyvaji zplostéla, nebo jsou
zplostéld jen mirn€, s povrchem hladkym nebo bradaviénatym a vétSinou nezietelnou
radikulou. Semena nekterych druhti mohou byt jedovata (Slavik 1995).
v Evropé, Asii a S Americe. Méné se vyskytuje v mirném pasu J Ameriky a v tropech

V Afriky (Slavik 1995).

3.4.4 Charakteristika vybranych druhi celedi Fabaceae
3.4.4.1 Lathyrus neurolobus

Lathyrus neurolobus (Obr. 1) je vytrvala bylina a hemykryptofyt (Bergmeier
a Abrahamczyk 2007) s tenkymi oddenky. Je cely lysy s vyjimkou vnitiniho povrchu kalichu

a baze listkl. Stonky jsou bohat¢ vétvené, az 50 cm dlouhé, pfiblizné 1 mm silné s drobnymi
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listami po celé délce a Cersvé zelenou barvou. Listy jsou po dvou, téméf prisedlé s fapikem

do 5 mm, uzce eliptické az  Obr. 1: Lathyrus neurolobus

podlouhl¢, s tfemi paralelnimi
zilkami. Uponky jsou
jednoduché, nebo malo
vétvené. Palisty jsou
polosipovité. Kvete v kvétnu a

cervnu. Kvétenstvi je tvotfené

parem kvéti nebo

o y http://www.mittelmeerflora.de/Zweikeim/Fabaceae/lath_blau_klein.
samostatnymi kvety,  pim

vyrustajicimi v horni cCasti
listovych zlabi. Kvéty maji 2-4 mm dlouhou stopku, ktera se pfi pfemeéné na plod prodluzuje
na cca 6 mm. Kvéty jsou 6-9 mm velké, se zvonkovitym kalichem, ktery je svétle zeleny s
nadechem do fialové. Koruna je fialova s tmavsimi zilkami. Tyc¢inek je 10, z toho 9 srostlych
a 1 volna. Cnélka je dlouha 3 mm, mirné kopistovitd, s chomatkem chloupktl ve vrchni &asti.
Lusky nesou 4-8 semen, ktera maji barvu od tmaveé hnédé aZ po Cernou a vystupujici Zilku v
obasti pupku (Kenicer a Norton 2008).

Lathyrus neurolobus je endemitickou rostlinou zapadni Kréty (Fielding a Turland
2005), kde se vyskytuje v mokiadnich spolecenstvech v nadmoiskych vyskach od 160 do 800
na zapadnim a severozédpadnim Ubo¢i pohoii Lefka Ori. Ptestoze je pohoii pifevazné
vapencového charakteru, vyskytuje se zde Lathyrus neurolobus pouze na kiemicitych fylitech

a kvarcitech, tedy zna¢né kyselych horninach (Bergmeier a Abrahamczyk 2007).

3.4.4.2 Lathyrus clymenum - hrachor popinavy

Rostlina je jednoletd a cela lysa. Dorasta do velikosti 30-100 cm. Jeji lodyha
je kiidlata, poléhavé a vétvena (Obr. 2). Listy hrachoru popinavého (Lathyrus clymenum) jsou
stiidavé s hralovitymi palisty. Dolni listy rostliny jsou bezcepelné, tvotené jen kiidlatym
vietenem. Listy stfedni a horni ¢asti rostliny jsou sudozpetené s uponky. Listky rostou ve 2-4
jafmech nebo neparové. Jsou celokrajné, tizce kopinaté az Carkovité, 2-6 cm dlouhé. Kvéty
rostou samostatné, nebo po 2-5 v kvétenstvi. Jsou stopkaté, 15-20 mm dlouhé. Jejich pavéza
je na bazi vypukla, svétle fialovd az karminova. Ktidla jsou svétlejsi, rizové az lila. Lusky
ma zplostélé, lysé, hnédé barvy a se 4-7 semeny. Kvete v bfeznu az ¢ervnu (Zeleny 2012).

Hrachor popinavy (Lathyrus clymenum) roste do nadmoiské vysky 700 m. n. m.
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(Lafranchis 2009). Je rozsiteny témét po celém mediteranu J Evropy a S Afriky a ve V
Evropé. Separovana populace se nachazi také na Kanarskych ostrovech. Jeho nejobvyklejsimi
stanovistémi jsou obdé¢lavané plochy, thory a okraje cest, ¢asto ve skalnatém nebo piscitém

terénu (Zeleny 2012).

https://uploaci Wikim edia.org/wikipedia/commons/a/
af/Lathyrus_clymenum2.JPG

3.4.4.3 Lathyrus ochrus - hrachor Zlutoplody

Hrachor Zlutoplody (Lathyrus ochrus) je jednoletd bylina (Obr. 3). Jejim stonkem
je poléhava ¢i popinava lodyha, dosahujici délky mezi 20 a 60 cm. Je kiidlata a lysa,
jen kiidla mohou byt n€kdy drsné chlupata. Listy rostouci v dolni a stfedni ¢asti lodyhy jsou
redukovany v podlouhle kopinata fylodia. Listy na horni ¢asti stonku jsou tvofeny 1-2 pary
listkd, které jsou zakonceny vétvenymi uponky. Horni listy maji podlouhle vejc¢ité vieteno s
vejcitymi listky, které jsou 15-35 mm dlouhé a 6-20 mm Siroké. Povrch listki je lysy a barva
sivé zelend. Palisty se vyskytuji jen u hornich listd a jsou kopinaté vejcité az polostielovité.
Kvéty hrachoru zlutoplodého (Lathyrus ochrus) rostou po jednom nebo v paru a jsou nici.
Jejich kalich je Siroce zvonkovity s nafouklou trubkou a kaliSnimi cipy pfiblizné€ stejné
dlouhymi jako je kaliSni trubka. Korunni listky jsou svétle zluté. Pavéza je tupa a obvejcitého
tvaru. Kfidla jsou stejné dlouhd jako pavéza, ovsem Clunek je kratsi a tupy. Kvete v kvétnu

az ¢ervnu. Plody jsou lusky obsahujici 4-7 semen. Lusky jsou 30-60 mm dlouhé a 8-12 mm
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Siroké. Jsou zplostélé, lysé a na btiSnim Svu maji 2 kiidla. Barvu maji svétle hnédou. Semena
jsou jen slabé zplostéla, velkda 6-7 mm. Jejich povrch je hladky, svétle hnédy
az ¢ervenohnédy. Jejich hilum zabird ptiblizn€ 1/6 obvodu (Slavik 1995).

Hrachor Zlutoplody (Lathyrus ochrus) je puvodem ze Stfedozemi a JZ Asie
(Slavik 1995).

Obr. 3: Lathyrus ochrus

http://luirig.altervista.org/cpm/albums/bot-
052/lathyrus-ochrus1076.jpg

3.4.4.4 Pisum fulvum

Rostlina je jednoletd bylina s hlavnim kofenem. Duty stonek je az 2 m dlouhy,
pnouci se pomoci uponkd (Obr. 4). Je lysi, nebo jen Fidce ochlupeny. Rapikaté listy
s ndpadnymi palisty rostou stfidavé. Jsou zpetfené, maji pilovitou aZ zubatou cepel a 2-4
listky. Palisty jsou srd¢ité az Sipovité, se zubatou Cepeli. Listeny jsou velmi malé, nebo chybi.
Kvéty jsou zygomorfni oboupohlavné a maji oranzovou az zlutou barvu. Rostou v hroznech
po 2-6, které vyrastaji z uzlabi list. Maji ty¢inky s ochlupenou nitkou, 9 srostlych a 1
volnou. Doba kveteni je od biezna do kvétna. Plodem je podlouhly plochy lusk, nesouci 3-10
témét kulovitych semen. Semena jsou hladka a maji olivové hnédou az ¢ernou barvu (Bogler

2010). Pisum fulvum roste ve V Stfedozemi (Bogler 2010).
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Obr. 4: Pisum fulvum

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/25/Pisum_fulvum.JPG

3.4.4.5 Pisum sativum subsp. elatius (syn. Pisum elatius) - hrach sety

Jde o jednoletou lysou bylinu, kterd ma €asto lidnovité pnouci stonek, az 2 m dlouhy.

Jeji listy koncici vétvenym uponkem jsou sudozpefené a stiidavé, se sivymi, celokrajnymi

nebo zubatymi listy. Ma vyrazné palisty 1,5-8 cm dlouhé. Kvéty vyristaji v hroznnovitych

kvétenstvich na dlouhé stopce po 1-3 kvétech. Kalich je trubkovity, 8-15 mm dlouhy. Jeho

cipy nejsou stejné dlouhé. Koruna je ndpadné dvoubarevna. Pavéza je rizovofialova a kiidla

jsou tmavsi, Cervenofialovd, 16-30 mm dlouha. Plody jsou podlouhlé az carkovité lusky

6-10 cm dlouhé, se 3-10 semeny. Semena jsou kulovitd a pfiblizné 5 mm velk4 (Grulich

2011).

Roste ve Stredozemi,
JV a V Evropé. Osidluje
stepni travniky, okraje poli,
ale i kfovinatda mista a lesni
lemy. Preferuje mélké,
kamenit¢ pidy a vystupuje
az do nadmotské vysky 1700

m. n. m. (Grulich 2011).

Obr. 5: Pisum elatius
L N“:'\W Y = S

A o 9 N g

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Pisum_sativu
m_elatius_1.jpg
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Jako rostlinny material pro zakladani aseptickych kultur byla pouZita semena Sesti
riznych genotypll. Semenny material pro potieby této prace poskytl Ing. Petr Smykal, Ph.D.
Semena byla ziskana z kolekci genovych bank (ATFC, RBGE, ICARDA, JIC, Nordic Gene
Bank). Jednotlivé genotypy a jejich piivod jsou uvedeny v 7ab. 7.

Tab. 7: Ptehled pouzitych genotypt a jejich piivodu

druh vlrdentlﬁkacm pivod genova banka
¢islo genotypu
Pisum fulvum WL 2140 Izrael Nordic Gene Bank (SWE)
Pisum elatius J1 1794 Izrael JIC (UK)
Lathyrus ochrus ATC 81371 Alzirsko ATFC (AUS)
ATC 81087 Recko ATFC (AUS)
Lathyrus clymenum )
NS-01 Syrie ICARDA (SYR)

Lathyrus neurolobus 20080542 Kréta RBGE (UK)

Obr. 6: Semena genotypt Pisum fulvum, Pisum elatius, Lathyrus clymenum a Lathyrus ochrus

a) Pisum fulvum (http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=pifu_001_ahp.tif)

b) Lathyrus ochrus (http://web3.wzw.tum.de/oscar/wiki/images/9/9f/L..ochusseed.jpg)

c) Lathyrus clymenum (http://web3.wzw.tum.de/oscar/wiki/images/9/90/L.clymenumpod.jpg)

d) Pisum elatius (http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=piel5 001 ahp.tif)
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4.2 Chemikalie a roztoky
- 0,IM HCl
- 0,IM KOH
—  2,5% a 5% Chloramin B (BOCHEMIE s.r.0., Ceska republika)
— 21% roztok sachardzy
— 36% SAVO (Unilever CR s.r.0., Ceské republika)
- 70% a 95% ethanol
— Alar 85 (Crompton Manufacturing Company, USA)
— antibiotika ampicilin, chloramphenicol a cefotaxim (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko)
— celulaza Onozuka R-10 (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
— enzymatické roztoky ENZ 1, ENZ 2, ENZ 3 (sloZeni viz. kap. 4.6.2)
— fluorescein diacetat (FDA) (Serva, USA)
— fytohormony BAP, IBA, NAA, GA;, 2,4-D (Sigma-Aldrich, Némecko)
— glutamin (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
— kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, Némecko)
— kultivacni média A, B, C, D (slozeni viz. kap. 4.5.1)
— kultivacni média AA, BA, CA, DA (slozeni viz. kap. 4.5.1)
— kultivacni média B1, B2, B5, B10 (slozZeni viz. kap. 4.5.1)
— kultiva¢ni média OK, OKA, OK100, a OKatb (slozeni viz. kap. 4.5.1)
— kultivacni média Y a Z (sloZeni viz. kap. 4.6.6)
— macerozym R-10 (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
— mannitol (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
—  médium MS (Duchefa Biochemie, Nizozemsko) (sloZeni viz. Priloha 1)
— pektolydza Y-23 (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
— Plant agar (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
— roztoky CPW a PGly (slozeni viz. Prilohy 2 a 3)
— roztok CPW13 (slozZeni viz. kap. 4.6.2)
— sachardza (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

— sterilni destilovana voda
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4.3 Pouzité vybaveni

alobal, filtra¢ni papir

sterilni plastové Petriho misky, sklenéné Petriho misky

kahan

skalpel a pinzeta

parafilm

kadinky, odmérné valce

vazenky, laboratorni 1Zi€ky a Spachtle

podlozni a kryci sklicka

uzaviratelné ldhve vhodné pro pouziti do autoklavu

Erlenmeyerovi baiikky 100 ml

lednice

ttepacka KS 130 basic (IKA, Némecko)

suSarna Binder FD53 (Thermo Fisher Scientific, USA)

analytické vahy AE 240 (Mettler-Toledo, Cesk4 republika)

autoklav (Vitrum, Ceské republika)

elektromagnetickd michacka MR Hei-Standard (Heidolph, Némecko)
mikrovinné trouba

flowbox AH-100 (Telstar, Spanélsko)

pipetnik 10 ml, sterilni plastové pipety 2 ml a 5 ml, sklenéné Pasteurovi pipety 2 ml
mikropipeta (Eppendorf, Némecko)

termostat Binder BF115 (Thermo Fisher Scientific, USA)

digitalni pH metr FE20-KIT (Mettler-Toledo, Ceska republika)
centrifuga ROTOFIX32 (Hettich, Némecko)

centrifugacni zkumavky 10 ml

Biirkerova komtirka

uhelon o praméru pora 72 pum

fluorescenéni mikroskop BX60 (Olympus Optica, Japonsko) s chlazenou
CCD kamerou DP72 (Olympus Optica, Japonsko)

svételny inverzni mikroskop CK40 (Olympus Optica, Japonsko)
digitalni vdha KB (Kern, Némecko)
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4.4 Povrchova sterilizace a kliceni semen

Pii povrchové sterilizaci semen byly jako steriliza¢ni roztoky testovany 36% SAVO
a chloramin B o0 2,5% a 5% koncentraci. VSechna semena byla povrchové sterilizovana v
injek¢nich stiikackach.

U Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius JI 1794, Lathyrus ochrus ATC 81371,
Lathyrus clymenum ATC 81087 a Lathyrus clymenum NS-01 probihala povrchova sterilizace

v nasledujicich krocich:

1) nasat 70% ethanol do stiikacky a nechat piisobit 1 min

2) odstranit 70% ethanol a nasét steriliza¢ni roztok

3) odstranit steriliza¢ni roztok a 3x proplachnout sterilni destilovanou vodou

4) odstranit pist stfikacky ve flowboxu a umistit semena do sterilnich petriho
misek se sterilnim filtra¢nim papirem navlh¢enym sterilni destilovanou vodou

5) kultivovat v termostatu pfi teploté 27 °C

Béhem celého procesu bylo s injekénimi stiikackami obcas lehce zahybano kvuli
lepSimu omyvéani semen roztokem. Tento postup byl u Pisum fulvum WL 2140, Lathyrus
ochrus ATC 81371, Lathyrus clymenum ATC 81087 testovan ve Ctyfech variantach podle

druhu sterilizacniho roztoku a doby jeho plisobeni:

1) 5% Chloramin B po dobu 20 min

2) 36% SAVO po dobu 20 min

3) 36% SAVO po dobu 30 min (testovano jen u Pisum fulvum)
4) 36% SAVO po dobu 40 min

U Pisum elatius J1 1794 a Lathyrus clymenum NS-01 byla pouZzita jen verze
s 36% SAVEM pusobicim po dobu 40 min.

U Lathyrus neurolobus 20080542 byla kvili malé velikosti semen tato
pred umisténim do injekcni stiikacky nejpve zabalena do uhelonu, aby nedochazelo k jejich
vypadévani a vyplachovani ven ze stfikacky. Povrchova sterilizace probihala v nasledujicich
krocich:

1) nasat 70% ethanol do stiikacky a nechat ptisobit 1 min
2) odstranit 70% ethanol a nasat 36% SAVO (doba plsobeni 10 nebo 15 min)
3) odstranit 36% SAVO a 3x proplachnout sterilni destilovanou vodou
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4) odstranit pist stiikacky ve flowboxu a vlozit semena do sterilnich petriho
misek se sterilnim filtraénim papirem navlhé¢enym sterilni destilovanou vodou
na dobu 24 h

5) umistit semena ve flowboxu do roztoku 2,5% chloraminu B na dobu 3 min

6) 3x proplachnout sterilni destilovanou vodou

7) vlozit semena do sterilnich petriho misek se sterilnim filtranim papirem
navlhéenym sterilni destilovanou vodou nebo do petriho misek s MS médiem

8) kultivovat v termostatu pii teploté 27 °C

4.4.1 Ozivovani semen
Vzhledem k vysokému obsahu fenolickych latek a nizké kliCivosti u semen Lathyrus

ochrus ATC 81371 byly u tohoto druhu testovany dva postupy pro jejich oziveni:

1. Semena byla nejprve ponechiana po dobu 24 h v kadince s roztokem GA;
o koncentraci 0,01 mg/l. Po té¢ byla provedena sterilizace s pomoci 36% SAVA
pusobiciho po dobu 40 min.

2. Byla provedena sterilizace s pomoci 36% SAVA pisobiciho po dobu 40 min.
Po té byla semena ponechdna v kadince se sterilni destilovanou vodou po dobu
24 h pro nabotnani a vyplaveni fenolickych latek. Nasledovala druhd povrchova

sterilizace - 70% ethanol po dobu 1 min a 36% SAVO po dobu 5 min.

4.5 Mikropropagace
Po nakli¢eni semen byly ve sterilnim prostfedi flowboxu odstranény obé& délohy

a prevazna ¢ast kotinku a vysledny explantat byl umistén do kultivaéniho média.

4.5.1 Kultiva¢ni média

U vSech pouzitych kultivacnich médii bylo pouzito jako bazalni médium MS a pH
vSech kultiva¢nich médii bylo upraveno na 5,7 £ 0,1. VSechna média obsahovala 20 mg/l
kyseliny askorbové a 20 g/l sachardézy a byla zpevnéna pomoci agaru 7 g/l. Média byla
rozlita po 30 ml do Erlenmeyerovych ban€k o objemu 100 ml.

Nejprve byly explantaty ziskané ze semen namnozeny na médiu OK (7ab. 8).
Poté byla testovana média s obsahem rostlinného hormonu BAP (7ab. §). Tato média byla
testovana u genotypu Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus ochrus
ATC81371 a Lathyrus clymenum NS-01. Jako kontrolni bylo pouzito médium OK.
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U genotyptl Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum NS-01 a Lathyrus
ochrus ATC81371 bylo sledovano zmnozeni za podminek, kdy po 4 tydnech kultivace
na médiich B1, B2, a B5 byly celé explantaty bez nafezani pasaZovany na médium OK a zde
kultivovany dalsi 4 tydny.

Déle byl testovan vliv rustového retardantu Alar 85 v médiu OKA (7ab. 8)
na explantatech genotypti Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum
ATC81087, Lathyrus ochrus ATC81371. Médium OKA bylo médium OK doplnéné
o Alar 85 v koncentraci 1,5 mg/l. Cilem experimentu bylo zkraceni internodii kultivovanych
explantatd. Jako kontrolni médium bylo pouzito médium OK.

Za stejnym ucelem bylo testovano i médium OK100 (7ab. 8) u genotypu Lathyrus
clymenum ATC81087. Jako kontrolni médium bylo pouZzito médium OK.

Kvuli vnitinim bakteridlnim kontaminacim byl ptfed izolaci protoplastii rostlinny
materidl kultivovan na médiu OKatb, coZz bylo médium OK doplnéné o antibakteridlni
antibiotika ampicilin 400 mg/I a chloramphenicol 100 mg/l. Na tomto médiu byly kultivovany
explantaty genotypt Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius JI 1794, Lathyrus
ochrus ATC81371 a Lathyrus clymenum NS-01.

Tab. 8: Koncentrace rostlinnych hormonti v kultivacnich médiich B1, B2, B5, B10, OK
a OK100 (v mg/l)

médium
fytohormony
B1 B2 BS B10 OK OK100
BAP 1 2,5 5 10 0,01 1
IBA - - - - 0,01 1

4.5.2 Pasazovani a kultivace

Pii pasazovani byly explantaty nafezdny skalpelem na segmenty se dvéma nody
a ty byly umistény na Cerstvé kultivaéni médium. Prvni pasazovani prob&hlo po 5 tydnech,
ale kviili vyskytujici se vitrifikaci byla perioda pasdzovani zkracena na 4 tydny. V tomto
intervalu prob€hla vSechna nasledujici pasaZzovani. Kultivace explantati probihala

v kultivaéni mistnosti s dennim rezimem 16/8 h den/noc a teplotou 22+2°C.

4.5.3 Hodnoceni mikropropagace
Vsechny experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich. Bylo hodnoceno

zmnozeni (pocet pasdZzovanych dvounodalnich segmenti z jednoho explantatu), kofenéni
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(vyskyt kofeni u explantatll), vétveni (pocet prytl na explantat) a primérna délka internodii.
Dale byla hodnocena vitrifikace a nekrotizace explantati a tvorba kalusu. Fotodokumentace

explantati byla pofizena pted jejich vyjmutim z Erlenmeyerovych banék.

4.6 1zolace, purifikace a kultivace protoplasta
4.6.1 Rostlinny material pro protoplastové kultury

Jako rostlinny material pro protoplastové kultury byly pouzity mladé listy a palisty
z explantati genotypt Pisum elatius JI 1794, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus
clymenum NS-01. Listy a palisty byly odebirany z in vitro pestovanych rostlinek 14 dna

PO pasazi.

4.6.2 Enzymatické roztoky

Listy a palisty byly nafezany na prouzky a poté vlozeny do preplazmolytického
roztoku v Petriho misce, ktery byl nasledné nahrazen enzymatickym roztokem (7ab. 9), jehoz
pusobenim doslo k uvolnéni mezofylovych protoplasti. Jako plazmolytické a promyvaci
roztoky byly pouzity PGly a CPW s 13% mannitolem (CPW13). Pouzité roztoky byly

sterilizovany filtraci.

Tab. 9: Slozeni enzymatickych roztokd (koncentrace enzymu v %)

enzymaticky celulaza pektolyaza macerozym

roztok R-10 Y-23 R-10
ENZ 1 1 0,1 0,3
ENZ 2 1 0,1 0,9
ENZ 3 2 0,1 1,5

Kwvuli vyskytu vnitinich bakterialni kontaminaci béhem mikropropagace explantati,
ze kterych byl odebirdn rostlinny materidl pro izolaci protoplasti, byly provedeny také
experimenty, pii kterych byl sledovan vliv antibiotika cefotaximu. Pfi té€chto experimentech
byly pouzity mladé listy z explantatd, které nebyly kultivovdny na médiu OKatb. Misto
antibiotik v kultiva¢nim médiu pii mikropropagaci (kap. 4.5.1), byl ptidan cefotaxim ptimo

do enzymatického roztoku v koncentraci 150 mg/1.

4.6.3 Izolace a purifikace protoplastii

Po natrdveni nafezanych mladych listi v enzymatickych roztocich byly uvolnéné
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mezofylové protoplasty izolovany a purifikovany. Pro ptefiltrovani rostlinného materidlu,
kterym se odstranily hrubé ¢asti natraveného pletiva, byl pouzit uhelon s velikosti pora
72 pum. Jako purifikaéni roztok byl pouzit 21% roztok sachardzy rozpusténé v destilované
vod¢. Uvedené roztoky byly sterilizovany filtraci. VSechny experimenty byly provedeny

ve tfech opakovanich.

4.6.3.1 Pracovni postup pii pouziti enzymatického roztoku ENZ 1

1. Nafezat mladé listky o vaze 200-500 mg a vlozit do 5 ml PGly ve sterilni petriho
misce na dobu 1-1,5h

2. Odpipetovat preplazmolyticky roztok a =zalit rostlinny material enzymatickym

roztokem ENZ 1 (5 ml)

Ttepat 10 min na tfepacce pii rychlosti 80 kyvii/min

Ulozit do termostatu na 18 h

Ttepat 10 min na tfepacce pii rychlosti 80 kyvli/min

Prefiltrovat do ¢isté sterilni Petriho misky pies uhelon 72 pum

Piepipetovat filtrat do 10 ml sterilni zkumavky a doplnit do 10 ml PGly

Centrifugovat pii 700 ot/min (70 g) po dobu 10 min

o ® N »n kW

Odpipetovat supernatant

10. Resuspendovat sediment 4 ml 21% sachardzy a prevrstvit 2 ml PGly

11. Centrifugovat pii 700 ot/min (70 g) po dobu 10 min

12. Odpipetovat prstenec a resuspendovat jej v 4 ml Pgly a centrifugovat pii 700 ot/min
(70g) po dobu 10 min

13. Odpipetovat supernatant a resuspendovat 1,5 ml kultivatniho média Y nebo Z

(viz. kap. 4.6.6)

4.6.3.2 Pracovni postup pii pouziti enzymatickych roztokli ENZ 2 a ENZ 3

1. Nafezat mladé listky o vaze 200-500 mg a vlozit do 5 ml CPW13 ve sterilni petriho
misce na dobu 1-1,5h

2. Odpipetovat preplazmolyticky roztok a =zalit rostlinny material enzymatickym
roztokem ENZ 2/ENZ 3 (5 ml)

3. Ttepat 10 min na tfepacce pii rychlosti 80 kyvii/min

4. Ulozit do termostatu na 18 h

40



5. Ttepat 10 min na tfepacce pii rychlosti 80 kyvii/min

6. Prefiltrovat do Cisté sterilni Petriho misky ptes uhelon 72 pm

7. Ptepipetovat filtrat do 10 ml sterilni zkumavky a doplnit do 10 ml PGly

8. Centrifugovat pti 700 ot/min (70 g) po dobu 10 min

9. Odpipetovat supernatant

10. Resuspendovat pomoci 0,25 ml CPW13

11. Resuspendovat sediment 7 ml 21% sachar6zy

12. Centrifugovat pii 800 ot/min (80 g) po dobu 10 min

13. Odpipetovat prstenec a resuspendovat jej do 1,5 ml kultivaéniho média Y nebo Z

(viz. kap. 4.6.6)

4.6.4 Vliv preplazmolyzy

Pti izolaci protoplasti byl testovan také vliv preplazmolyzy na hustotu a Zivotnost
ziskanych protoplasti. Byly provedeny pokusy, pfi kterych byly nafezané mladé listy vlozeny
pfimo do enzymatického roztoku bez predchozi preplazmolyzy. Vysledky téchto experimentii
pak byly srovnany s vysledky ziskanymi pfi pouziti postupt, které preplazmolyzu zahrnuji

(kap. 4.6.3.1 a 4.6.3.2)

4.6.5 Stanoveni hustoty a Zivotnosti protoplasti

Hustota protoplastii byla stanovena v inverznim mikroskopu Olympus CK40
pomoci Biirkerovi komtrky. Na Biirkerovu komurku byla nanesena kapka suspenze
protoplastd a ptekryta krycim sklickem. Na kazdé ze dvou mtizek, které Biirkerova komirka
ma, byl spocitan pocet protoplastli v deseti ndhodné vybranych Ctvercich. Zjisténa hustota
byla piepocitana na 1 g vychozi Cerstvé hmoty pouzitého rostlinného materialu. Pro vypocet

hustoty protoplasti byl pouZit nasledujici vzorec:

pxvxhxz P ... hustota protoplastti v 1 ml
y p ... celkovy pocet bun€k ve sledovanych ¢tvercich
. prevracena hodnota plochy jednoho policka, ve
kterém jsou protoplasty pocitany
h ... pfevracena hodnota hloubky komurky
y ... pocet pocitanych Ctvercii

z ... zfedéni vzorku
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Stanoveni zivotnosti protoplasti bylo provadéno ve fluorescenénim mikroskopu
Olympus BX60 a byl k nému potieba pracovni roztok FDA, ktery se pfipravuje nafedénim
20 pl zasobniho roztoku v 1 ml promyvaciho roztoku. Zasobni roztok FDA se pfipravuje
rozpusténim 5 mg FDA v 1 ml acetonu a uchovava se pti -20 °C.

Na podlozni sklicko byla nanesena kapka suspenze protoplasti a do ni pfidano 20 pl
pracovniho roztoku FDA. Po 1 min byla suspenze piekryta krycim sklickem. FDA je
vsttebavan buiikami a v Zivych buiikach je enzymem esterazou hydrolyzovan na fluorescein,
ktery je mozné sledovat ve fluorescenénim mikroskopu, kde sviti jasné zelené. Zivotnost
se stanovuje tak, Ze se nejprve v normalnim prochazejicim svétle spocitaji vSechny
protoplasty v daném zorném poli, a pak se ve stejném zorném poli spocitaji zelené
fuoreskujici zivé bunky. S¢itani bylo provadéno vzdy v deseti ndhodné vybranych zornych
polich vzorku. Zivotnost se vyjadfuje v procentech jako pomér Zivych (fluoreskujicich) bunék

k celkovému pocetu zivych i odumftelych bungk.

4.6.6 Kultivace protoplasti

Po zjiSténi hustoty protoplastli byla protoplastovd suspenze nafedéna kultivaénim
médiem na cilovou hustotu protoplastdt 1,5 x 10°/ml. Zaklad kultiva¢nich médii
pro protoplasty tvofilo tekut¢ MS médium doplnéné o 90 g/l mannitolu a 30 g/l sachardzy.
Dale kultivatni média obsahovaly rostlinné hormoty, tak jak jsou uvedeny v Tab. 0.
Médium Y jesté obsahovalo glutamin v koncentraci 1 mg/I.

Petriho misky (o priméru 30 mm) s 1,5 ml protoplastové suspenze byly kultivovany

ve tm¢ v termostatu pfi teploté 27+2°C.

Tab. 10: SloZeni rostlinnych hormont v kultivaénich médiich pro protoplasty (v mg/1)

médium BAP NAA 24-D
Y 2 - 1
V4 1 0,2 -
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5 Vysledky

Experimenty byly provadény u genotypi Lathyrus clymenum ATC81087,
Lathyrus clymenum NS-01, Lathyrus ochrus ATC81371, Lathyrus neurolobus 20080542,
Pisum fulvum WL 2140 a Pisum elatius J1 1794 v obdobi od biezna 2013 do listopadu 2014
v laboratofi tkanovych kultur Katedry botaniky PfF UP v Olomouci.

5.1 Povrchova sterilizace semen

Pii povrchové sterilizaci pomoci 36% SAVA se pii vSech testovanych casech
pusobeni sterilizatniho roztoku neprojevovaly béhem kli¢eni vSech pouzitych genotypu,
zadné kontaminace. Pfi pouZziti 5% chloraminu B se u genotypu Pisum fulvum WL 2140
projevily kontaminace aZ po pasézi na kultivacni médium OK, a to ve 30 % ptipadu.

Hlavni rozdil pti odliSnych sterilizacnich postupech byl v mnozstvi vykli¢enych
semen. U Pisum fulvum WL 2140 bylo nejvice vyklicenych semen pii pouziti 36% SAVA

cwwvr

40 % semen (Tab. 11).

Tab. 11: Vliv sterilizatniho média a doby jeho plsobeni na kli¢eni semen jednotlivych

genotyptl
e s doba pusobeni  klicivost* doba Kkli¢eni
genotyp steriliza¢ni roztok (min) (%) (dny)
20 40
WL 2140 40 60
chloramin B 5% 20 50
20 40
Lathyrus ochrus SAVO 36%
ATC81371 40 >0 -1
chloramin B 5% 20 0
SAVO 36% 20 0
Lathyrus clymenum °
ATC81087 40 20 3-3
chloramin B 5% 20 70
papus clymenim - SAVO 36% 40 97 3.5
Hisum elatius SAVO 36% 40 40 4-6

* testovano minimalné€ 10 a maximalné 40 semen
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Vzhledem k nésledujicim kontaminacim pifi pasdZi na médium OK u semen
sterilizovanych pomoci 5% chloraminu B byl vSak tento postup vyhodnocen jako méné
vhodny. Nésledné bylo testovano ptisobeni 36% SAVA po dobu 30 minut za G¢elem zkraceni
doby sterilizace. Se zkracenim doby pusobeni vSak doSlo i ke snizeni kli¢ivosti semen
na 50 %.

Semena genotypu Pisum elatius J1 1794 méla 40% klic¢ivost pii povrchové
sterilizaci 36% SAVEM ptisobicim po dobu 40 min. Jejich kli¢eni trvalo 4-6 dni.

U Lathyrus ochrus ATC81371 se povrchova sterilizace semen pomoci
chloraminu B ukézala jako nefunk¢ni (neklicila Zadnd semena) a nejlepsi klicivosti bylo
dosazeno pii pouziti 36% SAVA piisobiciho 40 min. Pfi tomto postupu kli¢ilo 50 % semen.
Protoze u semen Lathyrus ochrus ATC81371 neptesahla kli¢ivost v zadném z experimenta
50%, klicek Spatné prorazel osemeni, uvoliiovalo se velké mnoZstvi fenolickych latek
a kliceni trvalo ve srovnani s Pisum fulvum WL 2140 dlouho (7-11 dni), byly u tohoto
genotypu testovany dva postupy ozivovani semen. Jak ozivovani bobtnanim vodou,
tak pouziti GA; ale neméli na kliceni vliv (7ab. 12). Do roztoku GA; semena uvolnila vice

fenolickych latek, nez do ¢isté vody.

Tab. 12: Oziveni semen bobtnanim v H,O a roztoku GA; (0,1 mg/ml)

eno rostlinny oZivovaci doba piisobeni kli¢ivost*
genotyp material médium (h) (%)
Lathyrus ochrus semena H0 24 20
ATC81371 GA; 20

* testovano vzdy 10 semen

U genotypu Lathyrus clymenum ATC81087 pii vSech testech klicilo vice
jak 50 %, nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pii pouZiti 36% SAVA pisobiciho 40 min
(Tab. 11). Pii tomto postupu kli¢ilo 90 % semen. U genotypu Lathyrus clymenum NS-01 bylo
pfi stejném postupu dosazeno kli¢ivosti 97 %. Semena obou genotypt Lathyrus clymenum
kli¢ila béhem 3-5 dnt.

Semena Lathyrus neurolobus 20080542, umisténa po sterilizaci na filtrani papir
navlhéeny sterilni destilovanou vodou nekli¢ila, ale pii jejich umisténi na médium MS

vykli¢ilo 10 % semen. Kliceni trvalo 8 dni.
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5.2 In vitro propagace

Ze semenackil byly odebirany explantaty genotypt Pisum fulvum WL 2140,
Pisum elatius J1 1794, Lathyrus ochrus ATC81371, Lathyrus clymenum ATC81087, Lathyrus
clymenum NS-01 a Lathyrus neurolobus 20080542. Ty byly nejprve umistény do média OK
(Tab. 8, kap. 4.5.1). Prvni hodnoceni bylo provedeno po 5 tydnech kultivace. Vzhledem
k vyskytujici se vytrifikaci pak byli doba pasdze a interval hodnoceni zkradceny na 4 tydny,
coz vedlo ke sniZeni intenzity a ¢etnosti vyskytu vytrifikace u vSech genotypu.

Na médiu OK byly testovany vSechny zkoumané genotypy (Pisum
fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum ATC81087, Lathyrus clymenum
NS-01, Lathyrus ochrus ATC81371, Lathyrus neurolobus 20080542). Vitrifikace ani nekrozy
se pfi 4 tydennim cyklu pasazovani neprojevovaly. Délka internodii, vétveni a kofenéni byly
srovnatelné (Tab. 13). Jediny ziskany explantat Lathyrus neurolobus 20080542 se na médiu
nevyvijel. Pfi srovnani dvou genotypt Lathyrus clymenum dosahoval ve vSech sledovanych
parametrech lepSich vysledkii genotyp NS-01, vyjma délky internodii, kterd byla ve srovnani

s explantaty genotypu ATC81087 delsi.

Tab. 13: Srovnani kultivace explantatl na médiu OK po 4 tydnech kultivace

délka internodii

genotyp zmnoZeni*  korenéni* vétveni* (cm)
Pisum fulvum WL 2140 2 0,2 1,4 1,4
Pisum elatius J1 1794 1,9 - 1,3 0,8
Lathyrus clymenum ATC81087 2,2 - 1,8 1,8
Lathyrus clymenum NS-01 2.4 0,1 1,9 1,9
Lathyrus ochrus ATC81371 2,1 0,1 1,7 1,6

* na jeden explantat

Explantaty Pisum fulvum WL 2140 pfiblizné€ po tfeti pasazi zacali kvést a tvofit
plody (Obr. 7) na vSech verzich média OK. V plodech se vytvarela nezrald semena, ale zddné
se nepodatilo dovést do zralého stavu. Kvetouci vyhony neposkytovaly dostatek vhodného

rostlinného materidlu a tento genotyp proto nebyl pouzit pfi izolaci protoplastii.
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Obr. 7: Lusk explantatu Pisum fulvum WL 2140 kultivovaného na médiu OK

5.2.1 Vliv BAP na vyvoj explantati

Vliv koncentrace BAP v kultivacnich médiich byl u genotypti Pisum fulvum WL
2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum NS-01 a Lathyrus ochrus ATC8137 testovan
na médiich B1, B2, BS a B10 (7ab. 8, kap. 4.5.1). Genotyp Pisum fulvum WL 2140 dosahoval
nejvetsiho zmnoZeni (2,5) na médiu B2 (7ab. 14). Nejvyssiho vétveni dosahovaly explantaty
na médiu B10 (2,7), ale vyhony byly Casto piili§ kratké pro pasdzovani a oproti explantatim
rostoucim na médiu B2 trpély nekrézami. Na vSech médiich byla baze explantatt zdureld

a dochazelo k vitrifikaci (Obr. 8).

Obr. 8: Vyvoj explantati Pisum fulvum WL 2140 na médiich B1, B2, B5 a B10 po 4 tydnech
kultivace
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Genotyp Pisum elatius JI 1794 dosahoval optimdlniho zmnozeni (3,3)
a vétveni (3,4) také na médiu B2 (7ab. 14). Na médiu B5 explantaty silné vitrifikovaly
(Obr. 9) abéhem 4 tydnt kultivace 45 % explantatti vytrifikovalo upln€. Bez nekréz a jen
slabé& vitrifikované byly explantaty na médiu B1.

Obr. 9: Vyvoj explantati Pisum elatius JI 1794 na médiich B1, B2 a B5 po 4 tydnech
kultivace

Explantaty Lathyrus clymenum NS-01 dosahovaly nejvyssiho zmnoZeni (3,7)
a vétveni (3,6) na médiu B5. Explantaty péstované na médiich B1 a B2 mély internodia delsi
jak 1 cm. Na médiich B1, B2, B5S i B10 byla u vSech explantati pozorovana tvorba

kalusového valu na bazi a vitrifikace vrcholovych ¢asti (Obr. 10).

Obr. 10: Vyvoj explantatt Lathyrus clymenum NS-01 na médiich B1, B2, B5 a BI0
po 4 tydnech kultivace
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Tab. 14: Srovnani kultivace explantati na médiich B1, B2, B5 a B10 po 4 tydnech kultivace

délka
genotyp médium zmnoZeni* korenéni* vétveni* internodii poznamka
(cm)

vitrifikace vrcholovych

Bl 24 B 1.8 0,7 asti, zdutela baze

vitrifikace vrcholu, zdufela
baze

B2 2,5 - 2,3 0,6
Pisum
Sfulvum vitrifikace vrcholovych
WL 2140 BS 1,3 - 2,5 0,5 Casti, nekrozy v bazalni

¢asti, zdufela baze

vitrifikace vrcholovych
B10 1,4 - 2,7 0,5 ¢asti, nekrozy v bazalni
¢asti, zdurela baze

vitrifikace vrcholovych
Bl 3 B 1.9 0,7 ¢asti, zdutela baze
Pisum vitrifikace vrcholovych
elatius B2 3,3 ) 34 0,5 &asti, zdufela baze

JI1794 vitrifikace celych rostlin,
BS5 2,4 - 3,2 0,3 nekrdzy v bazalni ¢asti,
zdufela baze

vitrifikace vrcholovych
¢asti, kalusovy val u baze

Bl 2,4 - 2,2 1,5

vitrifikace vrcholovych
B2 2.9 - 3,2 1,2 &asti, nekrozy v bazalni

Lathyrus Casti, kalusovy val u baze
clymenum vitrifikace vrcholovych
NS-01 B5 3,7 - 3,6 0,7 &asti, nekrozy v bazalni

casti, kalusovy val u baze

vitrifikace vrcholovych
B10 1,7 - 2 0,5 &asti, nekrozy v bazalni
¢asti, kalusovy val u baze

vitrifikace vrcholovych
Bl 3 - 2,5 0,8 Casti, nekrozy v bazalni
¢asti, zdufela baze
Lathyrus vitrifikace vrcholovych
ochrus B2 1,7 - 2,6 0,6 Casti, nekrozy v bazalni
ATC81371 &asti a nodech, zduield baze

B5 - - - - nekrozy celych rostlin
B10 - - - - nekrozy celych rostlin

* na jeden explantat

Explantaty genotypu Lathyrus ochrus ATC81371 na médiich B5 a BI10
nekrotizovaly. Na médiich B1 a B2 byly patrné projevy nekrézy a vitrifikace (Obr. 11), baze

explantatd byla zdufeld. Vétsiho zmnozeni bylo dosazeno na médiu Bl (3). Na médiu B2
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se explantaty vice vétvily (2,6). Nové vyhonky explantat rostoucich na médiu B2 byly ¢asto

prilis kratké a nebyly vhodné pro pasdzovani.

Obr. 11: Vyvoj explantath Lathyrus ochrus ATC81371 na médiich B1, B2, B5 a B10
po 4 tydnech kultivace

Béhem kultivace explantatii vSech genotypi testovanych na médiich B1, B2, BS
a B10 nedoslo u zadného explantatu ke tvorbé kotinka. Pti vSech pokusech se také s rostouci
koncentraci BAP v médiu vzdy zkracovala délka internodii.

Protoze explantaty kultivované na médiich s BAP ¢asto tvofily mnozstvi vyhont,
které byly pro samostatné pasazovani kratké, byla u vybranych genotypid po 4 tydnech
kultivace provedena pasdz celych explantati na médich B1, B2 a B5 na médium OK.
Po 4 tydnech kultivace na médiu OK (Obr. 12), bylo dosazeno vyS$s§iho zmnoZeni oproti

kultivaci explantatl na samotnych médiich B1, B2 a BS (Tab. 15).

Tab. 15: Zmnozeni explantat pievedenych na médium OK

pivodni o
genotyp médium zmnozeni

B2 5,6
Pisum elatius J1 1794

B5 4,8

B2 52
Lathyrus clymenum NS-01

B5 5.8

B1 4,1
Lathyrus ochrus ATC81371

B2 5

* na jeden explantat a pfepocteno na 4 tydny kultivace
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Obr. 12: Stav vyvoje explantath Lathyrus clymenum NS-01 na médiu OK po 4 tydnech

od ptesazeni z média B2

5.2.2 Vliv Alaru 85 a koncentrace hormonii v médiu na délku internodii

Po ptidéani riistového retardantu Alar do kultivaéniho média OK (médium OKA)
doslo u vsech testovanych genotypt (Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794,
Lathyrus clymenum ATC81087 a Lathyrus ochrus ATC81371) ke zkraceni internodii.
U z4dného z genotypii se nevyskytovaly vitrifikace ani nekrézy. Zmnozeni a vétveni
explantati bylo srovnatelné s vysledky na médiu OK (7ab. 16). Ke kofenéni explantath
dochazelo jen vyjimecné u genotypl Pisum fulvum WL 2140 a Lathyrus ochrus ATC81371.

Tab. 16: Srovnani explantat kultivovanych na médiu OKA po 4 tydnech od pasaze

genotyp zmnoZeni* koFenéni* vétveni* délka (i:;f)rm)dii
Pisum fulvum WL 2140 1,9 0,1 1,2 0,6
Pisum elatius J1 1794 2 - 1,2 0,5
Lathyrus clymenum ATC81087 2,5 - 2,1 0,7
Lathyrus ochrus ATC81371 2,1 0,2 1,7 0,7

* na jeden explantat

Pro zkréaceni internodii bylo u genotypu Lathyrus clymenum ATC81087 testovano

také médium OK 100 se stonasobné zvySenymi koncentracemi fytohormont oproti médiu OK.
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Internodia explantatli se oproti kultivaci na médi OK zkratila v priméru o 0,7 cm (7ab. 17),
ale explantaty vitrifikovaly a listy se téméf nevyvijely (Obr. 13). Ke kofenéni explantat

nedochazelo.

Tab. 17: Hodnoceni explantatii na médiu OK100 po 4 tydnech kultivace

« . . vy . ... délka internodii ,
eno zmnoZeni* korenéni* vétveni* oznamka
(cm)

Lathyrus clymenum
ATC81087

* na jeden explantat

vitrifikace celych

2.4 - 2,2 1,2 .
rostlin

Obr. 13: Stav explantath Lathyrus clymenum ATC81087 po 4 tydnech na médiu OK100

5.2.3 Vliv antibiotik v kultivaénim médiu OKatb na vyvoj explantati

Po nékolika pasazich se u vSech explantatii zacaly projevovat vnitini bakteridlni
kontaminace, viditelné v kultivatnim médiu. Proto byla do média OK piiddna antibiotika
(médium OKatb) chloramphenicol (100 mg/l) a ampicilin (400 mg/l) (kap. 4.5.1). Pouzita
koncentrace antibiotik byla dostate¢nd pro odstranéni kontaminaci a explantaty kultivované
na médiu OKatb nevykazovaly znatelné sniZzeni zmnoZeni ani vétveni. Po kvalitativni strance

se vyskytovala vitrifikace vrcholi.

5.3 Izolace a kultivace protoplasti

Jako dalsi z metod byly testovany izolace protoplastl a jejich kultivace v tekutych
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médiich. Protoplasty byly izolovany z listl a palistd genotypt Pisum elatius JI 1794,
Lathyrus clymenum NS-01 a Lathyrus ochrus ATC81371 za tcelem flze protoplastli téchto
genotypli s protoplasty kulturnich odrid hrachu setého (Pisum sativum). Pro moZnost

srovnani vysledki byla hustota protoplasti v 1 ml suspenze ptepoctena na 1 g svézi hmoty.

5.3.1 Vliv cefotaximu na bakterialni kontaminace

Protoze se pii kultivaci explantati genotypi pouzitych pii izolaci protoplasti
vyskytovaly vnitini bakteridlni kontaminace, byly explantaty pfed zkouSenim izolac¢nich
postupt kultivovany na médiu OKatb (kap. 5.2.3). Bylo také testovano pouziti antibiotika
cefotaximu pfimo v enzymatickém roztoku ENZ 2 bez ptedchozi kultivace explantatl
na médiu OKatb. Pouzitd koncentrace cefotaximu 150 mg/l nebyla dostate¢nd pro uplné

odstraneni bakterialni kontaminace.

5.3.2 Vliv doby piisobeni enzymatického roztoku

Pro optimalizaci doby plisobeni enzymatického roztoku, s ohledem na hustotu
a zivotnost ziskanych protoplasti, byly testovany casy 14 h, 16 h a 18 h. Pfi téchto
experimentech byla pouzita preplazmolyza a enzymaticky roztok ENZ 2. Nejvys$si hustoty
a zivotnosti ziskanych protoplasti bylo u vSech genotypi dosazeno pii pulsobeni
enzymatického roztoku po dobu 14 h (7ab. 18). Pti pisobeni enzymatického roztoku po dobu
16 h byla hustota ziskanych protoplasti v priméru o 36 % niz$i a pii pisobeni po dobu
18 h klesla hustota izolovanych protoplasti v priméru o 64 %. U vSech nasledujicich

experimentl byla proto pouzita doba ptisobeni enzymatyckého roztoku 14 h.

5.3.3 Vliv sloZeni enzymatického roztoku a izola¢niho postupu

Pro natraveni rostlinnych pletiv byly pouzity 3 enzymatické roztoky — ENZ 1,
ENZ 2 a ENZ 3 (kap. 4.6.2, Tab. 9). Na prouzky natezané listy a palisty byly nejprve vlozeny
do pteplazmolytického roztoku (PGly a CPW13), ktery byl poté nahrazen enzymatickym
roztokem. VSechny zjist€éné hodnoty hustoty protoplasti byly pfepocteny na 1 g svézi hmoty
pouzitého rostlinného materialu.

Nejvyssi hustoty protoplastl a jejich nejlepsi zivotnosti bylo u vSech genotypii
dosazeno pii pouzti izolatniho postupu ENZ 2 (Tab. 18). Nejvyssi hustoty protoplasti
(4,60 x 10°/ml) se u tohoto postupu podatilo ziskat u genotypu Pisum elatius 1J 1794. Nejlepsi
zivotnost (71,12 %) vykazovaly protoplasty genotypu Lathyrus clymenum NS-01. Pti pouziti
izolaéniho poustupu ENZ 1 se u genotypu Pisum elatius 1794 podafilo ziskat 0,46 x 10°/ml
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protoplast. Pro genotypy Lathyrus clymenum NS-1 a Lathyrus ochrus ATC81371 nebyl
vhodny, protoze se protoplasty ziskat nepodafilo. Pti pouziti postupu ENZ 3 se protoplasty

podafilo ziskat u vSech testovanych genotypt.

5.3.4 Vliv preplazmolyzy

U vSech tfi genotypli byl testovan vliv preplazmolyzy na hustotu a zivotnost
izolovanych protoplastid pfi pouZziti enzymatického roztoku ENZ 2 (Tab. 18). Bez pouziti
preplazmolyzy klesla u genotypu Pisum elatius 1J 1794 hustota protoplastd o 3,24 x 10°/ml
a jejich Zivotnost o 29,63 %. U genotypu Lathyrus clymenum NS-01 se bez preplazmolyzy
nepodafilo protoplasty ziskat. Hustota protoplasti klesla bez pouziti preplazmolyzy
u genotypu Lathyrus ochrus ATC81371 o 2,63 x 10°/ml a jejich Zivotnost se snizila
0 33,92 %.

Tab. 18: Hustota protoplasti a jejich Zivotnost u genotypt Pisum elatius 1794, Lathyrus
clymenum NS-1 a Lathyrus ochrus ATC81371 pfti ptisobeni enzymatického roztoku po dobu 14 h

izola¢ni preplazmolyticky hustota * Zivotnost
genotyp ostu prep roz toky y protoplasti protoplasti
postup (x10%/ml) (%)
ENZ 1 + 0,46 52,61
4,60 61,84
Pisum elatius 1J 1794 ENZ 2
- 1,36 32,21
ENZ 3 + 1,57 36,36
ENZ 1 + 0 0
Lathyrus clymenum + 3,89 71,12
ENZ 2
NS-01 - 0 0
ENZ 3 + 1,22 49,94
ENZ 1 + 0 0
Lathyrus ochrus + 3,50 70,00
ENZ 2
ATC81371 - 0,87 36,08
ENZ 3 + 2,15 48,84

* hustota protoplasti v 1 ml suspenze pfepoctena na 1 g vychozi svézi hmoty
5.3.5 Kultivace protoplasti
U izolovanych protoplastti, které byly nésledné kultivovany v kultiva¢nich médii

Y a Z, nebylo pozorovano d€leni bun€k ani resyntéza bunécné stény. Pfi hodnoceni
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po 4 dnech kultivace byla vétSina protoplasti plazmolyzovana, po 8 dnech jiz byly

plazmolyzovany vSechny protoplasty.
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6 Diskuze

Biotechnologické metody jsou stile pouzivané a rozvijené metody zakladniho
vyzkumu, které jsou aplikované pro praktické ucely. Metody mikropropagace a
protoplastovych kultur lze vyuZzit ve Slechténi rostlin, zachrannych programech nebo k

produkci sekundarnich metabolitd.

6.1 Povrchova sterilizace a kliCeni semen

Optimalizace povrchové sterilizace explantati urcenych k mikropropagaci je
prvnim klicovym krokem k zalozeni aseptické kultury. Jeji optimalizace je dilezitad nejen
pro uspeSnou mikropropagaci, ale také kvuli Setrnému nakladani s pouzitym rostlinnym
materidlem, které¢ho je u ohrozenych a endemitickych druhti dostupné jen omezené mnozstvi.

Pti povrchové sterilizaci semen bobovitych (Fabaceae) se nejcastéji pouzivaji
chlorid rtutnaty (HgCl,) a chlornan sodny (NaOCIl), ktery je i soucasti komer¢niho ptipravku
SAVO. Chlorid rtutnaty pouzili pro povrchovou sterilizaci hrachu setého (Pisum fulvum)
a zastupcti rodu hrachor (Lathyrus sp.) Gspesné Barik a kol. (2004, 2005), Kl¢ova a GubiSova
(2003) a Supe a Roymond (2011). Vzhledem k tomu, Ze se vSak jedna o velmi prudky jed
vstiebavajici se 1 kliZi a byly u n€j zaznamenany teratogennimi ucinky, nebylo jeho pouziti
pro ucely této prace uvazovano. Chlornan sodny o 5% koncentraci s dobou piisobeni 15 min
pouzil pro povrchovou sterilizaci semen genotypu Lathyrus ochrus Gspésn¢é Saglam (2012).
U hrachu setého (Pisum fulvum) si pro zalozeni aseptické kultury vystacily Tzitzikas a kol.
(2004) s 1,6% koncentraci chlornanu sodného a Zhihui a kol. (2009) dokonce jen s 0,5%
roztokem chlornanu sodného. Koncentrace chlornanu sodného v 36% roztoku SAVA, ktery
byl pouzit v této praci, byla 1,8 %.

Pti povrchové sterilizaci semen se bézné¢ pouzivaji i pfipravky chloramin B a
SAVO (Knitl 2011). Roztok chloraminu B byl malo u¢inny, protoze se nasledné projevovaly
kontaminace testovanych semen. Pti pouZziti 36% SAVA se kontaminace neprojevovaly.

Oba ptipravky mély vliv také na klicivost semen. U genotypll Pisum fulvum
WL 2140, Lathyrus ochrus ATC81371, Lathyrus clymenum ATC81087 a Lathyrus clymenum
NS-01 bylo nejlepsich vysledkii dosazeno s 36% SAVEM pusobicim po dobu 40 min.
Pti kratsi dob¢ piisobeni ptipravku klesalo mnozstvi vykli¢enych semen, u genotypu Lathyrus
clymenum ATC81087 pii dobé pisobeni 20 min aZ o 30 %. Stejné tak pii pouziti chloraminu
B bylo u testovanych genotypti mnozstvi vyklicenych semen oproti postupu s 36% SAVEM

nizs$i o 10-20 %. Vliv sterilizac¢nich roztoki na kli¢ivost semen byl pravdépodobné zplisoben
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narusenim pevného osemeni. Vzhledem k vysledkim uvedenym v 7ab. 11 (kap. 5.1) ziistava
prostor pro testovani dalSich postupt za ucelem zvyseni kli¢ivosti semen u genotypltl Pisum
fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus neurolobus
20080542.

Optimal kli¢ivosti pfi pouziti 36% SAVA bylo dosazeno u genotypl Lathyrus
clymenum NS-01 (97 % vyklicenych semen) a Lathyrus clymenum ATC81087 (90 %
vykli¢enych semen).

Oba pouzité zpiisoby ozivovani semen u genotypu Lathyrus ochrus ATC81371
byly bez ucinku na zvySeni kliivosti semen. U genotypu Lathyrus neurolobus 20080542
se podatilo ziskat semenacek az pii vysevu semen na médium MS.

Jako substrat pro kli¢eni semen hrachoru lu¢niho (Lathyrus pratensis) pouzili
médium MS také Klcova a GubiSova (2003). Uvadéji, ze kliCivost semen tim vzrostla
0 30-43 % v zavislosti na genotypu. Malik a kol. (1992) uvadi 80% kli¢ivost semen genotypu
Lathyrus ochrus pti osetfeni koncentrovanou kyselinou sirovou po dobu 1 min a nasledném
vyseti na médium MS, coZ je o 30 % vic, nez se podafilo ziskat u stejného druhu v nasem
ptipadé. Tipathy a kol. (2014) doséahli u hrachoru setého (Lathyrus sativus) 97% kli¢ivosti
pfi vysevu semen na médium MS o polovi¢ni koncentraci bazalnich soli, coz bylo o 28 %
vice, nez kdyz pouzili médium MS o plné koncentraci bazalnich soli.

Prave pouziti média MS o riznych koncentracich bazalnich soli misto filtracniho
papiru navlh¢eného destilovanou vodou by mohlo mit pozitivni vliv na kliceni semen
iunal§ich genotypd, napt. Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius JI 1794 nebo Lathyrus
ochrus ATC81371.

Jednim z hlavnich problémt pfi kli€eni semen roda hrachor (Lathyrus sp.) a hrach
(Pisum sp.) je jejich pevné osemeni, Casto s vysokym obsahem fenolickych latek. Klcova
a GubiSova (2003) pouzily pro naruSeni osemeni hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis)
koncentrovanou kyselinu sirovou, do které vlozily semena na dobu 15 min. Uvadéji,
ze klicivost semen stoupla v nékterych piipadech az o 80 % v zavislosti na genotypu
a substratu na ktery byla semena vyseta. Skarifikace semen kyselinou sirovou je dalsi
moznosti, jak zvysit kli¢ivost semen genotypt Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794,

Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus neurolobus 20080542.

6.2 Mikropropagace

Mikropropagace je explantdtova technika mnozeni rostlin ve sterilnim prostiedi

za presné definovanych podminek. Diky této metod€ je mozné ziskat v kratkém case velké
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mnozstvi novych jedinct, kteti maji velkou miru genetické uniformity (jsou geneticky shodni
s matefskou rostlinou — variabilita je dana predevSim poctem matetskych rostlin, ze kterych
byl material odebiran). Vzhledem k tomu, Ze jsou in vitro péstované rostliny zbaveny
patogenii a na povrchu nemaji vytvofenu kutikulu, jsou idedlnim zdrojem materialu
pro protoplastové kultury a naslednou somatickou hybridizaci (flize protoplastll). Postupy
mikropropagace jsou pro jednotlivé genotypy odlisné a stanovuji se empiricky. V této praci
byl testovan vliv BAP o koncentracich 1; 2,5; 5 a 10 mg/l na vyvoj explantatd.

Vliv BAP o koncentracich 5 a 10 mg/l na vyvoj riznych genotypid hrachu setého
(Pisum sativum) s pouzitim bazdlniho média MSB sledovali i Esposito a kol. (2012).
Z vysledki jejich prace je patrna silnd zavyslost zmnoZzeni na genotypu. Zatim co u genotypu
Viper uvadi pfi koncentraci BAP 5 mg/l zmnoZeni 31,5 na rostlinu, u kultivaru Canada A pfti
stejné koncentraci BAP zaznamenali zmnozeni 8,17 na rostlinu. Pro experimenty pouzily cela
semena. Franklin a kol. (2000) dosahli u kultivaru hrachu setého (Pisum sativum) PID
nejlepSiho zmnozeni (32 na rostlinu) pii koncentraci 2 mg/l BAP v médiu MS. Pro
experimenty také pouzili celd semena. Barik a kol. (2004) uvad¢ji u kultivaru Lathyrus
sativus 1C-120487 zmnoZzeni 11,3 na rostlinu pti koncentraci 2 mg/l BAP v médiu MS.

Nejlepsi zmnozeni, jakého se podafilo dosdhnout v této praci pii pouziti
apikdlnich vrcholli a nodalnich segmentli jako explantatt, bylo 3,7 u genotypu Lathyrus
clymenum NS-01. To je mnohem mén¢, nez v uvedenych vyzkumech. Néslednou pasazi
celych explantatl na médium OK se ndm podafilo ziskat u stejného genotypu zmnozeni 5,8,
coz bylo dano proriistinim pupeni, které byly jinak pro samostatnou pasaz ptili§ malé. Oproti
uvedenym autorim je to zmnozeni stale nizké. Jednou z moznosti jak dosahnout lepSich
vysledkii by mohla byt zména bazalniho média z MS na MSB (Esposito a kol. 2012, Franklin
a kol. 2010).

Podle Tzitzikas a kol. (2004) je moZzné dosahnout dobrych vysledkl také pti
kombinaci BAP a GA; v médiu. Pfi koncentracich 1 mg/l BAP a Img/l GA; dosahli
u kultivaru hrachu setého (Pisum sativum) Espace zmnozeni 20 na rostlinu a u kultivaru
hrachu setého (Pisum sativum) Puget dokonce zmnozeni 22 na rostlinu. I pfidani GA; do
médii obsahujicich BAP by mohlo vést ke zlepSeni dosazenych vysledki zmnozeni.

Déale byl testovan uc¢inek rustového retardantu Alar 85 za ucelem zkraceni
internodii kultivovanych explantati. Kepenek a Karoglu (2011) uvadéji u explantat riznych
genotypl jabloné domaci (Malus domestica) prumérné zkraceni internodii o 6+1 mm, pii
pouziti Alaru 85 v médiu o koncentraci 1 mg/l. Zarovén pii této koncentraci doslo k tvorbé

vétStho mnozstvi prytl na explantat. V priméru to bylo o 1 pryt na explantat vice. Podle
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Sharma a Mohan (2006) ma Alar 85 také pozitivni vliv vzhledem ke vznik vitrifikaci.
U Chlorophytum borivilianum rostli explantaty diky Alaru 85 o koncentraci 1,5 mg/l tmavé
zelené, bez vitrifikace. U jiz vitrifikovanych explantati se pfi této koncentraci Alaru 85
podafilo vratit k normalnimu ristu 2 % explantata.

Pfi ndmi pouzité koncentraci Alaru 85 (1,5 mg/l) doslo ke zkraceni internodii
0 0,3 mm (Pisum elatius J1 1794) - 1,1 mm (Lathyrus clymenum ATC81087) na explantat
v zavyslosti na genotypu. Vétveni vzrostlo o 0,1-0,3 prytd na explantat. Vitrifikace
se u explantatii neprojevovala. Pti pouziti média OK100 u genotypu Lathyrus clymenum
ATC81087 doslo ke zkraceni internodii o 7 mm, explantaty vitrifikovaly a listy se témét
nevyvijely. Pouziti Alaru 85 v koncentraci 1,5 mg/l bylo proto vyhodnoceno jako vhodné;si
ke zkraceni internodii, nez zvySovani koncentrace fytohormonii v médiu.

Knitl (2011) uvadi pouziti antibiotik ampicilinu (400 mg/l) a chloramphenicolu
(100 mg/l) pti mikropropagaci explantati vrby bilé (Salix alba) a vrby matsudovy (Salix
matsudana) bez zjevného vlivu na vyskyt kontaminaci. V této préaci bylo pfi pouZiti stejnych
antibiotik o stejné koncentraci dosazeno cistych aseptickych kultur bez viditelnych znamek
kontaminace. U explantati se ovSem projevovala vitrifikace vrchol. Podle Knitl (2011) je
mozné pouzit pro odstranéni vnitinich kontaminaci explantati prosttedku PPM (Plant
Preservative Mixture), ktery pfi koncentraci 0,1 % nema vliv na vyskyt vitrifikace a nekr6z

u explantatt.

6.3 Izolace a kultivace protoplastii

Protoplastové kultury v kombinaci s technikami fuze protoplastii jsou v souc¢asné
dobé moderni a vhodnou metodou pro ziskdvani novych mezidruhovych hybridi. Predev§im
v piipadech, kdy jsou konven¢ni metody tézko uplatnitelné (napf. u druhi s vyrazné odliSnou
dobou kveteni) je tento zptisob Slechténi novych odrid nenahraditelny.

Pifi mikropropagaci explantitl vSech genotypll pouzitych v této préaci se
vyskytovaly vnitini kontaminace viditelné¢ v agarovém médiu, které nasledn¢ znemoznovaly
izolaci a kultivaci protoplastti. Byly testovany dva zptsoby jak tento problém vyftesit. Bud’
byla pifidana antibiotika do kultivacniho média explantati a ty byly zbaveny kontaminace
jesté pred vlozenim rostlinného materidlu do enzymatického roztoku (viz. kap. 6.2), nebo bylo
pouzito antibiotika cefotaximu o koncentraci 150 mg/l pfimo v enzymatickém roztoku.

Podle Grzebelus a Skop (2014) je mozné pouzit v protoplastovych kulturach
mrkve obecné (Daucus carota) cefotaxim o koncentraci 100-500 mg/l, aniz by byla tato

koncentrace toxickd pro protoplasty a ovliviiovala jejich regeneraci. Pfitom uvadi odstranéni
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vSech kontaminaci, které se v protoplastovych kulturach mrkve obecné (Daucus carota)
vyskytovaly. Koncentrace cefotaximu pouzita v nasem piipadé (150 mg/l) nebyla dostate¢na
k odstranéni vyskytujicich se bakteridlnich kontaminaci. Vzhledem k vysledkiim Grzebelus
a Skop (2014) by mohlo pomoci zvySeni koncentrace cefotaximu v médiu az po hranici
500 mg/1.

Spravné stanoveni idedlni doby pusobeni enzymatického roztoku na rostlinny
materidl je duleZité, protoze pifi kratkém piasobeni se neuvolni dostate€né mnozstvi
protoplastii a pii piili§ dlouhém pilisobeni dochazi k lyzi uvolnénych protoplastii. Bhadra
a kol. (1994) ziskali u Vigna sublobata hustoty protoplastové kultury 2.25 x 10°/ml pfi dobé
pusobeni enzymatického roztoku 16-18 h. Durieu a Ochatt (2000) ziskali u hrachoru setého
(Lathyrus sativus) koncentraci protoplastové suspenze 2 x 10°/ml pfi plisobeni enzymatického
roztoku po dobu 14h. Huang a kol. (2013) nechali enzymaticky roztok piisobit na mezofyl
okurky seté (Cucumis sativus) po dobu 8-10 h a ziskali 6,5 x 10°/ml protoplastii. VSechny
uvedené hodnoty jsou vztazeny na 1 g svezi hmoty pouzitého rostlinného materialu.

V této praci se podafilo dosdhnout nejlepSiho wvysledku pii pilisobeni
enzymatického roztoku po dobu 14 h. Nejvyssi hustoty protoplasti tak bylo dosazeno u
genotypu Pisum elatius 1J 1794, a to 4,6 x 10° protoplasti v 1 ml média.

Preplazmolyza rostlinného materialu uréeného pro izolaci protoplasti se pouziva
pro snizeni mnozstvi vody v bunikdch. Protoplasty nechranéné bunécnou sténou totiz nejsou
chranény proti nadmérnému nasavani vody z roztoku a mohlo by tak dojit k jejich popraskani.
Preplazmolyza tak mulze zvySovat Zivotnost protoplastl v enzymatickém roztoku.
Preplazmolyzu ve své praci pouzili a jeji pozitivni vliv na mnozstvi ziskanych protoplastt
zaznamenali Durieu a Ochatt (2000) u hrachoru seté¢ho (Lathyrus sativus) a hrachu setého
(Pisum sativum). Jako plazmolytikum pouzili roztok CPW, doplnény u hrachoru setého
(Lathyrus sativus) o 13% mannitol a u hrachu setého (Pisum sativum) o 9% mannitol. Bhadra
a kol. (1994) pouzili u Vigna sublobata jako plazmolytikum taktéz roztok CPW doplnény
0 13% mannitol. Stejny plazmolyticky roztok byl pouzit i v této praci. Bez jeho pouziti klesla
hustota ziskanych protoplastii u genotypu Pisum elatius 1J 1794 o 3,24 x 10°/ml protoplasti,
u genotypu Lathyrus ochrus ATC81371 o 2,63 x 10°/ml protoplastl a u genotypu Lathyrus
clymenum NS-01 se bez preplazmolyzy protoplasty nepodatilo ziskat.

Dals$im podstatnym krokem pfi izolaci protoplastli je natraveni bunécnych stén v
enzymatickém roztoku. Ten se sklad4 z celuladz, pektolyaz a macerozymu. Jejich vyvazena
koncentrace zajistuje dostateCné natraveni bunécnych stén pro uvolnéni protoplasti

a minimalni poskozeni uvolnénych protoplastli. Pouzivané druhy enzyml se mohou vyrazné
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liSit svou enzymatickou aktivitou. Optimalni pro izolaci protoplastd hrachoru setého
(Lathyrus sativus) uvadéji Durieu a Ochatt (2000) smés 3% macerozymu R-10, 4% celulazy
Onozuka RS a 0,2% pektolyazy Y-23 a pro hrach sety 2% macerozym R-10, 5% celulazu
a 0,1% pektolydzu Y-23. Yan-Xiu a kol. (1995) pouzili pro Sesbania bispinosa smes 3,5%
celulazu Onozuka R-10, 1% macerozymu a 0,5% hemicelulazy.

V nasem ptipadé se u vSech tii pouzitych genotypl ukézala jako nejvhodnéjsi
kombinace enzyml 1% celuldza R-10 Onozuka, 0,1% pektolyaza Y-23 a 0,9% macerozym
R-10. Pii pouziti této enzymatické smési (ENZ 2) byla u izolovanych protoplasti vSech
genotypu ziskana nejvyssi hustota i zZivotnost.

Pti kultivaci protoplasti na nami zvolenych médiich (Y, Z) doslo u vsSech
do 8 dnli k plazmolyze. Médiu Y pouzili ve své praci 1 Yan-Xiu a kol. (1995). U Sesbania
bispinosa na tomto médiu zaznamenali tvorbu kalusu u 84 % protoplasti. Sotiriou a kol.
(2007) pouzili médium shodné¢ s médiem Z. Na tomto médiu zaznamenali regeneraci
protoplasti Ceratonia siligua. Durieu a Ochatt (2000) pouzili pii kultivaci protoplastl
hrachoru setého (Lathyrus sativus) a hrachu set¢ho (Pisum sativum) Gsp&€$né médium KM,
doplnéné o 0,1 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l ZEA a 1 mg/l NAA. Toto médium by mohlo byt pro

protoplasty genotypl pouzitych v této praci vhodné.
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7 Z.avér

Predkladana prace se zabyva mikropropagaci, izolaci protoplastt a jejich kultivaci

u genotypll Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius J1 1794, Lathyrus clymenum ATC81087,
Lathyrus clymenum NS-01, Lathyrus neurolobus 20080542 a Lathyrus ochrus ATC81371.

Zavérem lze konstatovat, ze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Byla vypracovana literarni reSerSe zaméfend na problematiku mikropropagace, izolace
protoplasti a jejich kultivace u Celedi Fabaceae se zaméfenim na rody hrach (Pisum

sp.) a hrachor (Lathyrus sp.).

Na zaklad¢ literarni reSerSe byly navrhnuty materidly a metody potencidlné vhodné
pro mikropropagaci, izolaci protoplasti a kultivaci protoplastovych kultur rod hrach

(Pisum sp.) a hrachor (Lathyrus sp.).

Byl stanoven postup pro zalozeni aseptické kultury s pomoci 36% roztoku piipravku
SAVO pisobiciho po dobu 40 min. Kli¢ivost semen pti tomto postupu byla 60% u
Pisum fulvum WL 2140 , 40% u Pisum elatius J1 1794, 90% u Lathyrus clymenum
ATC81087, 97% u Lathyrus clymenum NS-01 a 50% u Lathyrus ochrus ATC81371.

GA; nama vliv na kli¢ivost semen Lathyrus ochrus ATC81371.

Optimalnim kultivaénim médiem pro genotypy Pisum fulvum WL 2140, Pisum elatius
J1 1794 a Lathyrus ochrus ATC81371 bylo médium B2 (BAP 2,5 mg/l), pro genotyp
Lathyrus clymenum NS-01 to bylo médium B5 (BAP 5 mg/l).

Nejlepsiho zmnoZeni bylo dosaZeno pii nasledné pasazi celych explantati z médii B2

a BS na médiu OK (BAP 0,01 mg/l; IBA 0,01 mg/1).

Bylo stanoveno vhodné slozeni antibiotik v kultivaénim médiu pro odstranéni

vnitinich kontaminaci (ampicilin 400 mg/l; chloramphenicol 100 mg/1).

Pti koncentraci Alaru 85 1,5 mg/l byla zkacena délka internodii explantati

kultivovanych in vitro.
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9) Byl potvrzen pozitivni vliv preplazmolyzy na hustotu a Zivotnost protoplastli u
genotypl Pisum elatius J1 1794, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus clymenum
NS-01.

10) Optimalni enzymaticky roztok pro izolaci protoplasti z mezofylu genotypi Pisum
elatius J1 1794, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus clymenum NS-01 byl roztok
ENZ 2. Optimalni doba plsobeni enzymatického roztoku byla 14 h. Pfi pouZiti
preplazmolyzy bylo dosazeno u genotypu Pisum elatius JI 1794 hustoty protoplastl
(pfepotteno na 1 g svézi mezofylové hmoty) 4,60 x 10°/ml, u genotypu Lathyrus
ochrus ATC81371 hustoty protoplastt 3,50 x 10°/ml a u genotypu Lathyrus clymenum
NS-01 hustoty protoplastd 3,89 x 10°/ml. Pfi tomtéz postupu byla Zivotnost
protoplasti 61,84 % u genotypu Pisum elatius J1 1794 , 70 % u genotypu Lathyrus
ochrus ATC81371 a 71,12 % u genotypu Lathyrus clymenum NS-01.

11)Pro genotypy Pisum elatius J1 1794, Lathyrus ochrus ATC81371 a Lathyrus

clymenum NS-01 je potfeba optimalizovat metody izolace a kultivace protoplasti.
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PRILOHY



Textové prilohy

Ptiloha 1 — Slozeni média MS (Murashige a Skoog, 1962)

makroelementy mg/1 mikroelementy mg/1 vitaminy mg/1
MgSO, . 7TH,O 370 H;BO; 6,2  thiamin.HCl 0,1
KH,PO, 170  MnSO, . H,O 15,6 pyridoxin.HCI 0,5
KNO; 1900 'ZnSO,.7H,O 8,6  kyselina nikotinova 0,5
NH4NO; 1650 Na,MoO;, . 2H,0 0,25 myo-inozitol 100
CaCl, . 2H,0 440 CuSO,.5H,0 0,025 glycin 2
CoCl, . 6H-O 0,025
KI 0,83
FeNaEDTA 36,7
Priloha 2 — Slozeni roztoku CPW
makroelementy mg/1 mikroelementy mg/1
KH,PO, 27,2 KI 0,16
KNO; 101 CuSO;, . 5H,O 0,025
CaCl, . 2H,O 1480
MnSO, . 7TH,O 246
Priloha 3 — Slozeni roztoku PGly
makroelementy mg/1 mikroelementy mg/1 dalsi slozky g/l
KH,PO, 27,2 KI 0,16 glycin 11,15
KNO; 101  CuSO, . 5H,O 0,025 glukoza 18,016
CaCl, 1117,6 MES 0,5857
MnSO, . TH,O 246 mannitol 65,58
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Obrazové prilohy
Fot. 1: Klicici semena Lathyrus ochrus ATC81371

Fot. 2: Kli¢ici semena Pisum fulvum WL 2140
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Fot. 3: Explantaty Pisum fulvum WL 2140 po 4 tydnech kultivace na médiu OK
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Fot. 5: Explantaty Lathyrus ochrus ATC81371 po 4 tydnech kultivace na médiu OK
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Fot. 6: Explantaty Pisum elatius J1 1794 po 4 tydnech kultivace na médiu OKA
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Fot. 7: Explantaty Lathyrus ochrus ATC81371 po 4 tydnech kultivace na médiu OKA

Fot. 8: Bakterialni kontaminace v protoplastové suspenzi
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Fot. 9.: Plazmolyzovana burika po 8 dnech kultivace v médiu Y

Fot. 10.: Protoplasty Lathyrus ochrus ve fluotescencnim mikroskopu obarvené pomoci FDA

Autor: RNDr. Bozena Navratilova, Ph.D.
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