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In vitro rozmnoZovani javoru klenu
(Acer pseudoplatanus L.)

Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva vyuzitim in vitro metod pro rozmnoZovani
lesnicky vyznamného javoru klenu (Acer pseudoplatanus L.). V této praci je
vypracovana literarni reSerSe, kterd je potfebnd pro experimenty stouto metodou
vegetativniho rozmnozovani a rovnéz pro vyhodnoceni vysledki testovani, které trvaly
od bfezna do ¢ervna roku 2018.

Mikropropagace se sklada z n€kolika fazi. Vyzkum je zamé&fen na fézi sterilizace
a indukce. V téchto fazich jako zdroje materialu byly pouzity nodalni segmenty
s pupeny tohoto druhu, pochézejiciho z arboreta FLD v Kostelci nad Cernymi Lesy. Pii
indukéni fazi bylo pouzito MS a WPM médium s riznymi koncentracemi rostlinnych
hormonti — Thidiazuron (0,03 mg.L!; 0,06 mg.L "), Benzylaminopurin (1,0 mg.L!; 2,0
mg.L"), Kinetin (1,0 mg.L"!'; 2,0 mg.L"!") a Zeatin (1,55 mg.L'; 0,75 mg.L™).

Pii vyzkumu se podafilo kulturu zalozit, zvlast¢ pii pouziti WPM média
s Thidiazuronem. S vy$si koncentraci TDZ nartistala i uspéSnost indukce pryta, ale
v disledku vysoké miry kontaminace mnoho explantatu nepiezilo a nepodatilo se

kultury multiplikovat.

Klicova slova: Javor klen, mikropropagace, noddlni segment, sterilizace, Zivné

médium, organogeneze



In vitro propagation of sycamore maple

(Acer pseudoplatanus L.)

Abstract

This bachelor thesis deals with the in vitro micropropagation of maple sycamore
(Acer pseudoplatanus L.), a very important woody plant. This thesis includes a
literature review which was needed for the experiments based on the method of
vegetative propagation and as well as for the assessment of the results of the tests that
were taking place from March 2018 to June 2018.

In vitro methods consist of several phases. The research focused on sterilization
and induction phases, in which nodal segments with buds of this species coming from
the arboretum FFWS in Kostelec nad Cernymi Lesy were used as source material. The
media used in the stage of induction comprised the MS and WPM of different
concentrations of phytohormones - Thidiazuron (0,03 mgL’'; 0,06 mg.L"),
Benzylaminopurin (1,0 mg.L!; 2,0 mg.L!), Kinetin (1,0 mg.L!; 2,0 mg.L!) and Zeatin
(1,55 mg.L!; 0,75 mg.L).

The research was successful in establishing the culture especially when the
WPM medium containing Thidiazuron was used. A higher concentration of TDZ also
increased the success of shoot induction; however, a high degree of contamination

prevented many of the explants from surviving and the culture from multiplying.

Keywords: Sycamore maple, micropropagation, nodal segment, sterilization, nutrient

medium, organogenesis
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1 Uvod a cile prace

Javory (Acer spp.) zahrnuji velké mnozstvi stromt a kefl rostoucich v riznych
klimatickych podminkach po celém svéte, ale prevazné na severni polokouli. Podle
Niérodni inventarizace lesti provedené UHUL v roce 2011 — 2015, zaujimaly javory asi
4,2 % plochy lesnich i nelesnich pozemkd, pfi¢emz nejvice jsou rozsifeny javor horsky
(Acer pseudoplatanus), javor babyka (Acer campestre) a javor mlé¢ (Acer platanoides).
Jsou vysazovany podél silnic diky své velmi krasné koruné rtznych tvari a barev
podzimniho listi. V posledni dob€ je u nds rozsifené péstovani pivodnich asijskych
druht javord, jejichz mnozstvi kultivarti je cennymi solitérami v zahradach a parcich.
Velky ekonomicky vyznam javorti se pohybuje od vyroby dyh a dlouhotrvajiciho
masivniho nabytku az po vyrobu sladkého sirupu. Uplatnéni javorti v Ceské republice se
mize zvySovat vzhledem k soucasné klirovcové kalamité, pficemz vyznamné nartsta
zastoupeni listnacli. Narodni inventarizace lesii potvrzuje postupné snizovani podilu
jehli¢natych difevin ve prospéch dievin listnatych.

Paivodni jsou v Ceské republice pouze tii druhy rodu Acer spp. - Acer platanoides,
Acer campestre a Acer pseudoplatanus. Javor klen, spole¢né sjavorem mléfem ma
v Ceském lesnim hospodafstvi uplatnéni jako dfevina melioracni a zpeviujici. Dievo
klenu, zejména v Evropé, je pro své vlastnosti Siroce vyuZzivano ve stavebnim a
nabytkéarském pramyslu. Pro své resonanc¢ni vlastnosti se javory pouzivaji také k vyrobé
hudebnich nastrojii.

Mikropropagace se zdd jako vyhodnd metoda pro zachovdni vzicnych a
ohrozenych genotypt, mize vést k rychlému ziskani dostatecného mnozstvi rostlinného
materidlu a vzhledem k dnesni dobé, kdy se zvySuje poptavka po uslechtilych listnacich
je zvazeni in vitro metod zaddouci. Ale s mikropropagaci javoru klenu bylo dosaZzeno jen
omezen¢ho uspéchu. Je proto duilezité pokrocit v dostupnych technikach a studovat
nové, aby se zlepsila kvalita a mnozstvi druht javord. Klonovani buné¢nou, tkanovou a
dospélych listnatych stromt vybranych pro jejich Zadouci genetické vlastnosti nebylo

ve vétsi mife prozkoumano.
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Tato bakalarska prace se zabyvd mnozenim lesnicky vyznamného javoru klenu
pomoci in vitro metod. Cilem bylo vypracovat literarni reSerSi z literarnich zdroju,
vytvofit metodiku mnoZeni javoru klenu a pokusit se zalozit kulturu z dospélych jedinct.
Metoda in vitro 1 pfes svoji vysSi finan¢ni naroCnost je teoreticky pomérné dobie
zvladnutelnd, odzkouSend a u nds casto pouzivand metoda vegetativniho péstovani.
Avsak kazda rostlina ma své individudlni a specifické naroky na podminky in vitro

rozmnozovani, a proto tato cesta nemusi byt vzdy Gspésna.
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2 Literarni reSerse

2.1 Charakteristika rodu Acer

2.1.1 Systematické zarazeni a popis

Tabulka 1 - Systematické zarazeni (Novak a Skalicky, 2017)

Rise Rostliny (Plantae)
Podrise Cévnaté rostliny (7racheobionta)
Odd¢leni Krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida Dvoudélozné (Magnoliopsida)
Rad Mydelnikotvaré (Sapindales)
Celed Javorovité (Aceraceae)
Rod Javor (Acer)

Celed’: Aceraceae — javorovité

Do této celedi se fadi hlavn¢ opadavé jednodomé stromy, nékdy i kete. Listy
téchto dievin jsou vstficné, vétSinou jednoduché, dlanitolalocné, i dlanité slozené a
bezpalistnaté. Kvéty mohou byt v latach, hroznech nebo chocholicich a jsou funkéné
jednopohlavné. Pestik je zakrnély a sami¢i ty€inky s neotevirajicimi se prasniky.

Plodem javori je kiidlata dvounazka (Koblizek, 2006).

Obrazek 1 - Plod javoru klenu (autor)
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Rod: Acer — javor

Javory rostou hlavné v mirném a subtropickém pasu severni polokoule. Piivodni
jsou u nas pouze tii druhy rodu Acer. V Ceské republice je nejvice rozsifeny Acer
platanoides (javor mléc¢), ktery se nachazi v listnatych lesich a pro lesnické a
sadovnické ucely je velice vyznamny. Javor klen neboli javor horsky (Acer
pseudoplatanus) obyva horské lesy, je vysazovan v parcich a alejich jako okrasna
devina. V teplych oblastech roste Acer campestre (javor babyka). V Ceské republice
rostou i neptivodni druhy, jako jsou Acer tataricum, Acer saccharinum, Acer palmatum,
Acer japonicum, Acer ginnala a Negundo aceroides (Novak a Skalicky, 2017).

Zname asi 150 druhl javord stromovitého a ketfovitého vzristu, které rostou
prevazné na severoamerickém subkontinentu, ve vychodni Asii a v Evrop¢. Javory jsou
vyznamné alejové a parkové dieviny, také je péstujeme v zahradach. Casto se vysazuji
jako solitéry, zejména druhy s pestie zbarvenymi listy. Maji rady zivné, Cerstvé vlhké
pudy, slunnd nebo jen mirné zastinénd mista. Okrasné kultivary mizeme mnozit

ockovanim, jarnim roubovanim nebo fizkovanim v ¢ervnu a cervenci (Koblizek, 2006).

2.1.2 Autochtonni druhy

Bez ovlivnéni lidské ¢innosti vznikly aredly pfirozené, tedy ptivodni (primarni).
Z toho plyne, ze existuji i arealy nepiivodni, druhotné, které byly vyrazné pozménény v
disledku cCinnosti ¢lovéka. V ramci pltivodnich aredlli zname druhy autochtonni, tj.
danému uzemi vlastni, zde plivodni, a naopak druhy alochtonni, tj. v daném tzemi
nepuvodni, rozsifené mimo oblast svého primarniho vyskytu (Kincl a spol., 2006).

Jak uz bylo zminéno, na tuzemi Ceské republiky zname nékteré autochtonni
druhy javorii. Acer platainoides — javor mléény, ptirozené se nachazejici od severniho
polarniho kruhu ve Skandinévii pfes celou Evropu od Francie az po Kavkaz. Jeho
pfirozeny aredl nezasahuje do Stfedomoii a na Britské ostrovy, ackoliv se zde péstuje
(Burnie, 2007).

Javor mlécny, rostouci v nizSich polohach a na ptiznivych stanovistich vystupuje do 800
m n.m. Roste do vySky okolo 20 az 30 metrii. Jeho koruna je rozlozité a stinna. Borka je
podéln¢ rozbrazdénd a neodlupciva. Pétilalocné, zubaté listy jsou zelené na obou
stranach, vespod mirn¢ lesklé. V podzimnim obdobi se zbarvuji do Zluta, n¢kdy az do

cervena. Jak uz nazev javor mlény napovida, fapik roni mlékovitou tekutinu. Kvete
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jesté pred olisténim. Pfili§ nevyrazné kvéty jsou zlutozelené, sestavené v laté. Nejlépe
roste v hlubsich, zvlhlych ptdéach, ale dokéze snést i sucho. Je citlivy na zasoleni
(Hurych, 2003). Hospodaisky je to malo vyznamna dievina, ale u nas je spise péstovan
jako alejovy strom. Okrasné kultivary se vysazuji v parcich a zahradach. Sirup z mizy
tohoto javoru je kvalitnéjsi nez u jinych javori. Acer platanoides poskytuje vceldm
dobrou pastvu (Uradni¢ek a Madéra, 2001).

Dal$im ptivodnim stromem na naSem Uzemi je Acer campestre (javor babyka). Jeho
domovinou je Evropa a Mala Asie, vyskytuje se i v severni Africe (Burnie, 2007). Tento
maly az stfedn¢ velky strom dosahuje vysky od 15 do 25 metr. NejvétsSich vysek
dortsta v luznich lesich a naopak nejmensich (témét v kovité formég) v lesostepich. Ma
nepravidelnou, kulovitou korunu a ktivy, valcovity kmen. Jeho listy maji dlouhy fapik,
jsou vstficné a na podzim se barvi do zluta nebo Cervena. Kvéty, rostouci v pfimych
chocholicich, se objevuji az po olisténi. Plodem je dvounazka, kterd je mensi nez u
mléce. Babyka zacind plodit okolo 30. v€ku a semenné roky byvaji zpravidla
kazdoro¢né nebo kazdy druhy rok. Tato dfevina, co se tyce zastinu, je velmi tolerantni
oproti ostatnim javorim. V luznim lese roste na pudach s vysokou spodni hladinou
vody a v suchych doubravach s nedostatkem vladhy v 1été. Roste na Zivnych pudach,
Casto na sutovych a vapencovych podkladech. Je odolny vii¢i zasoleni, mrazu a nevadi
mu vedra a sucha. U nés se vyskytuje v oblasti luznich lesti a v teplych pahorkatinach.
Stejné jako pfedchozi javor, tak i javor babyka je hospodafsky téméf nevyznamny. Je
cenny jako medonosnd dfevina a v zahradnictvi se vétSinou nepouziva. Vysazuje se
hlavné pro méstské vysadby (Uradni¢ek a Madéra, 2001).

Poslednim autochtonnim druhem v CR je Acer pseudoplatanus, ktery bude popsan

v kapitole 2.1.4.
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2.1.3 Alochtonni druhy

Alochtonnich, tedy neptivodnich druhti je u nas spousta, a proto v této kapitole
zminim jen par z nich. Acer saccharinum — javor sttibrny, pochdzi ze Severni Ameriky.
Roste do vysky az 30 metrt. Listy jsou velice pestré, zespodu stiibfité Sedé a na podzim
se barvi do Zluta. Je nenaro¢ny, odolny vii¢i suchu. Je cenny zejména pro sadovnické
ucely (Hurych, 2003). Péstuje se zvlast¢ v parcich a rozlehlych zahradach. Nékteré
zem& ho vysazovaly jako alejovy strom. Byvd zaménovan pro podobnost latinského
jména s kanadskym javorem cukrovym — Acer saccharum (Vétvicka, 2001). Javor
cukrovy je dllezity pro mizu, ze které se vyrabi javorovy sirup a pro jeho trvanlivé
drevo. Pfirozen¢ se vyskytuje ve vychodni ¢asti Severni Ameriky (Burnie, 2007). Mezi

v

nejkrasn&jsi javory patfi javor Sedy (dcer griseum), pochazejici z Ciny. Péstuje se
jinych druht, takze je velmi tézko dostupny (Vermeulen, 1998).

Listy javoru jasanolist¢ho (Negundo aceroides) nejsou podobné listim vétSiny
javort. Jsou lichozpefené, 3 - 7Cetné se SpiCatymi listy. Jeho plvodnim aredlem je
Severni Amerika. Také z tohoto javoru se tézil cukr. DalSim zastupcem je javor tatarsky
(Acer tataricum), vyskytujici se ptirozené hlavn¢ v jihovychodni Evropé a v Malé Asii.
Je to dievina tolerujici nizké teploty (Vétvicka, 2001).

Dalsi zastupce pochazejici ze Severni Ameriky je javor Cerveny — Acer rubrum.
Co se tyce habitu, podoba se mléci, ale je fid$i a méné pravidelny. Ma napadné Cervené
kvéty. Nevyhovuji mu suché a vapenaté ptidy (Hurych, 2003).

Mezi vyznamné javory patii i javor dlanitolisty — Acer palmatum, péstovany
v parcich a zahradach. Osidluje predevsim podhorské a horské lesy Japonska, Koreje a
Ciny, kde dosahuje vysokého vzriistu okolo 8 metri. Je péstovan predev§im pro svij

nadherny vzhled, protoZe na podzim se jeho listy zbarvuji do Eervena (Stursa, 2016).
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2.1.4 Acer pseudoplatanus

Javor klen dosahuje velkych rozméri, roste do vysek az 40 metrii. Primér kmene
se pohybuje okolo 2 metri. Doziva se asi 400 let. Ma piimy kmen vélcovitého tvaru a
kosatou korunu. Kofenovy systém je srd€itého tvaru. Silné kofeny pevné zakotvuji
dfevinu v pidé. Vymladnost javoru klenu je dobra jen u mladych stromil. Acer
pseudoplatanus ma vstiicné listy s dlouhym fapikem, jsou dlanité péti¢etn¢ lalo¢naté a
az 20 cm dlouhé. V podzimnim obdobi listy Zloutnou nebo cervenaji. ZelenoSedé
letorosty maji zelené zbarvené pupeny. Klen kvete v jarnim obdobi v dubnu az kvétnu,
kdy soucasné skvetenim rasi listy. Kvéty jsou zlutozelené, uspotadané v nicich
hroznech. Plodem klenu je dvounazka, ale oproti nasim javorim ma vypoukld semena
(viz. Obr. 1). Ktidla dvounazek sviraji ostry thel. Zacina plodit po 25. roce. Tato nase
puvodni dfevina dobfe snasi stiedni zastin, avSak je naro¢na na pidni a vzdus$nou
vlhkost. Klen je vazdn na vlhka stanovisté, ale nesndsi stagnujici vodu. Pfi zaplavach
nevydrzi. V Ceské republice, jak znazvu vyplyva, obyva horskd mista s vysokymi
srazkami. Ma rad hluboké, humozni Cerstvé piidy s vyssim obsahem skeletu. Je soucasti
sutovych lest, kde se vyskytuje rovnéz s jasanem, bukem, jilmem horskym, lipou a
javorem mlééem. Roste na vapencovych sutich. Vadi mu mraz. U starych stromt se pii
mrazu tvofi mrazové trhliny jako napi. u buku. Klen obyva evropsky aredl, zejména
sttedni a jizni Evropu. Neroste vSak v severni a vychodni Evropé. U nas se nachazi
v niz§ich pohotich, kde stoupa do 800-900 metri. Ojedin€le roste i ve vysokych
polohéach, vystupuje v Krkonosich, Jesenikach a na Sumavé (Uradni¢ek a Madéra,
2001).

Muze byt povazovan za plevelnou dievinu, protoze semeni ve velkém mnoZzstvi.
Patii mezi uzitecné stromy. Je vysazovan piredevSim v parcich a stromotadich (Burnie,
2007).

Javor klen spolecné sjavorem mlécem maji v Ceském lesnim hospodarstvi
uplatnéni jako dfeviny melioracni a zpevilyjici, také jsou povazovany jako produkéni
dreviny. Javor klen je cenny zvlasté v technické formé. V naSich podminkach je klen
soucasti listnatych a smiSenych lesnich porostl, v podhorskych a horskych oblastech,
malo v pahorkatindch a ojedinéle v nizinach. Setkavame se s nim od kolinniho do
supramontanniho stupné. Acer pseudoplatanus je predmétem ceského lesniho
hospodaistvi piredevsim z divodt ekologickych, s ohledem na objemovou produkci a

jakost dfeva. S javorem mlécem jsou soucasti druhové skladby lesnich porosti v fadé
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hospodaiskych souborti. V nasich lesich se klen vyskytuje pievazné jednotlivé nebo
jako skupinové piimés ve smiSenych porostech. Pokud roste na pfiznivych stanovistich
je jeho produkce srovnatelna s produkei buku a jasanu. Dfevo klenu je sttedné tézké a
tvrdé. Snadno se opracovava, lesti, barvi a lakuje. Vyuzit je tedy v nabytkaiském
pramyslu a uméleckém truhlafstvi. Rovnéz se pouziva jako soucast hudebnich néstroji,
téz v soustruznictvi, fezbarstvi, sochafstvi. Javory jsou siln¢ ohroZovany okusem zvéie
v porovndni se Skodlivymi pfirodnimi vlivy, které na domaci javory tolik neplsobi
(Sindelat, 2000).

Pouze u javoru klenu miiZeme nalézt plodnice vieckovytrusné houby svrastélky
javorové (Rhytisma acerinum), kterd se vyskytuje na stanovistich s vice méné Cistym,

neznedisténym ovzdusim (Stursa, 2016).

Acer pseudoplatanus
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Obrazek 2 - RozSireni javoru klenu v Evropé
(http://www.euforgen.org/species/acer-pseudoplatanus/)
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2.2 Rozmnozovani rostlin

Vsechny organizmy maji moznost produkovat sobé podobné potomstvo. Tento
proces je nazyvan jako rozmnozovani, tj. schopnost reprodukovat se a tim zvétsit pocet
jedinct daného druhu. RozliSujeme dva zplsoby rozmnozovani: nepohlavni a pohlavni
(Slavikova, 2002).

Evolu¢né star$i a jednodussi je nepohlavni rozmnozovani a znéj se pozdéji

vvvvvv

rozmnozovani (Smarda, 2003).

2.2.1 Generativni rozmnozZovani

Generativni neboli pohlavni rozmnoZovéani znamend mnozeni dfevin pomoci
semena. Tento zplsob mnozeni je vyuzit pfedevsim pro ucely okrasného Skolkatstvi
(Vilkus, 2000).

Pokud mluvime o generativnim rozmnozovani krytosemennych rostlin, rostlinné
organismy maji pro rozmnozovani specifické pohlavni organy, v nichz se tvoii gamety
(pohlavni buniky). Tedy rozeznavdme samici a sam¢i pohlavni organy: pestik a ty€inky
(Novak a Skalicky, 2017).

Pii pohlavnim rozmnozovani vznikne novy jedinec. Embryo (zarodek) je
vyvinut dlouhym mitotickym délenim. Pohlavnim procesem se rozumi splynuti dvou
pohlavnich bunék (gamet), za vzniku zygoty. Pokud splynout gamety, jednd se o
oplozeni. Pfi oplozeni se chromozomy nespojuji, takze zygota ma dvojnasobny pocet
chromozomtl. Takovy pocet oznaCujeme jako diploidni a jeho polovicni pocet
oznacujeme jako haploidni. Zygota, jez vznikla splynutim dvou gamet, se dale podili na
rastu a vyvoji zarodku. Dale se zarodek vyviji v nového, kompletniho jedince. Gamety
téchto vzniklych jedinct se od sebe navzdjem lisi, vétSinou tvarove i funkéné. Samci
gamety maji generativni jadra pylovych lacek a sami¢i gamety jsou vaje¢né burky.
Nové vznikly jedinec neni totozny se zddnym ze svych rodicl, protoze generativni
rozmnozovani zajistuje promeénlivost jedincti druhu, tedy vznikajici jedinec je vybaven
souborem gent otce i matky. Generativni rozmnozovani se od vegetativniho lisi tim, Ze
pfi pohlavnim rozmnozovani neni nové vznikly jedinec geneticky shodny s rodi¢em

kviili genetické odlisnosti obou rodict (Slavikova, 2002).
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RozmnoZovani ze semen je ucelné jen kdyz jsou si alespont témét vSichni jedinci
potomstva navzdjem shodni v urcité kombinaci relativné stalych, vyznaénych znakd,
jimiz se odliSuji od jedinci populace jiného druhu, popt. odridy. Timto zpiisobem
mnozené dieviny se vétSinou udrzi v extrémnich a nepiiznivych ptirodnich podminkach
mnohem lépe nez dfeviny mnozené vegetativni cestou. Za dalsi vyhodu tohoto mnozeni
mizeme povazovat mens$i finanni naroc¢nost, zejména pfi masovém mnoZzeni dievin
(Walter, 1997).

Osivem nazyvdme semena pouzivand ve Skolkafstvi. Pfi pohlavnim
rozmnozovanim semenem je kladen velky diiraz na genetické vlastnosti mate¢nych
dievin. Kli¢ivé semeno vznikd zpravidla po oplodnéni. Semenem nelze mnozit kiizence
a odriidy okrasnych dievin, pokud chceme zachovat jednotny vzhled. Pouze nékteré
odridy cervenolistych javorid si zachovavaji své zbarveni. V praxi je osivo ziskdvano
pouze z uznanych porostii (Vilkus, 2000).

U rodu Acer je osivo ziskavano prostfednictvim shrabovéni cerstvé opadanych
plodt, a vSak plody vzacné€jSich stromil je mozno trhat rovnou z mateénich rostlin.
V lesnické praxi sklizime osivo pouze ze stromil semennych. Je doporuceno osivo
skladovat pod lesni hrabankou, po sklizni jej precistit, rozprostfit a nechat oschnout.
Osivo javoru klenu sklizime v zafi. Plody opadavaji zvlasté v fijnu. Kli¢ivost semen je

udavana v rozmezi 80-90 % (Walter, 1997).

2.2.2 Vegetativni rozmnoZovani

Oproti pohlavnimu rozmnoZovani je organismus vznikly nepohlavni cestou ze
somatickych bun€k zcela shodny s rodi¢em, tzn. ma s nim shodny genotyp. Jedinec je
vytvoten zoddélené¢ c¢asti rodiCovského organismu — tedy zbunék rodicovského
jedince. Tyto cCerstvé vznikld potomstva se nazyvaji klony (shodni jedinci). Mezi
zplisoby nepohlavniho rozmnoZovéani patii mnoZzeni prostfednictvim vegetativnich
organti (cibule, oddenky, hlizy, vyhonky atd.). Casti rostlin jako jsou stonek, list a kofen
maji schopnost zakofenit se, a proto jsou pouzivany pii mnozeni asexudlni cestou.
V lesnictvi, zeméd€lstvi a Slechtitelské praxi se usiluje o rozmnozeni co nejvyssiho
podtu geneticky shodnych jedinci, proto se pouziva napf. metoda fizkovani (Smarda,
2003).

Pouziti této rozmnozovaci metody je vyhodné zejména kvili rychlé reprodukei

rostlin v porovnani s generativnim mnoZenim. U fady rostlin a dfevin je vegetativni
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rozmnozovani jediny mozny zplisob mnoZzeni, napf. n€které zavlecené druhy mimo
oblast piivodniho rozsifeni se dokazi reprodukovat pouze prostfednictvim nepohlavniho
rozmnozovani. V ramci Ceské republiky se takto reprodukuje puskvorec obecny nebo
vodni mor kanadsky. V nepfiznivych ristovych podminkach kolem horni hranice lesa
rostou nékteré dreviny, které se mnozi vice méné jen vegetativni cestou. V praxi se
pouzivaji riizné metody, jak miizeme dfeviny rozmnozit nepohlavni cestou, tj. metoda
fizkovani, hiizeni, roubovani a zasadn€¢ moderni mnozeni v laboratotich prostfednictvim
explantatovych kultur (Kincl a spol., 2006).

Zpravidla mizeme rozliSovat nésledujici zplsoby asexualniho rozmnoZovéani:
déleni, regenerace a reprodukce pomoci specifickych rozmnozovacich télisek. Proces
déleni je znamy pro jednobunétné organismy. Regenerace je chapana jako schopnost
rostliny nahrazovat chyb¢jici Casti téla a do ni fadime jiz zminéné hfiZeni, okovani,
roubovani a in vitro (Novak a Skalicky, 2017).

Walter (1998) uvadi dalsi rozdéleni vegetativniho rozmnoZovani na piimé a
nepiimé. Do pifimého fadime napft. fizkovani a hiiZzeni a do nepifimého hlavné Stepovani

neboli roubovani.

Rizkovani
V zahradnictvi je fizkovani povazovano za nejpouZzivanéjsi zptsob vegetativniho
rozmnozovani. Je mozné mnozit dievitymi, bylinnymi nebo kofenovymi fizky.
Rozmnozovani bylinnymi fizky je zpisob méné pouzivany, ale za to mizeme mnozZit
timto zplsobem ovocné i okrasné stromy. Drievité fizky Spatné zakofenuji, ale tento
zpusob mnozeni se pouziva u okrasnych dievin, zvlasté u opadavych ke, jako jsou
Ligustrum, Cotoneaster a Acer negundo. Mnozeni kofenovymi tizky vyuzivame pfii
mnozeni maliniku, ostruziniku, lisky a dalSich. Pfi vSech zminénych typech je
doporuceno pouzit riistové stimulatory (Vilkus, 2000).
Javory jsou fizkovany v Cervnu (Acer palmatum), v bieznu, Cervenci a v piipadé

javoru stiibrného koncem srpna (Walter, 1998).

22



H¥iZeni

Existuji dva typy hfiZzeni: obycejné a paprskové. HiiZeni je mozné pouzit u
rybizu, meruzalky, Rhododendron, lisky, vinné révy apod. (Vilkus, 2000).

Tento zpisob mnozeni je charakteristicky pfedev§im tim, Ze vétvicka nebo
vyhon ziistdva spojeny s matecni rostlinou az do potiebného zakotenéni. Walter (1998)
uvadi i dalsi typy hiiZeni, tj. obloukovité (hfiZeni jednoletych nebo dvouletych vyhonkt
obloukovité¢ do zem¢), vlnovité, hadovit¢ nebo c¢inské. Posledni tii zplisoby jsou
pouzivany zejména k rozmnozovani dfevin s dlouhymi vyhony, které maji pnouci kete.
Hiizenim se diive bézné¢ mnozily druhy javord, jako jsou Acer negundo, Acer

saccharinum, Acer carpinifolium, Acer cappadocicum a jini (Walter, 1998).

Roubovani

Dalsim zptisobem nepohlavniho rozmnozovani je roubovani, pii kterém je
pfendSena c¢ast jednoletého vyhonku, nebo letorostu bez listl, ale s ocky (pupeny)
zroubu na podnoz. Roubovani rozliSujeme na ptedjarni, jarni a letni. V jarnich
obdobich mizeme dosahnout nejlepsich vysledkti. Na ujmuti roublt mé vliv hlavné
pocasi, napt. vitr, dést’ a snih (Vilkus, 2000).

Roubovani je forma vegetativniho mnoZeni, pii které je Slechténa odrida
identicka s mate¢nou rostlinou. Roubovdnim jsou zachovany vlastnosti rostliny.
V zésad¢ jsou znamy dva zplisoby roubovani. Prvni je metoda, kdy jsou pouzity vyhony
s jednim nebo né¢kolika oCky (pupeny). Druhym zptsobem je ockovani (okulace), pti
némz je vyuzit pouze jeden pupen (Klock, 2002).

Walter (1998) udava, ze §tépovani znamena spojeni roubu nebo ocka s podnozi —
dfevina, na kterou Stépujeme. Pnouci rostliny (plamének a podrazec) se nesnadno
mnozi, a proto se roubuji na vlastni kofeny. Technika St€povani je ze vSech vyse
druhy a kultivary, které nelze mnozit jinym zptisobem anebo jen nesnadno.

Vilkus (2000) piSe, Ze §tépovani je nejrychlejsi druh vegetativniho rozmnozovani.
Rostlina, na kterou $tépujeme, tedy podnoz je velmi dilezita ve spoustu smérech, tj. ma
snadno sriistat s roubem, dobfe se mnozit, ma byt zdrava a odolna vuci skiideiim a

chorobam.
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2.3 Explantatové kultury rostlin

Dle Petrii a Retovského (1956) je explantatova kultura ast rostlinného organizmu
izolovand za ucelem kultivace in vitro. Za explantat jsou povazovany semena, pletiva,
organy, spory a dalsi.

Prochazka a Sebanek (1997) popisuji explantatové kultury jako kultivaci jiz
oddélenych, izolovanych rostlinnych ¢asti, organii, buné€k, pletiv a protoplastl
v umélych podminkéch. RozliSujeme explantatové kultury zejména podle kultivovaného
explantatu nebo charakteru pletiva. Tedy jsme schopni rozlisit kultury izolovanych
semen, embryi a orgdnové kultury. Organové kultury jsou kultury organu, které se
dokazi mnozit prostfednictvim stonkd, kotfent, listli, meristémd a pupend, ale také
rovnéz prostfednictvim generativnich organti — poupata, kvéty, pestiky, ty€inky apod.
Orgéanové kultury délime na kalusové, bunécné a protoplastové. Tyto jednotlivé typy
vyse zminénych kultur od sebe lisSime zv1asté metodickou naro¢nosti pii zakladani.

Explantat je ¢ast pletiva nebo organu rostlinného druhu vznikla oddélenim neboli
izolovanim orgdnu matei'ské rostliny za urCitych aseptickych podminek, dale je
explantat pfenesen na vhodné kultivaéni médium, které je odlito do sklenénych nebo
plastovych nadob. Zivné médium umozituje nejenom déleni bunék, ale i riist explantatu.
Aby kultura méla moznost rozmnozit se, musi médium obsahovat mineralni Ziviny, cukr
(zvlaste ve formé sachardzy), vitaminy (thiamin, pyridoxin, myo — inositol), auxiny
(IAA, NAA nebo 2,4-D) a cytokininy (kinetin, benzylaminopurin — BAP, trans —
zeatin).

Rostlinné buriky, pletiva a organy jsou tzv. totipotentni, diky této schopnosti miize
rostlina riist a vyvijet se v aseptickych kulturach in vitro. Buiiky explantitu se béhem
nékolika dnli zacinaji neorganizované délit (organizované¢ déleni probiha
v meristémech) a tvofit kalus, ktery spociva v dediferenciaci bun¢k. Déleni je vyvolano
rastovymi regulatory — auxinem a cytokininem, nebo je kalus tvofen pii poranéni
pletiva dochazejicimu pti manipulaci s explantatem. Kalus mizeme vidét za normalnich
okolnosti v pfirodnim prostiedi, kde se tvofi pii poranéni, hojeni ¢i po infekci
Agrobacteriem (Lustinec a Zarsky, 2003).

Velky vliv na explantatové kultury ma nejenom kultivaéni zZivné médium, ale i
teplota, vlhkost, svételné podminky, fotoperioda a rovnéz i organy, ze kterych byl
explantat odebran, obdobi odbéru explantatu, kvalita donorové rostliny a genotyp. Po

umisténi explantdtu do kultiva¢nich podminek, nejprve zacne explantat reagovat na
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poranéni, ke kterému doslo pfi izolaci, poté reaguje na ztratu vlivu celistvé rostliny a
nasleduje reakce na kultivacni podminky. V hor§im piipadé muiize dojit k rychlému
odumfeni nebo pouhému piezivani explantatu bez ocekavanych zmén. Po izolaci
explantatu muize vznikat kalus — neorganizované rostouci pletivo. Pozdé€ji dochézi
k diferenciaci bun&k (Petrii a Retovsky, 1956).

organismus a timto procesem ziskat novou rostlinu, poptipadé vice rostlin. Tyto nové
vznikl¢ rostliny jsou totozné nebo naopak netotozné s donorovou rostlinou (= rostlina,
ze které byl odebran piivodni explantat). Tohoto cile je dosaZzeno navozenim
morfogeneze ¢i regenerace v pletivech. V ptipad¢ nové vzniklych orgénd, nebo 1 celého
jedince, probéhne v diferencované bunice dediferenciace a nasledné opét diferenciace,
kterd se ale lisi od té pfedchozi. K tomuto procesu dojde bud’ ptimo, kdy vznika nova
struktura rovnou z dediferencovanych bunék nebo nepiimo, to znaci nejdiive vytvoreni
neorganizované rostouciho pletiva — kalusu, vnémZz probihd diferenciace. Na
dediferenciaci a diferenciaci maji velky vliv rostlinné hormony. RozliSujeme
organogenezi, pfi¢emz se vytvari organy jako jsou kofeny, pryty, listy a pohlavni
organy, dale somatickou embryogenezi (ze somatickych bunék se vytvaii embrya) a
pylovou embryogenezi-vznikaji zarodky znezralych pylovych zrn (Prochazka a

Sebanek, 1997).

2.3.1 Mikropropagace

Nepohlavni rozmnozovani rostlin prostfednictvim kultur izolovanych meristému
je oznaCovano terminem mikropropagace. Meristémové  kultury  slouZici
k vegetativnimu rozmnoZzovani rostlin z izolovanych meristemtl, které jsou ziskavany
z apikélnich a lateralnich pupenti, dokazou stvofit celou rostlinu. Rozdil od tkanové
kultury spociva v pouziti jednoduchych medii bez fytohormoni regulujicich tvorbu
kalusu — v organové kultute se kalus netvofi. Mikropropagace se lisi od kalusovych
kultur pfedev§im potomstvem, které je v ptipadé¢ mikropropagace homogenni (Lustinec

a Zarsky, 2003).
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Vyznam a vyuZiti mikropropagace

Laboratorni metody in vitro (,,ve skle®) jsou vyuzity k rychlému vegetativhimu
mnozeni (klonovani) vyuZzivajici pouze nékteré ¢asti matefskych rostlin. Touto metodou
nepohlavniho rozmnoZovani se vSak velmi rychle S§ifi choroby, zvlasté virové
(Chloupek, 2008).

Soucasné lesnictvi ma predevsim cil zachovat ,pfirodé blizké* lesni biotopy,
jejichz druhova skladba by me¢la byt s interakci se stanoviStnimi pomeéry, tedy cilem
neni obnova piivodni dievinné skladby lesniho prostfedi. V tomto ptipade je dilezité
zajistit kvalitni sadebni materidl, a hlavné zajistit odolné odrtidy, které musi spliiovat
pozadavky stoupajici poptdvky po dievé. Kvalitni materidl Ize ziskat
mikropropagaénimi technologiemi in vitro — rychlym namnozenim rostlinného
materidlu. Tak nase soucasné lesnictvi mlize zachrénit i siln¢ ohrozené a cenné druhy.
Rovnéz cilem moderniho zemédélstvi je vytvorit vysokoprodukéni a odolné odrudy
zemé&délskych plodin (Mala, 2010).

V této dobé se zvysuje potieba vétsiho zastoupeni listnatych stromd. Kromé uz
diive hodné péstovaného buku a dubu je zajem i o jiné uslechtilé listnace, ke kterym
fadime rtizné druhy rodu Tilia, Fraxinus, Alnus, Sourbus, Ulmus, Prunus, Carpinus,
Betula, Juglans, Pyrus, Malus a hlavné Acer. Tento nadpad mize piispét k vetsi stabilité
lesnich porostl, ke zvySeni produkce dieva a tim ke zvySeni hodnoty dieva na trhu.
Metody in vitro mohou pomoci vypéestovat v kratkém case rychle rostouci rezistentni
genotypy, které jsou dobie prizplisobené klimatickym a pidnim podminkdm. Tyto
technologie zajisti stabilitu lesnich porostii a vysokou produkci vysoce hodnotnych

drevnich sortimentd (Chalupa, 2001).
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2.4 Vegetativni rozmnoZovani javori pomoci in vitro metod

Pokud chceme rozmnozit rostlinu v in vitro podminkach, potiebujeme specidlni
vybaveni explantatového pracovisté. Je pozadovan prostor pro myti skla a dalSich
pomucek (dfezy k myti skla, zdroj vody), prostor pro pfipravu a sterilizaci médii
(prostory ke skladovani chemikalii, autoklav, digitalni pH metr, lednice, mraznicka),
déle skladovaci prostory na chemikalie a sklo, prostor pro ockovani s aseptickymi
lamindrnimi boxy, kultiva¢ni mistnost a také sklenik (Hradilik, 2005).

Jestlize chceme uspésné zvladnout kultivaci explantatovych kultur je nutné zajistit
sterilitu rostlinného materialu (explantatu), zivnych médii a prostiedi, ve kterém se jsou
organové kultury péstovany. Pfi¢inou kontaminace plisnémi a bakteriemi je praveé
nedostate¢na nebo Spatnad zvladnutelnost sterilizace. Pokud neni explantatova rostlinna
cast zbavena téchto kontaminaci, mnozi se v kultiva¢nim médiu a obvykle je timto
explantat poskozen a nasledné je zapotiebi zlikvidovat cely obsah nadoby. Je potiebné
sterilizovat kultivaéni prostor, popf. ockovaci mistnost prosttednictvim ultrafialového
zafeni. Ockovaci prostor se sterilizuje otfenim boxu 95% etanolem za pfitomnosti
proudéni vzduchu. Pouzivané kovové nastroje a sklo mulzeme sterilizovat
v horkovzdus$ném sterilizatoru. Veskeré¢, takto sterilizované pfedméty je vhodné uzaviit
pomoci alobalu. Nastroje, které byly touto metodou sterilizovany, se pii praci
pravidelné opaluji nad plamenem kahanu po pfedchozim ponotfeni do 95% etanolu.
Sterilizovani zivnych roztokli se provadi v autoklavu. Autoklav je tlakova nadoba, ve
které je zivny roztok sterilizovan horkou parou za zvySeného tlaku. Tato forma
sterilizace je provadéna pfi teploté 121 °C a pretlaku 100 kPa po dobu, kterd zavisi
pouze na objemu medii (Kovac, 1992).

Hradilik (2005) prezentuje, Ze pokud nemdme k dispozici autokldv, je mozna
sterilizace v zavarfovacim hrnci pii 95°C po dobu 15 minut. Sterilizaci zivnych roztokl
lze provadét i prostfednictvim filtrace. Pokud chceme realizovat sterilizaci zivného
roztoku, musime zavfit nddobu uzdvérem, napf. uzavérem vytvofenym z alobalu. Je
zminéna piedev§im dulezitost povrchové sterilizace organu napi. 0,5% chloridem

rtutnatym nebo 70% etanolem.
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Zakladem k vytvoreni této kapitoly byly zdroje Mahesh (2009), Pollard a Walker
(1990) a Kovac (1992).

Mikropropagaci mizeme Clenit do Ctyft fazi:

o Stadium 0: vybér a sterilizace mate¢né rostliny

o Stadium 1: odvozeni aseptické kultury

o Stadium 2: faze proliferace explantitové kultury (tvorba adventivnich

pryti)

o Stadium 3: zakofefniovani in vitro

o Stadium 4: zakofenovani in vivo a aklimatizace

Do soucasné doby byly vyvinuty nékteré techniky in vitro rozmnozovani

pro nékolik Acer druht, a to A. platanoides (Durkovi¢, 1996), A. pseudoplatanus
(Wilhelm, 1999), 4. palmatum (Fernandez-Lorenzo, 2000), A. platanoides (Sediva,
2009), A. grandidentatum (Bowen-O’Connor, et al., 2007) a dal$i. Na nasledujicich

strankach budou zminény techniky in vitro téchto a dalSich autora.

Tabulka 2 - Prehled autorii a jejich technik

Sterilizace
Autor Druh Doba odbéru] Typ explantatu Koncentrace &inidla | Doba plsobeni
axilarni pupeny, | 0,4% roztok chinosolu 30 min
Durkovi¢ (1996) Acer platanoides listové kotouce, 0,1% roztok chloridu 15 - 30 min
fapiky, fizky rtutnatého
terven segmenty s jednim
Bowen-O’Connor, et al. (2007) Acer grandidentatum Nutt. Hien nebo dvéma chlornan sodny 5 min
! pupeny
nodalni segmenty s
Sediva (2009) Acer platanoides axilarnimi a 2,5 % chlornan sodny 30 min
apikaInimi pupeny
semena 3% roztok chlornanu .
N , 10 min
Wilhelm (1999) Acer pseudoplatanus z4fi (hypokotyly, sodného, 105
radikule, plumule) 70% ethanol
. .. . i axilarni a apikalni 70% ethanol, 1 min
Lindén a Riikonen (2006) Acer platanoides unor P 0 , .
pupeny 0,5 % chlornan sodny 20 min
Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a zafi segmenty vétvi 70% ethanol, 30s
o . Acer palmatum USRI , :
Gutiérrez-Araujo (2000) duben axildrni wyhonky | 0,8 % chlornan sodny 15 min
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2.4.1 Stiadium 0: Vybér a sterilizace mateiské rostliny

Pied zahajenim mikropropagace je vybér matecné rostliny velmi rozhodujici.
Me¢li bychom piesné znat ptivod mate¢né rostliny. Je vhodné vybrat vychozi rostlinu
bez jakékoliv choroby kviili snizeni kontaminace kultury. Uspéch a riist explantatu je
ovlivnén obdobim, kdy je explantat odebran (podzim nebo jaro). Nejlepsich vysledk je
dosazeno, pokud je explantdt odebran z mate¢né rostliny v aktivnim procesu ristu.
Urcité rastové parametry lze zlepsit pfedbéznou tpravou mateiského explantatu pred

zahdjenim celého procesu.

2.4.2 Stadium 1: Odvozeni aseptické kultury

Prvnim krokem je vybér vhodné dfeviny, ktera bude pouzita k odbéru urcité jeji
casti (explantatu). Cilem této etapy je umistit vybrané explantaty do kultury, vyhnout se
kontaminacim a poskytnout prostiedi pro podporu produkce pryti. Je nutné explantat
povrchové dezinfikovat, tj. oplachnuti materidlu vodou a nadale aplikace dezinfek¢nich
¢inidel. Dezinfekéni roztok ma za tkol zni¢it mikroorganismy ptitomné na povrchu
explantatu. Nejvice se pouzivaji dezinfekeni €inidla jako jsou: chlorové vapno, 10-15%
roztok SAVO Super a Chloramin B, ale také je doporuceno pfidat do dezinfek&niho
roztoku par kapek Jaru nebo Tweenu-20. Po sterilizaci je vhodné ponofit explantat do
destilované vody. Ty konce explantatu, které jsou poskozené, odstranime skalpelem a
upravime do pozadované velikosti. Po tomto procesu je explantat umistén do kultiva¢ni
nadoby, kde se nachézi ztuhlé nebo tekuté médium.

Durkovi¢ (1996) mnozil Acer platanoides. Materialem pro tuto kulturu byly
pouzity axilarni (0zlabni) pupeny, listové disky, fapiky a fizky zjednoletych a
dvouletych sazenic javoru mléce. Materidl byl dezinfikovan 0,4% roztokem fungicidu
chinosilu (30 min) a poté byla provedena povrchova sterilizace v 0,1% roztoku chloridu
rtutnatého (15-30 min). Dale byly pfidany kapky Tweenu-20. Nasledné byl explantat
omyt sterilni destilovanou vodou a umistén na WPM (Lloyd a McCown, 1980) a MS
(Murashige a Skoog, 1962) zivné médium.
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Bowen-O’Connor, et al. (2007) se =zabyval rozmnozovanim Acer
grandidentatum Nutt. Materidl (apikdlni pupeny) byl odebran z dvouletych sazenic
tohoto druhu javoru. Dfevina byla rozdé€lena na apikélni (terminélni), stfedni a bazalni
Cast podle vysky dfeviny. Explantity byly povrchové sterilizovany promytim pod
tekouci vodou (2 min) a rovnéz byly ponotfeny do roztoku chlornanu sodného (35%
Clorox) se sterilni deionizovanou vodou a nékolika kapkami myciho prostfedku —
Proctor and Gamble, Cincinnati, OH. Po povrchové sterilizaci nasledovalo umisténi
explantatu na MS, LS (Linsmaier and Skoog, 1965), DKW (Driver and Kuniyuki, 1984)
a WPM médium.

Pomoci techniky in vitro byl mnoZen javor mlé¢ (Sediva, 2009). Vyhonky Acer
platanoides L. ‘Jirka® byly odebrany z pétiletého stromu. Nodalni segmenty byly
povrchové sterilizovany v 2,5% chlornanu sodném s ptidavkem 2 kapek Tweenu-20 po
dobu 30 minut. Nasledn¢ se explantat tfikrat proplachnul ve sterilni deionizované vode¢.
In vitro kultura byla vytvofena z nodalnich segmentt s axilarnimi a apikalnimi pupeny.
Explantaty byly pfesunuty na WPM médium.

Wilhelm (1999) se zabyvala mikropropagaci javoru klenu s pouzitim TDZ. Jako
zdroj materidlu byla pouzita semena, kterd byla namacena ve vodé po dobu 12 hodin.
Povrchova dezinfekce byla provedena dvakrat po sobé 3% roztokem chlornanu sodného
po dobu 10 minut. Nasledovalo oSetfeni 70% ethanolem (10 s) a potom byl material
tiikrat omyt sterilni vodou. Po dezinfekci byly svrchni vrstvy semene odstranény a
embrya byla rozfiznuta do plumuli, hypokotyli a radikuli. Poté byly explantaty
pfemistény do 25 ml MS médii.

Lindén a Riikonen (2006) se vénovali u¢inku BAP, TDZ a vybéru typu
explantatu u javoru mléce (Acer platanoides). Z jednoro¢nich letorosti javoru mléce
byly vybrany apikélni a axilarni pupeny. Tyto explantaty byly povrchov¢ sterilizovany
v 70% etanolu (1min) a nasledné byly omyty ve sterilni deionizované vod¢. Dale se
material opét dezinfikoval v roztoku 0,5% chlornanu sodném (20 min) a tfikrat omyl ve
sterilni deionizované vodé. Pomoci mikroskopu byly v aseptickém prostiedi vyfiznuty

wvewr

obsahujicich 10 ml WPM média.
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Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) mikropropagovali
podnoz Acer palmatum. Materidl byl odebran z vyhonkt ctyfletého podnoze tohoto
javoru. Jako zdroj explantatu pro Ucely mikropropagace byly ziskany segmenty
letorostd a axilarni vyhonky. Omyté segmenty byly ponofeny do fungicidniho roztoku
kaptanu (angl. captan) a benomilu. Dale byly segmenty umistény do néadob
s destilovanou vodou a poté byly zavedeny do kultiva¢ni mistnosti pfi teploté 24 °C a
relativni vlhkosti 80 %. Po 14-21 dnech byly ocisténé segmenty pouzity jako zdroj
explantatu. Explantaty byly zbaveny listi a jejich povrch byl dezinfikovan postupnym
ponofenim do 70% etanolu (30 s) a v 0,8% chlornanu sodném (15 min). Nasledovaly 3

oplachnuti ve sterilni destilované vodé. Kultivace probé¢hla na WPM médiu.

Kultivaéni podminky umoznuji pfedev$im riist a vyvoj explantatu. Zahrnuji
médium, ze kterého rostlina Cerpa energii, vyzivu a regulacni latky. Déle k nim patfi
svételny rezim zahrnujici intenzitu, kvalitu svétla a fotoperiodu. Diilezitou roli ma i
teplota a plynna fize uzavieného kultivaéniho prostiedi (Prochazka a Sebanek, 1997).
Paquereau-Trapy a Guern (1983) zjistili v ramci bunécné kultury javoru klenu, ze pro
déleni bun¢k je potiebna vyssi koncentrace 2,4-D pii nizsi teploté (16°C) nez pfi teploté
vyssi (25°C).

Rozhodujicim faktorem pro GspéSnost kultivace je také vhodné zvoleni média.
Zivné médium by mélo pln& zajistit vyzivu explantatu, jeho rist i vyvoj. George et al.
(2008) pise, Ze pro zdravy a energeticky rist je tfeba, aby rostliny pfijaly relativné velké
mnozstvi nékterych anorganickych prvki (tzv. hlavnich Zivin rostlin) — ionty dusiku,
drasliku, vapniku, fosforu, hotciku a siry a mald mnozstvi dalSich prvkl — Zelezo, nikl,
chlor, mangan, zinek, bér, méd’ a molybden. Kultivaéni média jsou tedy tvofena
roztoky nasledujicich slozek:

e Makroelementy,
e Mikroelementy,
¢ zdroj uhliku,

e vitaminy,

e aminokyseliny,

e rustové hormony,

e latky pouzivané pro zpevnéni médii (Mahesh, 2009).
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V soucasné dobé se nejvice pouzivaji média pro in vitro rozmnozovani dievin,
kterd se od sebe lisi hlavné jejich sloZenim, narocnosti piipravy a pouZzitim a to jsou:
Murashige and Skoog (MS), Linsmaier and Skoog (LS), Woody Plant Medium (WPM)

a dalsi.

Tabulka 3 - Porovnani slozeni MS a WPM média (Ali et al., 2009)

MS médium | WPM médium
Komponenty
mg/L mg/L
dusik:
Dusi¢nan amonny 1650 400
Dusi¢nan draselny 1900 -
Dusi¢nan vapenaty - 96
sulfaty:
Heptahydrat siranu horecnatého 370 370
Siran draselny - 990
Dihydrat chloridu vapenatého 440 96
FosforeCnan draselny 170 170
cheldtové Zelezo:
Heptahydrat siranu Zeleznatého 27,8 27,8
Kyselina ethylendiamintetraoctova 37,3 37,3
mikroelementy:
Monohydrat siranu manganicitého 22,3 22,3
Heptahydrat siranu zine¢natého 8,6 8,6
Hexahydrat dusi¢nanu zine¢natého - -
Kyselina borita 6,2 6,2
Jodid draselny 0,8 -
Dehydrat molybdenanu sodného 0,25 0,25
Pentahydrat siranu médnatého 0,02 0,25
Hexahydrat chloridu kobaltnatého 0,02 -
organické latky:
Myo-inositol 100 100
Glycin 2 2
Pyridoxin hydrochlorid 0,5 0,5
Kyselina nikotinova 0,5 0,5
Thiamin 1 1
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Makroelementy
prvki: dusik, fosfor, vapnik, hoi¢ik, siru a draslik. Uhlik, vodik a kyslik jsou Cerpany
z prostfedi. Koncentrace kazdého prvku je =zéavisla na formulacich wurcenych
pro morfogenezi. Koncentrace prvki nad 0,5 mM.L' patfi mezi makro prvky a
koncentrace pod 0,5 mM.L! se fadi mezi mikro prvky. Dusik je potfebny pro syntézu
aminokyselin, proteini a nukleovych kyselin. Véapnik je dilezitym komponentem
bunécéné stény. Hoic¢ik je klicovy komponent chlorofylu a fadi se mezi prvky
fotosyntézy (Mahesh, 2009).

Kova¢ (1992) uvadi, ze zivné médium by mélo obsahovat okolo 25-60 mM
anorganického dusiku. Nitraty jsou dodavany do média v koncentraci 25-40 mM,

amonium 2-20 mM, draslik 20-20 mM a forfor, hoic€ik, sira a vapnik v rozsahu 1-3 mM.

Mikroelementy

Do kultivacnich médii jsou pfidany mikroelementy: Zelezo, mangan, zinek, bor,
méd’, molybden a rovnéz kobalt, jod, sodik a chlér. VétsSina mikroelementti (Fe, Mn, Zn,
Cu, Co) jsou slozky proteinli rostlinnych bunck s metabolickym vyznamem a maji
urcitou funkci v chloroplastech. Mangan je pouzit v koncentraci mezi 25 a 150 mM.
Pfitomnost manganu miize pomoci zvysit po€et pupent na explantatu. Mnoho vyzkumu
se hlavné zaméfuje na vyznam Zeleza v kultivaénim médiu, protoze Zelezo je nezbytny
prvek (Mahesh, 2009).

Me¢d’ a kobalt se dodavaji v koncetraci 0,1 pM, Zelezo a molybden 1 pM, jod 5
uM, zinek 5-30 uM, mangan 20-90 uM a bor 25-100 uM (Kovag, 1992).

Zdroj uhliku
Kultivaéni média obsahuji obvykle i sacharidy nahrazujici uhlik, které rostlina
za normalnich podminek fixuje z atmosféry prostiednictvim fotosyntézy (George et al.,
2008). Nejcastéji je pouzivana sacharéza jako zdroj uhliku, vyjimecné glukoza a
fruktéza. Obvykle se sachar6za dodava do média v 2-3% mnozstvi (Hradilik, 2005).
Mabhesh (2009) piSe, Ze v médiich jsou pouzity i jiné sacharidy jako maltéza a
rafindza, ale Kovac (1992) dokazuje, Ze tyto sacharidy nejsou tolik efektivni

v porovndni se sachar6zou a glukézou.
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Vitaminy

Rostlina je schopna sama syntetizovat vitaminy, které jsou nezbytné k jejimu
ristu a vyvoji. Rozeznavame thiamin, kyselinu nikotinovou, pyridoxin a myo—inositol.
Thiamin je dodavan do médii v koncentraci 0,1 az 10 mg.L! a je pro rist organovych
kultur nepostradatelny. Kyselina nikotinova a pyridoxin se do médii pfidavaji, ale
nejsou tak potfebné jako predchozi vitamin. Kyselinu nikotinovou pifidavame
v mnozstvi 0,1 — 5 mg.L'! a pyridoxin 0,1 — 10 mg.L"!. Myo-inositol se nachazi ve
vetsing kultivaénich médiich v koncentraci 50 — 5000 mg.L-! . V Zivnych mediich se
mohou vyskytovat i dal§i vitaminy (biotin, kyselina listovd, kyselina askorbova,

kyselina pantotenova, riboflavin), ale jejich pfitomnost neni nezbytna (Kovac, 1992).

Aminokyseliny

Hradilik (2005) definuje aminokyseliny jako operativni zdroj dusiku, ktery je
rostlinnym explantatem rychle vyuzivan a jejich pfitomnost stimuluje rast explantatu.
Za aminokyseliny povazuje napt. glycin, L-glutamin a L-asparagin v mnozstvi do 100
mg.L !, PHi vy$Sich koncentracich mohou tyto aminokyseliny inhibovat riist rostlinného

explantatu.

Riistové hormony

Prochazka a Sebanek (1997) uvadi, Ze rastové regulatory se nepfidavaji do
pfipravovaného média piimou navazkou, ale pomoci zasobnich roztokd. Ty jsou
uchovavany po urcitou dobu pii snizené teploté (okolo 0-4 °C). Cely kultiva¢ni proces
mize probc¢hnout na médiich, kde se vychozi obsah rostlinnych regulatorti neméni.
Casto se viak hormony kvantitativng i kvalitativné méni v prib&hu kultivace. Jiné
sloZeni je pouzito napft. pro indukci kalusu, pro zakofenéni regenerovanych pryt apod.
Auxiny se do média pfidavaji hlavné v kombinaci s cytokininy. Pfitomnost auxint
podporuje indukci kalusu, stimuluje bunécné déleni, dlouzivy rlst a bunécnou
diferenciaci, dale stimuluje tvorbu adventivnich kotent.

Lustinec a Zarsky (2003) pise, Ze hlavnim auxinem je kyselina indol-3-octova
(IAA), déle v rostlinach byly zjistény i dal$i auxiny — kyselina indol-3-maselnéd (IBA),
kyselina 4-chlorindol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova. V praxi se pouziva
spiSe NAA a 2,4-D.
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Cytokininy podporuji indukci tvorby prytl, stimuluji bunééné deéleni, stimuluji
tvorbu pupend a zabranuji starnuti pletiv. Zname vice nez 30 pfirozenych cytokinint
(adenin, zeatin a v praxi nejcastéji pouzivany kinetin a BAP).

Gibereliny stimuluji dlouzivy rist bun¢k v nadzemnich orgdnech, stimuluji
kliceni semen a ovliviiuji pohlavi kvétd. Kyselina abscisova (ABA) rastové procesy
naopak inhibuje, urychluje opad listi, kvéti a plodd, vyvolavd dormanci pupent, semen
a hliz, urychluje starnuti pletiv, vyvolava uzavieni priduchd. Etylen je jediny plynny
fytohormon, ktery stimuluje dozravani nékterych plodi, urychluje starnuti pletiv a tim
vyvolavd opad listl, kvétd a plodd. Brassinosteroidy pfi nizkych koncentracich
stimuluji rist a zvy$uji odolnost rostlin proti suchu a nizké teploté (Lustinec a Zarsky,
2003).

Prochazka a Sebanek (1997) pise, Ze brassinosteroidy piisobi spise ex vitro na

prodluzovani stonkti a morfogenezi. V kulturdch in vitro nenasly $ifs$i uplatnéni.

Latky pouZivané pro zpevnéni média

Pro ptipravu médii se vétSinou pouziva gelizujici agar. Je-li smichén s vodou, je
schopen se preménit v gel pfi teploté az 100 °C, ktery tuhne uz pti 45 °C. Tuhost tohoto
gelu je predevsim zéavisla na pH média, druhem a mnozstvim agaru. Agar se obvykle
dodéva do média v koncentraci mezi 0,5 a 1 % pro polotuhd média a 2 % pro tuha
média. Difco Bacto Agar se fadi mezi nejpouzivanéjsi a nejefektivnéjsi agary (Mahesh,
2009).

Kovac (1992) piSe o dilezitosti Cistoty pouzivaného agaru. Tento gel obsahuje
vapnik, hoicik, draslik a sodik. Necistoty miizeme limitovat namocenim agaru do
redestilované vody po 24 hodin, poté proplachnutim v etanolu a nasledném vysuSenim.
Ke zpevnéni média je mozné rovnéz pouzit i agardzu, Phytagel a Gerlite (1,25 - 2,5

g.Lh).
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2.4.3 Stadium 2: Faze proliferace explantatové kultury

Hlavnim cilem této etapy je namnozeni explantatd. Rostlinny materil
z predchoziho stadia je opakované pasdzovan na zivné médium, pfiemz se zvySuje
pocet explantati v kultufe. Tento proces mnozeni trva az do dosazeni pozadovaného
poc¢tu explantatli. Mnohondsobné pryty jsou oddéleny a transplantovany na nové
kultivaéni médium. Pryty se subkultivuji kazdych 2-8 tydnt. Multiplikace zahrnuje
Ctyfi pouzivané metody, jako jsou: multiplikace zprostfedkovand pomoci tvorby kalusu,
multiplikace prostfednictvim adventivnich prytt nebo apikélnich a axilarnich pryta, ¢i
prostiednictvim piimé nebo nepiimé embryogeneze. Adventivni pryty vznikaji z jinych
zakladi nez z axilarnich pupend a vrcholovych meristémi. Adventivni pryty mohou
vznikat ze stonku, listdl, hliz, cibuli a dalSich. Vznik kalusu pfedstavuje stupenn mezi
vychozim explantitem a nov¢ vzniklou rostlinou v procesu nepfimé organogeneze.
Mikropropagace piedstavuje opakované pasazovani adventivné vzniklych organi, které
znovu produkuji adventivni orgény. Orgény jsou poté pievedeny do dal§iho stadia
k zakofenéni a vytvoreni celé rostliny.

Durkovi¢ovo (1996) WPM a MS kultivaéni médium bylo doplnéno bacto
agarem (6-7 g.L'!), sachar6zou (20 g.L'') a kombinaci 1,0 mg.L"! BAP s 0,05 mg.L!
NAA nebo KIN (0,1; 0,5; 1,0 a 2,0 mg.L!). Média byla autoklavovana po dobu 20
minut pii teploté¢ 121°C. Kultury byly pfesazovany v pravidelnych intervalech (kazdé¢ 4
tydny) na dalsi zivné médium.

Bowen-O’Connor, et al. (2007) pii in vitro rozmnozovani Acer grandidentatum
Nutt. pouzil 4 typy médii — MS, LS, DKW a WPM. DKW médium bylo doplnéno o
TDZ (0,00022; 0,0022 a 0,022 mg.L!). Piitomnost TDZ zpusobila buné&éné déleni,
nikoliv prodlouzeni bun¢k. Pryty byly déle pfemistény na dal$i média obsahujici zeatin
(2,20; 3,50; 4,40 a 6,00 mg.L"). Co se tyce slozeni médii, DKW médium obsahovalo
nékteré nutrienty, které ostatni média postradaji nebo maji niz§i koncentraci.
V porovnani s WPM médium, DKW ma vyssi koncentraci nékterych makroelementd,
jako jsou siran draselny a dusi¢nan vapenaty. DKW déle obsahuje i dusi¢nan zine¢naty

a siran nikelnaty, zatimco ostatni testovand média jej neobsahuji.
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Tabulka 4 - Porovnani slozeni DKW a MS média (Van Sambeek and Preece, 2007)

Komponenty MS médium | DKW médium
g/L g/L
dusik:
Dusi¢nan amonny 82,5 98
Dusi¢nan draselny 95 -
Dusi¢nan vapenaty - 98
sulfaty:
Heptahydrat siranu horfecnatého 18,5 37
Siran draselny - 78
Dihydrat chloridu vapenatého 22 7,35
FosforeCnan draselny 8,5 13
chelatové zelezo:
Heptahydrat siranu Zeleznatého 1,39 1,65
Kyselina ethylendiamintetraoctova 1,88 2,25
mikroelementy:

Monohydrat siranu manganicitého 1,11 1,7
Heptahydrat siranu zinecnatého 0,43 -
Hexahydrat dusi¢nanu zine¢natého - 0,085

Kyselina borita 0,31 0,25
Jodid draselny 0,042 -
Dehydrat molybdenanu sodného 0,013 0,02
Pentahydrat siranu médnatého 0,0013 0,0125
organické latky:
Myo-inositol 5 5
Glycin 0,1 0,1
Pyridoxin hydrochlorid 0,025 -
Kyselina nikotinova 0,025 0,05
Thiamin 0,005 0,1
pH 56-5,7

Sediva (2009) pouzila pii mikropropagaci javoru mléde WPM médium doplnéné
zeatinem (0,5 mg.L!), 100 mg.L"! myo-inositolu, 20 g.L! sacharézy a vitaminy. Agar
(Sigma-Aldrich) byl pouzit v mnozstvi 7,5 g. Hodnota pH média se pohybovala okolo
5,7. VSechny kultury byly kultivovany pii 22 +- 2°C pod 16h fotoperiodou. Explantaty
byly pasdzovany na dalsi Cerstva média kazdé 3 tydny. Médium bylo doplnéno o 20
nebo 30 g.L'! sacharozy a o 0,5 mg.L! zeatinu. Dvacet oSetfenych explantati bylo

kultivovano do sklenénych nadob obsahujicich 25 ml média.
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Wilhelm (1999) pouzila pro rozmnozovani javoru klenu MS médium doplnéné o
3% sacharozu, 0,8 % Difto Noble agaru, 1,0 gL' glutaminu, 50 mg.L! glycinu, 50
mg.L! serinu a 100 mg myo-inosotolu a riznymi kombinacemi rastovych hormond.
Hodnota pH byla upravena na 5,8. Kultury byly inkubovany pii 25°C pod bilym
fluorescencnim svétlem s 16h fotoperiodou. Indukované pryty byly oddéleny (15 az 20
mm) od rodiovské tkané a umistény do 25 ml MS média s 0,225 mg.L"! BA nebo
0,0088 mg.L"! TDZ kvili dalsi indukei pryti. Po péti tydnech se projevilo prodlouzeni
pryt.

Lindén a Riikonen (2006) a jejich WPM médium bylo doplnéno o 0,49 mg.L!
KIN. Zkumavky s médiem byly uzavieny hlinikovou f6lii. Po 35 dnech byly axilarni a
apikalni pupenové explantaty preneseny na 40 ml médium obsahujici 0; 0,0022; 0,022;
0,22 nebo 1,1 mg.L'! TDZ a 0; 0,023 nebo 0,23 mg.L'! BAP. Kazdych 35 dni se
explantat umistil na cerstvé médium. Experiment byl opakovdn s pouzitim TDZ
v koncentracich 0,0055; 0,0165; 0,022 mg.L™! bez pfitomnosti BAP. Oba experimenty
byly provedeny na WPM médiu s20 gL' sacharozy a 6 gL' agaru (Biokar
diagnostics). Hodnota pH byla okolo 5,6. Kultury byly kultivovany pod 16h
fotoperiodou 23°C /17°C svétlostni/temnostni faze.

Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) se pokouseli
rozmnozit Acer palmatum. Explantaty byly umistény do nadob obsahujici 15 ml WPM
média s 0,01 mg.L! TDZ, 3 % sachardzy a 0,7 % Difto-Bacto Agaru. Hodnota pH
média byla 5,6. Kultury byly udrzovany v kultiva¢ni mistnosti (16h fotoperioda a 25°C
/20°C svétlostni/temnostni faze). Jako multiplikaéni médium bylo pouzito vychozi
médium s 0,01 mg.L"! TDZ nebo 0,1 mg.L"! BA. Byly testovany riizné koncentrace
TDZ (0,01 - 0,02 a 0,05 mg.L"). V dals§im experimentu, multiplikaéni médium + 0,01
mgL! TDZ bylo porovnano s multiplikaénim médiem +0,01 mg.L-! TDZ + 0,1 mg.L!
IAA. Ve tietim experimentu, byly porovnany 2 typy agart v multiplikaénim médiu +
0,01 TDZ mg.L'!. Znacka agaru mtze byt dilezitym faktorem ovliviiujicim multiplikaci
pryti. Difto Bacto Agar se ukazal jako lepSi se srovnanim s Panreac’s Agar

Bacterioldgico Tipo Europeo.
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2.4.4 Stadium 3: Zakorenovani in vitro

V tomto stadiu dochézi vétSinou k jednorazové kultivaci pryti odvozenych ve
stadiu 2. po dobu 2-4 tydnt. V této fazi pryty vytvofii kofeny, prodlouzi se a zakofeni.
Stupeni zakofenéni znamena piesazovani z in vitro do podminek ex vitro v mistnostech
s kontrolovanym prostfedim, ve skleniku. V soucasné dobé se uptednostiuje spise
zakotetovani in vivo, protoze zakotfenovani in vitro ptredstavuje i nckteré zaporné
vlastnosti, jako jsou: vysokd cena a pracnost, castd nefunkcnost kotfenil takto
odvozenych po pieneseni rostlin do plidy a dalsi. Hlavni vyhodou ex vitro ve srovnani
s in vitro je, ze poSkozeni kofenti béhem pifenosu do pludy je méné pravdépodobné.
Jenom maly pocet druht rostlin dokaZzi tvofit kofeny ve 2. stadiu na médiich s vysokou
koncentraci cytokinini (kvili inhibici tvorby kotfentl). Je-1i potfebné zakotfenéni ve 3.
stadiu, je nutné pouzivat jiné kultivacni médium. Tvorba kotfentl je ovlivnéna ristovymi
regulatory, makroelementy, mikroelementy, organickymi komponenty, svétlem,
teplotou atd. U néckterych druhti indukce tvorby kotfenti vyzaduje pfitomnost auxinu
(IAA, NAA, IBA). Zakotenovani mtize byt dale ovlivnéno obsahem sacharidd, makro a
mikroelementl v médiu. Dalsim podnétem k zakofenovani je i teplo. Teploty okolo 25—
28 °C miZzou stimulovat tvorbu kotentl.

Pro zakofenéni javoru mléée (Durkovi¢, 1996) bylo médium doplnéno o auxiny
— IBA v koncentracich 0,3 a 1,0 mg.L"!.

Bowen-O’Connor, et al. (2007) pouzil IAA, kterd indukovala zakotenéni (1,75
mg.L1).

Sediva (2009) zkousela 2 experimenty pro zakofenéni. Pryty o délce 2 cm byly
umistény do sklenénych nadob obsahujicich 5 ml /2 WPM média doplnéného o IBA
(0,5; 10; 20 mg.L'") po dobu 7 dni ve tmé& pii 22+-2°C. Druhy experiment spo¢ival
v pouziti prytl, které byly preneseny na 2 WPM médium bez ristovych hormonti (angl.
PGR-free) pod 16h fotoperiodou.

Wilhelm (1999) pro zakotenéni odebrala 20-30 mm dlouhé pryty a umistila je do
10 ml MS média s 25 mg.L! IBA po dobu 24 hodin, poté je pievedla do MS média bez
obsahu ristovych hormonii.

Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) pouzili WPM
médium pro zakofenéni (po¢ate¢ni médium + 0,0 nebo 1,0 mg.L'! IBA). Vysledky se

ukdzaly po 28 dnech.
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2.4.5 Stadium 4: Zakorenovani in vivo a aklimatizace

Timto se rozumi zakofeniovani prytd odvozenych in vitro v nesterilnich
podminkach na substratech (perlit, vermikulit, smési s piskem, raselina, ¢ediova vata
atd.). Aklimatizace v tomto smyslu znamené pienos regenerovanych rostlin do pidy za
pfirozenych podminek prostfedi. Transplantace rostlin odvozenych in vitro do pudy je
Casto charakterizovana niz§i mirou pfeziti. Substrat by mél byt slab¢ kysely az neutralni.
Tento proces zakofenovani se provadi tak, ze se pryty (pochazejici ze 2. stadia) izoluji,
vlozi se do roztoku auxinu na par sekund a dale se pifemisti do vlhkého substratu.
Kontaminaci rostlin po jejich pfenosu do in vivo podminek je mozné zabranit aplikaci
fungicidti a po diikladném oplachnuti zbytkii média usazeného na kotenech rostliny. Ve
4. stadiu je nezbytna aklimatizace rostlin na podminky vnéjSiho prostedi. Aklimatizaci
se rozumi piedev§im snizeni vzdus$né vlhkosti a pfechodu na autotrofni zplisob vyZivy.
Je mozné rostliny uzaviit do prihlednych boxti nebo piikryt folii, ¢i péstovat ve
skleniku.

Durkovi¢ (1996) presunul zakotendné pryty A. platanoides na perlitovy substrat
a tyto rostliny byly péstovany pfi vysoké relativni vlhkosti po dobu 4-6 tydni.

Sediva (2009) pienesla zakofen&né pryty na substrat (perlit, raselina) a ty byly
aklimatizovany pod vysokou vlhkosti po dobu 2 tydnt.

Zakotenéné rostlinky byly preneseny do substratu sestavajiciho z pisku a perlitu.
Pryty byly aklimatizovany ve skleniku po dobu 3 tydnit — 90 % vlhkosti (Wilhelm,
1999).

Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) aklimatizovali
zakofenéné pryty ve skleniku. Po 2 mésicich 95 % zivych jedincii rostoucich

v raselinovém substratu bylo umisténo do in vivo podminek.
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3 Metodika

3.1 Piiprava rostlinného materialu

Pro primarni iniciaci byly odebrany explantity javoru klenu (Acer
pseudoplatanus) ziskané z Arboreta FLD v Kostelci nad Cernymi Lesy. Pro zaloZeni
explantatové kultury byly pouzity nodalni segmenty sjednim nebo dvéma pupeny
dospélého klenu (54 let). Z kazdého letorostu bylo odebrano ptiblizné¢ 10-20 pupentl,
které byly vlozeny do nadoby s destilovanou vodou. Ve sterilnim (aseptickém) prostredi
byly odstranény svrchni Supiny pupent, které byly dale sterilizovany v 0,05% roztoku
chloridu rtutnatého (40 dl HgCl> + 40 dl H20) s pfidanim par kapek detergentu, v tomto
ptipad¢ Jaru nebo Tweenu-20. Nasledn¢ byl explantat omyt sterilni destilovanou vodou

a umistén na zivna média.

Obrazek 3 - Letorosty s pupeny javoru klenu (autor)
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3.2 Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci javoru klenu bylo pouzito MS a WPM kultivacni médium s piidavky
TDZ (0,03; 0,06 mg.L"), BAP (1,0; 2,0 mg.L"), KIN (0,5; 1,0 mg.L") a ZEA (1,55;
0,75 mg.L). Sachar6za byla dodana v koncentraci 20 g.L! a myo — inositol v mnoZstvi
100 mg.L!. Pfipravené médium bylo zpevnéno agarem (8 g.L!) a pH bylo upraveno

pomoci KOH (hydroxid draselny) na hodnotu 5,7 — 5,8.

Tabulka 5 - SloZeni iniciaénich médii

Iniciaéni médium | TDZ [mg/l] | BAP [mg/l] | KIN [mg/l] | ZEA [mg/l]
MS 0,03 1,0 0,5 1,55
0,06 2,0 1,0 0,75
WPM 0,03 1,0 0,5 1,55
0,06 2,0 1,0 0,75

Pfipravend média jsou poté umisténa do mikrovinné trouby po dobu par vtefin
az do ohtati na teplotu varu. Tento proces je dilezity pro dikladné rozpusténi agaru
v roztoku. Po téchto ukonech se pfipravené médium rozlije do kultivacnich nadob
(pfiblizn€ 30 ml média) a nadéle jsou nddoby umistény a sterilizovany v autoklavu pfi
teploté 121 °C a tlaku 105 kPa po dobu 20 minut.

Po sterilizovani byly nadoby s médii vyndany z autokldvu. Tato média byla
pouzita aZ nasledujici tyden. Za tuto dobu mulzeme opticky rozeznat piipadné
nedokonalosti média, napt. kontaminace plisnémi.

Pied zahajenim prace s explantaty je potiebné vydezinfikovat cely pracovni
prostor flow boxu. Tento prostor je oSetien a otfen Cisticimi prostfedky, naptiklad: 70%
lihem, aby byly odstranény bakterie a viry. Pro udrzeni aseptického prostfedi je nutné
zapnout cirkulaci vzduchu, které chrani pracovni prostor pfed bakteriemi a piipadné
plisnémi. Je nezbytné také sterilizovat pouzité pomucky, které jsou pouzity pfii
manipulaci s explantatem. Nastroje jako jsou: kahan, sterilni nlizky, pinzeta, nadoby pro
umisténi explantati jsou sterilizovany v parnim sterilizatoru.

Nodalni segmenty byly pasdZzovany na cerstvd média ve flow boxu (laminarni box
s horizontalnim proudénim vzduchu) pomoci sterilnich nastrojt, které¢ byly pravidelné
maceny v lihu a nasledné opaleny nad kahanem. Pupeny byly postupné vkladany do

nadob, které byly uzavieny plastovym vickem nebo hlinikovou fo6lii. Média byla
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ulozena v kultivacni mistnosti s klimatizaci pii teploté 22 +- 1 °C a regulaci osvétleni
16/8 (svétlostni/temnostni faze) hodin denné. Explantaty byly pasdzovany na Cerstvé

médium pravidelné kazdé 3—4 tydny.

Obrazek 4 - Zavedené explantaty v kultivaéni mistnosti (autor)
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4 Vysledky

Pokus byl zapocat 12. 3. 2018 a skoncil koncem cervna téhoz roku.

4.1 Pouzity material

Pro tento experiment bylo pouzito 271 nodélnich segmenti s pupeny javoru klenu
(Acer pseudoplatanus). Bylo zavedeno 192 nodalnich segmentii s pupeny na WPM
médiu a pouze 79 na MS médiu. Odbér explantatu byl proveden na jate (bfezen—duben)

(Tab. 6).

4.2 Sterilizace explantatu

Pomoci 0,05% roztoku HgCls s ptidanim dvou kapek Jaru nebo Tweenu-20 byly
sterilizovany vSechny odebrané explantaty po dobu 5 minut. Byl zaznamenan jen maly
uspéch pii této metodé sterilizace, protoze vétSina zavedenych explantati
(26,7 %) a pak koncem bfezna (25 %), nejnizsi Gspésnost byla koncem dubna (6,25 %
popt. 10,42 %). Explantity zavedené na kultivacnim MS nebo WPM médiu
s ptidavkem riiznych fytohormont (viz. Tab. 5) v prvnim tydnu nekontaminovaly, ale
po 2-3 tydnech po zalozeni kultury zacaly podléhat kontaminacim. Zbylé

nekontaminované pryty byly pfesazeny na cerstvé médium ve stejném slozeni.

Tabulka 6 - Datum odbéru primarnich explantatii a aspéSnost sterilizace

Datum odbéru | % uspésné sterilizace
12.3. 26,67
19.3. 12,50
26.3. 25,00
9.4. 14,06
20.4. 6,25
27.4. 10,42
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Obrazek 5 - Explantaty napadené kontaminacemi (autor)

4.3 Inicia¢ni médium pro Acer pseudoplatanus

.....

Iniciace explantatl probehla uspésné, ale za obdobi probihajictho vyzkumu se
nepodatilo navodit multiplikaci prytl, a proto pokusy dale nepokracovaly.

Nebyly zpozorovany velké rozdily mezi WPM a MS médii, a to ani pies to, Ze se
pouzivaly riizné rostlinné hormony v né€kolika koncentracich. I pfes tyto nevyrazné
rozdily bylo nejlepsich vysledkii dosazeno na WPM médiu s TDZ v koncentracich 0,06
a 0,03 mg.L! kdy bylo dosazeno 31,25 % resp. 18,75 % tUsp&Snosti. Pfi zvySeni

koncentrace TDZ se podafilo vytvofit pryty a kulturu Gspésné iniciovat.
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Obrazek 6 - Pryt vytvoireny na WPM médiu s TDZ (autor)

Explantaty zavedené na MS médiu s 1 mg.L"! BAP zacaly velmi dobfe proristat,
ale zédhy vytvarely v hojné mife kalusovatou hmotu. Na ostatnich MS médiich byla
tvorba kalusu omezena nebo se vytvarelo kalusu jen mensi mnozstvi. Obdobny trend

byl i na WPM médiu.
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Obrazek 7 - Vytvoreny kalus na MS médiu s BAP (autor)

Témét nulové iniciace bylo dosazeno pti pouziti kinetinu a zeatinu. Explantaty
na tyto rostlinné hormony v pouzitych koncentracich vice méné¢ nereagovaly. Pouze MS
médium se zeatinem v koncentracich 0,75 mg.L'! a 1,55 mg.L"! zptsobilo iniciaci

explantatd (12,5 % Gspésné iniciace).
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Tabulka 7 - UspéSnost jednotlivych iniciaénich médii a tvorba kalusu

Médium % Uspésné iniciace| Tvorba kalusu
MS + 0,03 mg/L TDZ 12,5 *
MS + 0,06 mg/L TDZ 25 *
MS + 0,5 mg/L BAP 16,13 *
MS + 1,0 mg/L BAP 37,5 *okk
MS + 1,0 mg/L KIN 12,5 -
MS + 2,0 mg/L KIN 0 *
MS + 1,55 mg/L ZEA 12,5 -
MS + 0,75 mg/L ZEA 12,5 -
WPM + 0,03 mg/L TDZ 18,75 *
WPM + 0,06 mg/L TDZ 31,25 *
WPM + 0,5 mg/L BAP 6,25 *ok
WPM + 1,0 mg/L BAP 12,5 *ok
WPM + 1,0 mg/L KIN 0 -
WPM + 2,0 mg/L KIN 0 -
WPM + 1,55 mg/L ZEA 0 -
WPM + 0,75 mg/L ZEA 0 -
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5 Diskuze

Mnozeni pomoci in vitro metod, zejména mnozeni prostfednictvim mikropropagace
ma fadu vyhod, je-li uspé$n¢ zvladnuta technika:

1) Kultura je odvozena z malych ¢asti rostlin, a proto tato metoda vyzaduje malo

prostoru k produkci velkého mnozstvi rostlin.

2) Tento zpusob vegetativniho rozmnozovani se provadi v aseptickych

podminkach. Jakmile je kultura zvlddnuta, nemélo by dochéazet k thynu rostlin
v diisledku onemocnéni.

3) Mikropropagace zajist'uje rychlé rozmnozovani oproti tradi¢nim metodam.

4) Rostliny Ize rozmnozovat béhem celého roku bez ohledu na meteorologickeé

podminky.

Po zminéni mnoha vyhod, které ndm pfina$i mikropropagace je dilezité zminit i
hlavni nevyhody této metody. K tém patii napt. drahé vybaveni laboratote, finan¢né
narocny provoz laboratofe (chemikélie, energie, ...) a pomérné vysokd pracnost této
metody.

.....

sledovani vlivu dvou médii s riiznymi koncentracemi fytohormont.

5.1 Pouzity material

Kromé médii mtze i typ explantatu ovlivnit rychlost mnoZeni. Mok (1994) uvedl,
ze vetsi uspéch mnoZeni je zaznamenan u explantati, které jsou odebrany z apikalnich
poloh. MozZznym vysvétlenim zesileni mnoZeni apikdlnich explantati jsou zvysSené
hladiny endogennich rostlinnych reguldtord, jako je cytokinin. Podle vyse popsanych
metod a technik byly jako zdroj materidlu pro toto rozmnozovani javorid pouzity
axildrni pupeny, apikédlni pupeny, listové kotouce, fapiky, fizky, nodalni segmenty
s vrcholem nebo bez vrcholu, semena (plumule, hypokotyl a radikule) a vyhonkové
segmenty.

Durkovié¢ (1996) testoval listové kotoude, které se ukazaly jako $patny zdroj
explantatu, protoze nedoslo k z4dné proliferaci bungk. Po 6-7 tydnech zahynuly. Rapiky
podle Durkovi¢e tvofily kalus na WPM médiu (1,0 mg.L"!' BAP a 0,05 mg.L!' NAA).
Nejméné kalusu bylo vytvoieno pii kultivaci Cerstvych fizkdi na MS médiu (1,0 mg.L"!

BAP a 0,05 mg.L! NAA). Zadné adventivni pryty nebyly indukovany z Fapikatych

49



segmenttll a z Cerstvych fizki. Ze vSech explantati se uchytily pouze pryty vypéstované
z axilarnich pupent.

Bowen-O’Connor, et al. (2007) pouzil axildrni pupeny ze semenackl
péstovanych ve skleniku a Sedivd (2009) zaloZila kulturu z nodalnich segmentd
s axildrnimi a apikalnimi pupeny. Wilhelm (1999) uvadi, ze po zahdjeni kultivace
zacaly plumule a hypokotyly produkovat kalus (Cervené pigmentovany). Lindén a
Riikonen (2006) napsali, Ze axilarni pupeny produkovaly vice internodii nez apikalni
pupeny. Jejich vysledky ukazaly, ze axilarni pupeny mohou vice profitovat pii nizsi

koncentraci TDZ nez pupeny apikalni.

5.2 Sterilizace vychoziho rostlinného materialu

Pti povrchové sterilizaci je potfebné dezinfikovat odebrany material z donorové
dfeviny a minimalizovat mnoZzstvi poskozeni bunék. Ke sterilizaci explantatu se v praxi
pouziva predevsim roztok chlornanu sodného nebo chloridu rtutnatého, pti¢emz Cinidla
na bazi rtuti jsou toxicka.

Autofi Badoni a Chauhan (2010) sterilizovali Solanum tuberosum pomoci HgCl»
(0,1 %) a NaoCl (1 %) a porovnavali ucinek téchto ¢inidel a dobu (2, 5 a 8 minut), po
kterou byl material sterilizovan. Tato studie ukazala, Ze pfi prodlouzeni doby sterilizace
pomoci HgCl, se zvysila mortalita explantatd. HgCl, vykazovala vy$§i mortalitu nez
5 minut. Vysledek také ukazal, Ze pfi naristu ¢asu doslo ke sniZeni infekce pfi pouziti
obou chemikalii. Data ukézaly, Ze s nartstem Casu se také zvysila mira preZziti pii uziti
NaOCI a HgCl,. Experiment prokazal, ze lepsi byl NaOCl nez HgCl,. Chlornan sodny
byl vybran jako vhodné steriliza¢ni chemicka latka a doba, po kterou byl explantat
sterilizovan by méla byt okolo 8 minut.

Pii sterilizaci javorti autofi: Bowen-O’Connor, et al. (2007), Sediva (2009),
Wilhelm (1999), Lindén a Riikonen (2006), Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a
Gutiérrez-Araujo (2000) pouzili roztok chlornanu sodného v riiznych koncentracich a

pouze Durkovi¢ (1996) pouzil chlorid rtutnaty.
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Durkovié (1996) pouzil jako zdroj materialu axilarni pupeny, listové kotouce,
fapiky, fizky semendcku Acer platanoides, které oSetfil v 0,4% roztoku chinosolu
(fungicid) po dobu 30 minut, dale probihala povrchova sterilizace pomoci 0,1% roztoku
chloridu rtutnatého (15-30 minut) s ptidinim Tweenu-20.

Lindén a Riikonen (2006) odebrali rostlinny material (axilarni a apikalni pupeny)
z desetilet¢ého  Acer platanoides v unoru. Tyto explantity byly povrchove
vydezinfikovany v 70 % ethanolu po dobu 1 min, oplachnuty ve sterilni deionizované
vod¢ a znovu dezinfikovany v 0,5% chlornanu sodném (20 min).

Sediva (2009) sterilizovala nodalni segmenty s axildrnimi a apikalnimi pupeny Acer
platanoides (5 let stary strom). Segmenty byly povrchové sterilizovany 2,5% chlornanu
sodném po dobu 30 minut s ptidavkem 2 kapek Tweenu-20.

Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) ziskali dva druhy
primarniho explantatu — segmenty letorostl a axilarni vyhonky ze ctytletého Acer
palmatum. Segmenty letorosti byly odebrany v zari a axilarni vyhonky v dubnu.
Segmenty letorostii se promyly a byly ponofeny do fungicidniho roztoku kaptanu a
benomilu. Néasledn¢ byly umistény do destilované vody a zavedeny do kultivaéni
mistnosti. Po 14-21 dnech byly povrchové dezinfikovany po dobu 30 sekund v 70%
ethanolu a 15 minut v 0,8% chlornanu sodném. Nésledovaly tfi vyplachy ve sterilni
destilované vod¢. Co se ty¢e kontaminace, mnohem lepsi vysledky byly zpozorovany u
segmentt, které byly dlouhodobé méceny v destilované vod€ nez z ptimo ziskanych
vyhonkl. Vyzkum uvadi v prvnim pfipad¢ jen 21 % kontaminovanych vzorkti a u
druhého ptipadu 60 % kontaminovanych.

Bowen-O’Connor, et al. (2007) odebral explantaty (segmenty s jednim nebo dvéma
pupeny) z dvouletych sazenic Acer grandidentatum Nutt. péstovanych ve skleniku.
Explantaty byly poprvé odebrany v ¢ervnu a v fijnu, poté byly povrchové sterilizovany
pod tekouci vodou (2 minuty) a ponofeny na 5 minut do roztoku 282,1 uM (21 mg.L!)
chlornanu sodného.

Wilhelm (1999) se zabyvala mikropropagaci Acer pseudoplatanus, jehoz semena
byla shromazdéna v zaii a namocena ve vod¢ po dobu 12 hodin. Povrchové dezinfekce
byla provadéna dvakrat 3% roztokem chlornanu sodného po dobu 10 minu s naslednym

osetfenim 70% ethanolem po dobu 10 sekund a tfemi proplachy sterilni vodou.
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5.3 Vliv Zivného média a koncentrace fytohormont na prorustani
primarniho explantatu (iniciace)
Pro rozmnozovani dfevin rodu Acer se pouzivd hlavné WPM médium a MS
médium.

Bowen-O’Connor, et al. (2007), Sediva (2009), Lindén a Riikonen (2006),
Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz a Gutiérrez-Araujo (2000) a Durkovi¢ (1996)
zkouseli WPM médium pro rozmnozovani nékterych druht javord. Durkovié (1996)
rovnéz pouzil MS médium, stejn¢ jako Wilhelm (1999), kterd se zabyvala
mikropropagaci javoru klenu. Bowen-O’Connor, et al. (2007) psal o rozmnozovani Acer
pomoci dalsiho média — DKW média.

Nebyly zpozorovany vyznamné rozdily mezi médii. Rozdily byly nalezeny
pouze v porovnani fytohormont. Autotfi (Wilhelm, 1999; Bowen-O’Connor, et al.,
2007; Lindén a Riikonen, 2006) byli uspés$ni s fytohormonem TDZ v koncentracich
0,00022 — 0,0022 mg.L"!.

Durkovi¢ (1996) pouzil WPM i MS médium pro mikropropagaci Acer
platanoides. Nejlepsi vysledek byl vidén na WPM médiu doplnéném o KIN (0,5 mg.L"
1. Pro zakofen&ni pryti Durkovi¢ pouzil poloviéni WPM médium s 1,0 mg.L"! IBA.
Tyto pryty vyprodukovaly 2-6 kofinkii béhem 4 tydn.

Bowen-O’Connor, et al. (2007) experimentoval s mnoha médii: MS, LS, DKW a
WPM. Ukézalo se, ze nejvhodnéjsim médiem je DKW médium s TDZ v koncentracich
(0,00022; 0,0022 a 0,022 mg.L") pro rozmnozovani Acer grandidentatum. P¥itomnost
TDZ vyvolalo bunécné déleni. DKW médium se zdalo byt uspésné, protoze doslo
k proliferaci mikroprytti a IAA indukovala zakotfenéni. Explantaty péstované na DKW
médiu nejrychleji rostly (3,97krat vice nez na WPM médiu). Vzhledem k tomu, ze MS
médium se pouziva ve vétsing studii, tyto vysledky naznacuji, Ze by méla byt pouzita i
jind média pro rozmnozovani tvrdych javord. Bowen-O’Connor, et al. (2007)
doporucuje zkusit DKW médium se zeatinem (2,19 mg.L'!) a s TAA (1,75 mg.L).

Wilhelm (1999), kterd rozmnozovala javor klen na MS médiu, uvedla, ze pocet
pryti se zvySoval s rostouci koncentraci TDZ. Pfidani BA zptsobilo tvorbu kalusu.
Nejlepsi proliferace pryti byla zaznamenana s 0,009 mg.L! a 0,225 mg.L'! BA. Pouze
kombinaci TDZ s BA se ukézal rist prytd. Tato studie ukédzala, Zze TDZ je uzite¢né pii

mikropropagaci javoru klenu a autorka popsala, ze optimalni koncentrace TDZ se
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pohybuje v rozmezi 0,011 — 0,0022 mg.L™! pii mikropropagaci Acer freemanni a Acer
saccharinum.

Lindén a Riikonen (2006) mikropropagovali javor mlé¢ na WPM médiu a uvedli,
ze TDZ mé velmi vyznamny vliv na vyvoj javorovych pryti. Pocet novych pryti byl
podle nich siln¢ ovlivnén koncentraci TDZ. Nejnizsi koncentrace tohoto fytohormonu
(0,0022 mg.L! a 0,022 mg.L!) podporovala vyvoj pryti. Viditelné prodlouzeni pryta
bylo shledano na 0,022 mg.L-! TDZ. Vysledky prokazaly, ze TDZ ma potencialni vliv
na rast pryti javoru mléce. Zjistilo se, ze BAP ma pozitivni G¢inky pouze bez piidani
TDZ. Optimalni koncentrace TDZ byla prokdzana mezi 0,0022 a 0,022 mg.L.
Fernandez-Lorenzo, Iglesias-Diaz and Gutiérrez-Araujo (2000) rovnéz mnozili javory
na WPM médiu. Také oni uvedli, ze TDZ je vhodny pro zalozeni kultury a multiplikaci
pryti v koncentraci 0,01 mg.L!.
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6 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, popsat a navrhnout metodiku
rozmnozovani javoru klenu (Acer pseudoplatanus) pomoci in vitro metod.
V experimentu byly pouzity nodalni segmenty s pupeny od jedince tohoto druhu, ktery
roste v Arboretu FLD v Kostelci nad Cernymi Lesy.

Pti zakladdani kultury se jevi jako velmi obtizné zajistit spravny vybeér metody
sterilizace. Obecné je u multiplikace problém zajiSténi dostate¢né sterility rostlinného
materidlu po celou dobu provadéni experimentu. Pfi pfesazovani v pracovnim prostoru
v lamindrnim boxu je potieba dbat na pravidelné namaceni pracovnich pomucek
v etanolu a jejich nasledném opaleni nad kahanem. V tomto experimentu pro sterilizaci
materidlu byl vybran 0,05% roztok chloridu rtutnatého, ktery se neukazal jako pfilis
ucinny, protoze vétsina zavedenych explantati zkontaminovala a byla napadena plisni, a
proto je vhodné zabyvat se i jinymi metodami sterilizace, ¢i zavést dikladné;si
sterilizaci, napt. zvolit viceprocentni roztok HgCl> anebo sterilizovat materidl po delsi
dobu. Pii dalSich pokusech bych doporucila zkusit pro sterilizaci materidlu chlornan
sodny (1 %) po dobu az 10 minut.

Dal$im obtiznym prvkem je spravné zvoleni kultivaéniho média s pfidanim
nejvhodnéjsich koncentraci cytokinind, které zajisti zmnoZeni pryth. Zda se také
nelehké rozmnozit dospélce, nez — li napt. semenacky. V tomto vyzkumu faze iniciace
probihala na MS a WPM médiu s riznymi koncentracemi TDZ, BAP, KIN a ZEA.
V tomto experimentu jenom malé procento explantatii iniciovalo. Pouze par jedinct
prosperovalo na WPM médiu s fytohormonem TDZ ze vSech 271 zalozenych
explantati. Pfi rozmnoZovani javort bych chtéla doporucit zabyvat se dalSimi médii,
napt. DKW médiem. Dal$i vyzkum sméfovat na pouziti TDZ v rtiznych koncentracich a

také sledovat vyvoj explantati pifi pouZziti kombinaci cytokinind a auxind.
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