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Anotace

Hlavnim cilem prace bylo otestovat vyuZiti ¢tyf vybranych cytokininl na kultivaci kultur
in vitro moruse ¢erné a popsat ucinky téchto cytokininl v péti pozorovanych parametrech. Déle se
prace zamérovala na hledani takového cytokininu, ktery vin vitro kulturdch moruse cerné
stimuluje proliferaci prytk(, aniz by inhiboval zakoferiovani, a snizoval mnozstvi chlorofylu v listech
explantatl. Pozornost byla soustfedéna na cytokinin se zkratkou CEP, cozZ je derivat meta-topolinu,
nedavno vyvinuty pracovniky Univerzity Palackého v Olomouci, jehoZ ucinky zatim nejsou piné
prozkoumany. Agronomicka fakulta Mendelovy univerzity odkoupila tento cytokinin a cytokinin se
zkratkou THPP za ucelem zkoumani a porovnavani jejich ucinkli na procesy v rostlinach s ostatnimi
cytokininy.

Zjisténé vysledky byly popsany, zpracovany do grafi a tabulek a porovnany s vysledky
pfedeslych praci, provedenych na téma mikropropagace rostlin. Bylo vyhodnoceno, které
cytokininy jsou pfi pfidani do kultiva¢niho média optimdlni k dosazeni co nejlepSich kultivacnich
vysledk( a které naopak navozuji nezadouci inhibicni ucinky.

Klicova slova: kultivace in vitro; fytohormony; cytokininy; moruse cernd; zakoreniovani;
mikropropagace



Annotation

This study is aimed to examine the use of four chosen cytokinins on in vitro culture of
Morus nigra and describe their influence by the means of five observation parameters. The study
is also focused on seeking such cytokinin, which will stimulate shoots proliferation in in vitro
culture of Morus nigra and simultaneously won’t inhibit explant rooting and the amount of
chlorophyll in its leaves. The attention was payed to the cytokinin abbreviated as CEP, which is
a meta-topoline derivative, recently developed by the Palackeho University employees in
Olomouc. Its influence on explants hasn’t been examined much yet. The Mendel University’s
Agronomic faculty bought the cytokinins known as CEP and THPP in order to examine and
compare their influnces on the processes in plants with other cytokinins.

The results were described, compiled into graphs and tables and compared with the results
from previous studies made on the topic of micropropagation of plants. It was evaluated, which
cytokinins are optimal to be added to the cultivation medium and which would induce undesirable
inhibit influences.

Key words: in vitro cultivation, phytohormones, cytokinins, Morus nigra, rooting,
micropropagation
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Seznam zkratek

0 kontrolni kultivaéni médium prosté cytokinint

CEP 6-(3-methoxybenzylamino)purine-9-R-D-(6(3MeOBA)9CEP)
BAP benzylaminopurin

MT meta-topolin (3-hydroxybenzylaminopurin)

THPP 6-benzylamino-9-tetrahydrofuran-2-yl-purin



1. Uvod

Cytokininy jsou jednou z hlavnich péti skupin rostlinnych hormonu (fytohormonu), které
reguluji ristové a vyvojové procesy v rostlinach. Prirozené cytokininy jsou po chemické strance
derivaty adeninu. PlUsobi na fyziologické procesy v interakci ¢i kooperaci s ostatnimi fytohormony,
zejména s auxinem (jiny fytohormon). Z fyziologickych ucinkd cytokininG je dulezita predevsim
jejich schopnost vinterakci sauxinem iniciovat diferenciaci pupenl a kofenl v kulturach
kultivovanych explantat(.

Fytohormony by mohly v budoucnosti najit bohaté uplatnéni v zemédélstvi. Jejich komercni
vyuziti zatim spocivd hlavné v sadovnictvi a v rostlinnych biotechnologiich. Cytokininy jsou
vyznamnou slozkou kultivacnich médii pfi mikropropagaci a regeneraci rostlin in vitro, ddle se
pouzivaji pfi stimulaci vétveni okrasnych rostlin, za ucelem vétsi tvorby kvétu, ale i semen anebo
fizkG. Vlivem cytokininG dochdazi k navySeni poctu zrn v klasech obilovin, prodluzuje se
skladovatelnost fezanych kvétl, zvySuje se produkce biomasy, ddle jsou rostliny odolnéjsi vici
stresovym podminkdm, atd. V soucasnosti probihaji také vyzkumy s cytokininovymi derivaty se
zamérenim na jejich protinddorovou aktivitu, jelikoZz bylo zjisténo, Ze nékteré specialni derivaty
maji schopnost indukovat apoptézu nebo blokovat bunécny cyklus pfi rlznych rakovinnych
onemocnénich [1].

Rostlinny materidl byl kultivovan in vitro metodou mikropropagace. K mikropropagaci se
nejcastéji vyuzivaji rlstové regulatory na bazi cytokininl, a to zejména kvali svym stimula¢nim
ucinkdm na proliferaci prytkd a zvySovani hladiny fotosyntetickych barviv. Dfive se do kultivacnich
médii nejvice pridaval benzylaminopurin, od kterého se vSak v soucasnosti upousti a hledaji se
jeho nové analogy. | kdyz benzylaminopurin vyrazné stimuluje proliferaci prytkd, pfi pozorovani
vyvoje korinkl byly zaznamenany nezadouci inhibi¢ni Ucinky, a proto se pracuje na vyvoji dalSich
alternativ benzylaminopurinu, které maji méné negativni vedlejSi ucinky na vyvoj a rast
kofenového systému.

Moruse cerna je rostlina cenéna pro svij vysoky obsah antioxidantl a jeji plody poskytuji

bohaty potravinovy zdroj. Morusi ma smysl mikropropagovat, protoze je to méné péstovand
rostlina, méné narocnd na podminky péstovani.
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2. Literarni prehled

2.1. Vegetativni rozmnozovani rostlin

RozmnozZovani rostlin mizZeme délit na pohlavni a nepohlavni. Pfi rozmnoZovani pohlavnim
se vyviji novy jedinec z embrya, naopak pfi rozmnoZovani nepohlavnim nevznikd novy jedinec
splynutim samdich a samicich gamet, ale mnoZzenim materské rostliny. V takovém ptipadé muizeme
mluvit o klonovani, tedy tvorbé genetickych klon(. Genetické klony se odvozuji od jednoho jedince
a jsou jeho pravou genetickou kopii.

Z hlediska nepohlavniho rozmnozZovani rozliSujeme metodu makropropagace a metodu
mikropropagace [2].

2.1.1. Makropropagace

Metody makropropagace se vyuzivaji pro zemédélské a sadarské ucely, kdy je vyhodné
péstovat populace rostlin, které jsou geneticky identické. Takovéto vegetativni rozmnozovani ma
zasadni vyznam zejména v zemédélstvi a zahradnictvi. ProtoZe je ktomuto rozmnozZovani tfeba
ve srovnani relativné velka c¢ast rostlinného organismu, nazyvd se makropropagace a metody
byvaji oznacovany jako makrometody [2].

2.1.2. Mikropropagace

Pfi vegetativnim rozmnoZovani metodou mikropropagace se kultury zakladaji z malych
kousk(l pletiv (explantatd), ztohoto dlvodu tuto metodu nazyvdme mikropropagaci [2].
Mikropropagace probiha v podminkach in vitro, tedy v podminkach umélych.

2.1.3. Kultivace rostlin in vitro

Pfi kultivaci rostlin in vitro se zakladaji explantatové kultury rostlin a probiha asepticka
kultivace izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek. Pro zaloZeni explantatové kultury je tieba
izolovat bunky, pletiva nebo organy a kultivovat je ve sterilnich podminkach fizeného prostredi,
zahrnujicich mimo jiné definovand kultivacni média, teplotu, vihkost a kvalitu a kvantitu svétla [3].
Vsechny tyto faktory vyznamné ovliviuji prabéh kultivace.

Explantatové kultury je mozné kultivovat jen po uréitou dobu a je nutné je pravidelné
pfendset na Cerstvé Zivné médium. Vyhodou kultivace je, Ze za urcitych podminek muze byt
v podstaté jakakoli ¢ast donorové rostliny dopéstovana v novou rostlinu. Casto se ke kultivaci
pouzivaji vegetativni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti stonkd, listd nebo kofene, embrya, semena,
spory i jednotlivé bunky.

Kultivace probihd v zdkladnim cyklu: rostlina — explantat — kultura in vitro — organogeneze —
intaktni rostlina, tedy nova, celistva rostlina.

Jednou z mozZnosti je kultivace za specifickych podminek v uzavienych ndadobach
umoznujici péstovat jak celistvé explantaty, tak jejich oddélené ¢asti. Hlavnimi vyhodami mnozeni
explantdtd invitro jsou maly rozmér explantatu, vysoky mnozitelsky koeficient, zkraceni
mnozitelského cyklu a také moznost kontinudlniho mnozeni i v obdobi vegetaéniho klidu [3], [4].
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2.2. Stadia mikropropagace in vitro

Profesor Murashige (1974) definoval tfi stadia (I, II, lll) in vitro multiplikace. Tato klasifikace
popisuje jednotlivé kroky pfi postupu a definuje jednotlivé podminky kultivace v jednotlivych
stadiich [4]. O nékolik let pozdéji byla k témto stadiim pficlenéna jesté dalsi dvé (O, 1V), takZe
v soucasnosti rozliSujeme pét stadii mikropropagace [3].

2.2.1. Stadium 0 —selekce a priprava materské rostliny

V tomto stadiu musime jasné definovat plivod materské rostliny a zajistit jeji sterilizaci.
Za normalnich podminek se provadi pouze jednoducha povrchova sterilizace omyvanim pod
tekouci vodou, ktera zajisti redukci pfitomnych mikroorganismd na povrchu rostliny. Pfi nékterych
metodach mikropropagace je ale potieba provést tzv. predosetieni donorové rostliny, provadéné
napf. ponorenim do desinfekéniho roztoku [3].

PFi praci nebylo metod sterilizace uzito, protoze byl explantat izolovan z jiz kultivovanych
morusi. Nehrozilo tedy nebezpeci kontaminace mikroorganismy z povrchu rostliny.

Uspéch odvozeni sterilni kultury a rlist explantatd je ovliviiovan roénim obdobim, kdy je
explantat odebirdn, zménou teploty, délkou dne, hladinou osvétleni, dostupnosti vody, ... Tyto
faktory méni obsah sacharidd, protein( a ristovych latek v rostliné a tim vyznamné ovliviuji jeji
rast [5].

2.2.2. Stadium | — zakladani aseptické kultury

Pro toto stadium uzZ je nutné, aby byl explantat bez jakékoli kontaminace. DalSim krokem je
izolace urcité casti rostlinného organismu a jeji uloZzeni na médium. Poté je tfeba sledovat, zda
kultura nekontaminovala. Kontaminace nastdvd béhem 3 aZ 5 dni v pfipadé, Ze sterilizace
u donorové rostliny nebyla Uspésna nebo byl explantat pfi pfenosu na kultivaéni médium vystaven
nesterilnim podminkdm. Pokud kultura zkontaminuje, je moZné zdravé explantaty zachranit
subkultivaci [3] neboli pfepasazovanim, tedy prenosem explantatu na nové kultivac¢ni médium.

2.2.3. Stadium Il — faze proliferace explantatové kultury

V tomto stadiu je hlavnim uUkolem namnoZeni explantatu. Za opakovaného pasazovani
na Cerstvé médium se zvySuje pocet explantatd v kultufe rostlinného materidlu. Proces je ukoncen
tehdy, kdy bylo dosazeno zadaného poctu prytl, bunék, embryi nebo kotinku. Diferenciace bunék
mUze probihat formou:

- stimulace tvorby prytkd
- tvorby adventivnich pryt(
- somatické embryogeneze [3].
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2.2.4. Stimulace axilarniho vétveni

PFi praci na kultivaci morusi bylo vyuzivano klonové vétveni stimulaci postranniho vétveni.
Pti této metodé byvaji jako explantaty vyuzivany vzrostné vrcholy stonk(l, ze kterych muzou
v zavislosti na kultivacnich podminkdach vznikat nové pryty, které budou opét obsahovat vrcholovy
pupen. Tvorbu prytd miZeme stimulovat pridanim relativné vyssi koncentrace cytokinini do
kultivacniho média. Pfidanim cytokinini do kultivacniho média zajistime inhibici apikalni
dominance. To znamena, Ze naru$ime vztah mezi vrcholovym pupenem a postrannimi pupeny,
které jsou pfi apikalni dominanci vrcholovym pupenem inhibovany. Inhibice apikdlni dominance je
zakladnim predpokladem pro vétveni, kde se snazime dosdahnout co nejvétSiho koeficientu
mnozZeni postrannich pupen(, z nichZ lze zakladat nové explantatové kultury. Pokud jsme dosahli
namnoZeni pozadovaného mnozstvi prytl, mohou byt pryty prepasazovany na médium, které
stimuluje jejich zakorenovani [3], [5].

2.2.5. Stadium lll - zakorenovani in vitro

V prabéhu tohoto stadia pryty zakorenuji. Toto stadium predstavuje jednu z nejobtiznéjsich
fazi celé mikropropagace. Na zacatku faze zakoreriovani je potfeba explantaty prepasazovat
na kultivacni médium, které neobsahuje cytokininy, jelikoz by cytokininy mohly rist koren(
inhibovat, v zavislosti na vétsi mife tvorby kalusu, ze kterého se kotinky odlamuji. Dalsi faktory
ovliviujici Uspésné zakorenéni explantatu jsou svétlo, teplota, makroelementy, mikroelementy
a organické komponenty obsazené v médiu. Tvorbu kofend mlzeme stimulovat prepasazovanim
na médium obsahujici auxiny. U nékterych druh( je nutné auxiny aplikovat po cely pribéh
zakorenovani, na nékteré druhy vsak po indukci tvorby kofenl muaze dalsi pfitomnost auxinu pfi
zakorenovani plsobit negativné a inhibovat rist kofenu. Zakoreriovani je také zavislé na druhu
pouzitého média [3].

Pokud je explantat kultivovdn na pevném médiu, obsazeny agar muze zpUsobit Spatnou
aeraci média a tim navozovat redukci kofenovych vlask(. V soucasné dobé je uprednostiiovano
zakorenéni v pfirozeném prostredi, tedy v pldé. Zakofenéni in vivo, jak se také tato metoda
nazyva, je totiz ucinnéjsi nez sterilni zakorefiovani in vitro, jelikoz takto odvozené kofeny velmi
Casto postradaji korenové vlasky, stavaji se pfili§ kifehkymi pro prenos do pldy a lamou se.
V takovém pfipadé se rostlina stdva neschopnou plného vyzivovani nebo je vyzivovani pro rostlinu
znacné obtizné [3].

2.2.6. Stadium IV — zakorenovani in vivo a aklimatizace

Toto stadium jako jediné probihd v nesterilnich podminkach. Explantaty se odebiraji
z kultivacnich médii a nechdvaji se zakorenovat v umélych substratech. Tyto substraty by mély byt
slabé kyselé az neutralni, mit vysokou vodni kapacitu a mély by zajiStovat dostate¢nou aeraci
korfen(. Pred presazenim do substratu je vsak velmi dilezité, aby byly z kofenl dukladné
oplachnuty zbytky Zivného média, které casto ulpivaji na kotrenech, jinak explantatu hrozi
nebezpecdi kontaminace. Pokud rostlina dokonale zakoreni, nastdvd faze jeji aklimatizace na
zménéné podminky zevniho prostredi. Pro vyvoj rostliny je nutna predevsim aklimatizace na
snizenou vzdusSnou vlhkost a na pfechod na autotrofni zplsob vyZivy. Pro organismus to znamen3,
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Ze uz dale nemuze Cerpat uhlik ze sachardzy obsaZzené v Zivném kultivaénim médiu, ale musi uhlik
ziskdvat z oxidu uhlicitého pti fotosyntéze [3].

Pro rostliny kultivované in vitro je nutna aklimatizace na nizsi vihkost vzduchu proto, Ze
Casto nemaji vytvorenou dostatecné silnou kutikulu a maji nefunkéni priduchy pro vyménu plyna.
To je zplisobeno predevsim vysokou vlhkosti v kultivacnich nadobach a malou intenzitou svétla
v kultivaénich mistnostech. Jelikoz maji kultivované explantaty odliSnou vnitfni strukturu listd
(nejvétsim rozdilem je vyrazné ztencend vrstva palisddového parenchymu, ktery obsahuje
chlorofyl), ve vétsiné pripadl nejsou kultivované rostliny schopny intenzivni fotosyntézy. Proto se
chovaji heterotrofné a organické latky na vyZivu, predevsim uhlik, ziskavaji z kultivacniho média.
Po pfeneseni na substrat uz vsSak organické latky rostlindm doddavany nejsou a musi se proto
postupné aklimatizovat prechodem z heterotrofie na autotrofii. To vSak trva delsi dobu kvdali
fotosyntetické nefunkcnosti plvodnich listl. Rostlina pUvodni listy vyuZiva spiSe jako zdsobni
organy poskytujici organické latky pro rlst novych listd, které uz budou schopny samostatné
fotosyntetizovat a regulovat osmozu bunék [3], [5].

TRANSPLANTATION

Obr. 1: Stadia mikropropagace pfi kultivaci rostlin [6]

2.3. Kultiva¢ni podminky

vvvvvv

médium. Kultivacni médium predstavuje zdroj energie, vyZivy a regulacnich latek. K dalSim
podminkam patti svételny rezim (intenzita a kvalita svétla), fotoperioda a teplota. Jednou z méné
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zminovanych, avsak také velmi dualeZitych podminek je plynnd faze uzavieného kultivacniho
prostfedi. Vtomto smyslu ma vyznam zvyseny Ci snizeny obsah nékterych plynl nebo mnozstvi
vodni pary v kultivaénich nadobach.

Parametry ovliviiujici rast a vyvoj explantatu délime na endogenni a exogenni. Endogenni
faktory, které mizeme do urcité miry ovlivnit, zahrnuji kvalitu donorové rostliny (jeji fyziologicky
a geneticky stav) a udrzeni sterility kultivace (je nutnd dezinfekce explantati a specialni
manipulace). K exogennim faktorim, které jsme schopni zcela kontrolovat, patfi slozeni Zivného
média a fyzikalni faktory kultivace zahrnujici teplotu a osvétleni.

In vitro kultura je polouzavieny systém, ktery asepticky poskytuje kyslik, vodu, organické
zdroje uhliku, Ziviny a regulatory rostlinného rlstu pfi regulované teploté kultivacnich mistnosti.
Cést prirodnich podminek explantatu nahrazuje kultivaéni médium. Postupny pokles obsahu Zivin
v médiu mlZe omezovat rlst explantatl, je proto tfeba explantaty pravidelné pasazovat na
Cerstvé médium a zajistit tak dostateény pfisun Zivin [3], [5].

2.3.1. Svételné podminky kultivace

Vlastnosti svétla, které nejvice ovliviiuji rlist a vyvoj explantdtd jsou: fotoperioda a intenzita
osvétleni. Fotoperioda, tedy casovy prabéh fazi svétla a tmy a jejich stfidani, ma vliv na
morfogenezi explantdtl. Vétsina rostlin potfebuje pro stimulaci rlstové faze vyvoje 12—-16 hodin
svétla denné, tato perioda se vsak liSi v zavislosti na rostlinném druhu.

Svételna intenzita neboli mnozstvi fotond obsaZzenych ve svételném zareni, které dopadne
na explantat za urcity ¢as, se rovna mnozstvi dodané svételné energie, kterd ovliviiuje vydatnost
fotosyntézy, na které zavisi rGst a vyvoj rostlin. Svételnd intenzita také ovliviuje vyvoj a stavbu
listu @ mnozstvi chlorofylu obsazeného v listech. V kultivacnich mistnostech je svételnd intenzita
poskytnutd zarivkami pomérné nizka a explantaty proto obsahuji mensi koncentraci chlorofylu
v listech. Diky nizkému obsahu chlorofylu v listech nejsou explantaty schopny plné autotrofie
a nedostatek glukdzy vznikajici pfi fotosyntéze musi byt dorovnan pfisunem energie v podobé
cukrl obsaZenych v kultivacnich médiich [3], [5].

2.4. Kultivacni média

2.5. Slozeni médii

Média, kterda se vyuzivaji pri kultivaci bunék, rostlinnych pletiv nebo organl, obvykle
obsahuiji:
- makroelementy
- mikroelementy
- vitaminy
- aminokyseliny (nebo jiny zdroj organického dusiku)
- sacharidy
- dalsi organické slozky (aktivni uhli)
- rUstové regulatory
- (zpevnuijici latky)
SloZeni kultivaéniho média je jednim z faktor(, které nejvic ovliviuji rist a morfogenezi
(vyvoj tvaru) explantati. Médium je exogennim zdrojem fytohormona (rostlinnych hormonu) pro
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explantaty, vSsechny jeho slozky se navzajem ovliviiuji a spolec¢né se podileji na usmérnovani
procesl probihajicich v kultivovanych pletivech [3], [5].

2.5.1. Makroelementy

Do kultivacnich médii se pridavaji makroelementy, které zahrnuji Sest prvkla dalezitych
pro vyvoj rostliny: dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik a siru, z nichZ dusik hraje nejdulezitéjsi roli.
Pro dosazeni efektivniho rlstu je anorganicky dusik do média pfidavan v nitratové formé
a ve formé amonnych soli a organicky dusik ve formé aminokyselin [3].

2.5.2. Mikroelementy

Pro rast explantatovych kultur jsou nezbytné tyto mikroelementy: Zelezo, mangan, zinek,
boér, méd a molybden. Pro zlepsSeni rlstu a vyvoje kultur nékterych rostlin se mohou do médii
pridavat ikobalt, jod, sodik a chlor, které vsak pro rast kultury nemusi byt nezbytné.
Mikroelementy se do médii pridavaji ve stopovém mnozstvi [3].

2.5.3. Zdroj uhliku a energie

Kvali nedostatku chlorofylu v palisadovém parenchymu listd nejsou explantaty schopny
autotrofni vyzivy. Z dlivodl heterotrofie se do médii pridavaji sacharidy, které nahrazuji zdroje
uhliku a energie. NejcastéjSim zdrojem uhliku a energie je v médiu sachardza. Sacharézu je
v nékterych pripadech mozné nahradit glukdézou nebo fruktézou. Mize byt nahrazena i jinymi
sacharidy, ty ale byly prokazany jako méné efektivni nez sacharéza a glukdza [3].

2.5.4. Vitaminy

Za normalnich podminek si rostlina vitaminy nezbytné ke svému rdstu a vyvoji syntetizuje
sama. Vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné, protoZe katalyzuji vétSinu metabolickych proces.
V Zivnych médiich se nejcastéji vyskytuji vitaminy thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a sacharid
myo-inositol. Thiamin, ktery je obsazeny ve vétSiné kultivacnich médii, je jako vitamin
nepostradatelny pro rlst rostlinnych pletiv, zatimco pfitomnost kyseliny nikotinové, pyridoxinu
a myo-inositolu v médiu neni pro rist explantdtu nezbytna, ale maze ho stimulovat [3].

2.5.5. Fytohormony

Fytohormony neboli rostlinné hormony, jsou organické slouéeniny syntetizované v jedné
Casti rostliny a zpravidla transportované do jiné c¢asti, kde i ve velmi malych koncentracich
zpUsobuiji fyziologickou odpovéd. Tato odpovéd muzZe puUsobit na rist rostliny pozitivné, ma tedy
stimulacéni ucéinky nebo mulzZe rast rostliny brzdit inhibi¢nimi Gcinky. Do hlavnich skupin
fytohormonu patfi: auxiny, cytokininy, gibereliny, etylen a kyselina abscisova [7].

Rlstové regulatory jsou chemicky syntetizované organické slouceniny, které u rostlinnych
bunék zplsobuji podobnou fyziologickou odpovéd jako fytohormony [8]. Pri praci byly jako slozky
kultivacnich médii pouZity pouze rlistové regulatory na bazi cytokinind.
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2.5.5.1. Cytokininy

N6-derivaty adeninu zvané cytokininy patfi mezi fytohormony. Podle fetézce navazaného
na N6 dusiku adeninu se déli na isoprenoidni a aromatické. Isoprenoidni jsou reprezentovany
cytokininy odvozenymi od nasledujicich bazi: N6-(A%isopentenyl)adenin, dihydrozeatin a zeatin.
Mezi aromatické cytokininy patfi 6-benzylaminopurin, meta- a ortho-topolin a jejich metabolity.
Cytokininovou aktivitu vykazuji také nékteré derivaty mocoviny (napf. N,N'-difenylmocovina,
thidiazuron) [9], [10].

2.5.5.2. Struktura a charakteristika pouzitych cytokininu

Ptipraci byly pouzity 4 druhy cytokininG, konkrétné benzylaminopurin, meta-topolin
a jejich derivaty. Mezi nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi cytokininy priddvané do kultivac¢nich médii
patfi benzylaminopurin. Toho bylo uZito i pfi praci a v textu jsou na néj odkazy pod zkratkou BAP.
K fyziologickym projevim BAPu patfi zejména regenerace rostlin z kalusu a stimulace vyvoje plodu
a semen. Tyto ucinky jsou zpUsobené stimulaci bunééného déleni [11].

Obr. 2: 6-benzylaminopurin [12]

DalSim z pouzitych cytokininli byl 6-benzylamino-9-tetrahydrofuran-2-yl-purin, derivat
benzylaminopurinu. V praci ho najdeme pod zkratkou THPP. Nedavno vytvofené N9 derivaty,
kterymi  jsou 6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl purin (PBA) a 6-benzylamino-9-
tetrahydrofuran-2-yl purin (FBA), se projevily jako mnohem efektivné;jsi nez rlistovy reguldtor BAP
a proto se jich uziva pfi kultivaci [13].
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THPP

Obr. 3: 6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl-purin [13]

Hojné vyuzivany ke kultivaci je také meta-topolin a jeho derivaty. Odkazy na meta-topolin
se v praci nachazi pod zkratkou MT. Meta-topolin je hydroxy derivdtem benzylaminopurinu a jeho
ucinkem dochazi ke zvyseni hladiny enzymU obecné spojovanych s fotosyntetickym procesem
v rostliné [14].

OH

Obr. 4: Meta-topolin (3-hydroxybenzylaminopurin) [15]

Poslednim z pouzitych cytokinin( je derivat meta-topolinu, na ktery je v praci odkazovano
pod zkratkou CEP (6-(3-methoxybenzylamino)purine-9-B-D-(6(3MeOBA)9CEP)). Tento derivat byl
nedavno vyvinut pracovniky katedry botaniky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
a odkoupen Agronomickou fakultou Mendelovy univerzity za Ucelem testovani Ucinkd tohoto
derivatu pfi kultivaci rostlin. U¢inky tohoto derivatu jsou prozatim ve stadiu vyzkumu.

2.5.5.3. Historie cytokininu

Gottlieb Haberlandt (1913) zjistil, Ze latky obsazené ve floému rostliny maji schopnost
indukovat bunécné déleni. Prvni cytokinin byl izolovany ze spermatu sledl. Bylo zjiSténo, Ze tato
latka stimuluje bunécéné déleni — cytokinezi — a proto byla nazvana kinetin. Prvni zndmy pfirozeny
cytokinin byl objeven v nezralém endospermu kukurice. Podle latinského nazvu kukufice — Zea —
byl tento cytokinin pojmenovan zeatin [7].
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2.5.5.4. Vlastnosti cytokinint

Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormont odvozenych od adeninu vyznacujici se
schopnosti stimulovat v pfitomnosti auxinu bunécné déleni nékterych rostlinnych tkanovych
kultur. Vykazuji dalsi biologické ucinky, z nichZz zejména regulace organogeneze a regenerace
rostlin ma znacny vyznam v biotechnologickych aplikacich. Pfirozené cytokininy jsou derivaty
adeninu substituované v poloze N-6. Hladina cytokinin( v rostlinnych burnkach je regulovana
ostatnimi fytohormony, zejména auxinem. Hlavnim mistem biosyntézy cytokinin( jsou koreny,
odkud jsou cytokininy transportovany do nadzemni ¢asti xylémem [16].

2.5.5.5. U&inky cytokininG

Dalezitym fyziologickym ucinkem cytokininl je jejich schopnost v interakci s auxinem
iniciovat diferenciaci pupenli a korenl. Vysoky pomér koncentraci cytokininu a auxinu
v kultivaénim médiu stimuluje diferenciaci pupen(, zatimco nizky pomér koncentraci cytokininu
a auxinu je priznivy pro iniciaci kofenl. Diky tomuto poznatku jsme schopni z jednotlivych bunék
a protoplastl regenerovat celou rostlinu. DUlezitymi biologickymi ucinky cytokinin( jsou:

- stimulace vétveni stonkl a odnoZovani rostlin pfi potlaceni dominance
apikalniho pupene nebo hlavniho stonku

- zpomaleni starnuti rostlinnych pletiv a organt

- stimulace diferenciace plastidd a tvorby chlorofylu a Skrobu

- zvySeni rezistence rostlin vici extrémnim podminkam prostredi (vysoka teplota,
zasoleni a zaplaveni koren()

- iniciace tvorby semen.

Soucasné zvysuji obdobi fotosyntetické produktivity rostlin.

Cytokininy byvaji do kultivaénich médii vétSinou pfidavany v kombinaci s auxiny. Mohou
vSak puUsobit i samotné, alesponl v nékterych fazich kultivace, nebo muze jejich ucinek silné
pfevladdat. Samy o sobé mohou cytokininy nachazet uplatnéni pfi indukci tvorby pryt(. Pfi
dlouhodobéjsim pusobeni cytokininy negativné ovliviiuji rlist explantatd a znacné znesnadnuji
nasledné zakorenovani.

Hlavnim ucelem uzivani cytokininQ v kultivaénim médiich je tedy stimulace bunécného
déleni, indukce tvorby pryt( a inhibice tvorby kofent [16], [8].

2.5.6. Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku

Kultivované explantaty jsou, na rozdil od jinych sloZzek obsazenych v médiu, schopny
syntetizovat vlastni aminokyseliny. Pfitomnost aminokyselin v médiu vsak mlzZe stimulovat rlst
explantatl a znamena pro burnky bezprostfedni zdroj dusiku, ktery je v organické formé vyuzivan
rychleji nez ve formé anorganické. Do Zivnych médii je dusik v organické formé nejcastéji dodavan
ve smési aminokyselin. Pokud by totiz aminokyseliny byly dodavany samotné, mohly by pfi vyssich
koncentracich vyrazné inhibovat rist explantatu [3].
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2.5.7. Nedefinované organické slozky médii

Hlavni slozka, radici se do této kategorie, je aktivni uhli, které muize mit jak stimulacni, tak

inhibi¢ni efekt na rust explantatd. Ti zakladni funkce aktivniho uhli v kultivacnim médiu jsou:
- absorpce latek inhibujicich rast
- absorpce rlstovych reguldtor(
- zplsobeni ztmavnuti média.

Ackoli se aktivni uhli pridava do kultivaéniho média i jako zdroj organického uhliku pro
stimulaci rUstu, mlzZe v nékterych pripadech kvili své schopnosti absorbovat rlistové regulatory
rast inhibovat. Stimulacni Ucinek aktivniho uhli na rist explantatl spociva hlavné v jeho schopnosti
vazat toxické slouceniny produkované rostoucim explantatem. Aktivni uhli se obvykle pred
pouzitim proplachne kyselinou a zneutralizuje [3].

2.5.8. Latky pouzivané pro zpevnéni média

Rychlost rlstu a produkce prytkd béhem mikropropagace muize byt ovlivnéna fyzikalnim
stavem média. Explantatové kultury mohou byt kultivované na tekutém médiu nebo na polotuhém
médiu.

Pfi praci na stfedosSkolské odborné Cinnosti bylo po celou dobu kultivace uzivdno polotuhé
médium, jehoz vyhodou je stabilizace polohy a lokalizace explantatu. Pro nasi potiebu indukce
tvorby prytki se tekuté médium nehodi, protoze pfi iniciaci tvorby prytkd byva rlst
dezorientovany a pokud probéhne Uspésné, byva obtizné pryty oddélit.

Polotuhd média jsou takovd média, jejichz viskozita a pevnost je nékde mezi hodnotami
pro pevné a kapalné skupenstvi [5]. Pro pfipravu polotuhych médii se nejc¢astéji pouziva agar,
prirodni polysacharid vyskytujici se v éervenych mofskych fasach. Agar je idealni jako Zivné
médium pro kultivaci mikroorganism( a rostlin diky své vysoké gelujici schopnosti. Oproti jinym
gelizujicim latkdm ma agar fadu vyhod: agarové gely jsou stabilni pfi teplotach pouZivanych pfi
kultivaci; agar nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy; tuhost
agarového gelu je mozné regulovat pouZitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH kultivaéniho
média. Agar obsahuje vapnik, horcik, draslik a sodik, a proto mizZe byt koncentrace nékterych
prvkl v Zivném médiu ovlivnéna koncentraci agaru.

UZiti polotuhého média vSak nemusi byt vidy pfinosem, nékteré druhy agaru totiz obsahuji
latky, které funguji jako inhibitory a mohou branit morfogenezi nebo snizovat tempo ristu. DalSim
problémem pfi uziti polotuhého média mlze byt Spatnd prichodnost kysliku k vyvijejicim se
kofenlim, coz ovliviiuje jejich rlist a funkénost.

Pouziti tekutych médii mlze znamenat rychlejsi rist, nez jakého jsme schopni dosahnout
u polotuhych médii. Explantaty se vétSinou ponofuji hloubéji do tekutého média tak, Zze je vétsi
¢ast povrchu explantatu v kontaktu s médiem, coz zvySuje Ucinnost obsaZzenych latek, predevsim
regulatorll rdstu. Pro stimulaci rlstu explantatu je nutné, aby byl zajistén prisun kysliku, proto
musi mit explantat v tekutém médiu néjakou oporu, ktera udrzuje jeho ¢ast nad hladinou média
(3], [5].
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Obr. 5: Kultiva¢ni médium s agarem [16]

2.6. Kultivacni nadoba

Experimentalnimi pokusy bylo prokdzano, Ze vytéinost mikropropagace zavisi i na vlivu
kultivacni nadoby. Faktory, které ovliviuji kultivaci, jsou vzdjemny vliv pouzitého druhu média
a propustného uzavéru kultivaéni nddoby; objem nadoby a tvar nadoby, ktery mlze mit vliv na
rychlost rastu kultur ovlivnénim propustnosti plyna [5].

Pfi praci na stfedoskolské odborné cinnosti bylo uZito plastovych nddob Magenta®
(vyrobce Sigma), které maji hranaty tvar a plastové zavérné vicko, umoziujici vstup kysliku.
Rozméry téchto nadob jsou 77x77x97 mm.

Obr. 6: Kultivacni nadoba Magenta® s explantaty (vlastni zdroj)
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2.7. Moruse cerna

Obr. 7: Moruse Cerna [18] Obr. 8: Explantat moruse cerné
(vlastni zdroj)

2.7.1. Morfologie moruse

Moruse (morusovnik) patfi do radu razotvaré (Rosales), celedi morusovnikovité
(Moraceae). MoruSe se muze vyskytovat v podobé stromu s kmenem vysokym az 10 m, jako
drevina nebo jako kef. Ma opadavé, srdcité, Siroké, syté zelené, lesklé listy zoubkaté pfi krajich,
které dosahuji az 15 cm. Moruse patfi do stejné celedi jako fikovnik, coZ se na nékterych listech
projevi tvorbou nepravidelné hlubokych lalokd. Rapik je kratky, tlusty, ¢epel iroce vejcita, celistva
nebo aZ hluboce nepravidelné vykrajovand, na rubu husté chlupata. Pfed opadanim listy méni
barvu na Zlutou. Plodem morusovniku je souplodi peckovi¢cek — moruse. Od poloviny léta dozrdvaji
na morusi podlouhlé plody podobné protdhlym ostruzindm, které jsou pfi Uplném dozrani cerné
a lesklé. Plody maiji vélcovity tvar a vyrUstaji na vétvickach ve skupinach. Kvéty moruse maji
rdZovou barvu a tvar samdich i samicich kvétl je jehnéda. Moruse kvete od kvétna do cervna.
Rostlina je jednodomd a samosprasna, to znamend, Ze ke tvorbé plodl nepotiebuje opylovace.
Celd rostlina je prostoupena mlécnicemi s bilym latexem [19], [20].

2.7.2. Vyskyt moruse

Morudovnik ¢erny pochdzi pravdépodobné z irdnu a péstuje se jiz od starovéku v riiznych
zemich Stfedozemi. Roste na slunnych svazich ve velmi teplych, nej¢astéji vinorodych oblastech.
Kdysi se vzacné péstoval i v Cechach, pfi tuhych mrazech totiz vymrza. Jednotlivé se dosud
vyskytuje na Moravé, Castéji ve vinorodych oblastech Slovenska. Pida miize byt mirné kysela az
mirné alkalickd a propustna, nesnaseji vSak premokreni. Moruse je drevina, kterd pro dobry rist
a vynosy potrebuje teplé stanovisté a co nejvice slunce. Dobfe sndasi znecisténé ovzdusi [19], [20].
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2.7.3. Ostatni odrtidy moruse

PFibuzny morudovnik bily (Morus alba), pochazejici z Ciny, se kdysi ¢asto péstoval i v Ceské
republice. Z morusovnikl je nejvyssi, dorlsta az 18 m. Vytvafi kolem 10 m Sirokou, kulatou korunu.
Jeho plodenstvi jsou velka az 2,5 cm maiji bilou az jemné nardzovélou barvu. Dozravaji v cervenci
asrpnu. Tomuto stromu vyhovuje spiSe sussi stanovisté, nevadi mu vétrna poloha. Je
mrazuvzdorny aZz do -35 °C.

Morusovnik ¢erveny je na rozdil od bilého a ¢erného dvoudomy, proto je nutné péstovat
samci i samici strom. Vzrlst je podobny jako u morusovniku ¢erného. Jeho az 3 cm dlouhé
plodenstvi ma tmaveé purpurovou barvu a chutna sladce. Dozrdva v ¢ervenci a srpnu [20].

2.7.4. Uziti moruse

Strom poskytuje kvalitni sladkokyselé ovoce, $tdva s velkym obsahem vitaminu C ma
i protizanétlivé ucinky pti onemocnéni Ustni dutiny. Zajimavosti je, Ze cela rostlina je |éciva. Listy se
pouZivaji proti nemocem z nachlazeni, plody maji vyrazny tonizujici uc¢inek na ledviny a mocové
cesty azabranuji predéasnému Sednuti vlasli, a kofeny se uzivaji napriklad proti astmatu,
hypertenzi a dokonce diabetu. Listy morusSe bilé jsou vyhradni potravou bource morusového
a péstuji se v oblastech, kde se vyrabi hedvabi [20].

2.8. Laminarni box

Laminarni box, jinak také flow box, je laboratorni zafizeni, které filtruje vzduch pomoci
filtr( a nabizi tak mozZnost pracovat ve sterilnim prostfedi bez mikroorganisma [21]. UZiva se nejen
pfi kultivaci rostlinného materialu, ale také napf. pfi kultivaci Zivoc¢isnych bunék.

2.9. Autoklav

Autoklav je laboratorni zafizeni uzivané ke sterilizaci. Jedna se o sterilizaci horkou parou
za zvySeného tlaku. Tento zpUsob sterilizace se pouZiva pro sterilizaci vatovych zatek, plastikovych
uzavérq, filtrd, skla, pipet a predevsim pro sterilizaci kultivacnich médii. Sterilizace se provadi
pfiteploté 121 °C a pretlaku 100 kPa. Délka sterilizace je u médii zavisla na jejich objemu,
u ostatniho materidlu se pouziva doba 15-20 minut [3].
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3. Material a metodika

3.1. Moruse ¢erna (Morus nigra)

Material na praci byl odebran z kultivovanych matefskych rostlin moruse cerné in vitro,
jejichz posledni prepasazovani na nové médium probéhlo 16. 8. 2012. Tyto explantaty byly
kultivovany v kultivaéni mistnosti Ustavu biologie rostlin Agronomické fakulty Mendelovy
univerzity pod dohledem Ing. Heleny Vlasinové, Ph.D. Celkové byly na zaloZeni kultur pouZity dvé
kultivacni nadoby matefskych rostlin.

3.2. Kultivace morusi

Kultivace explantatli moruse cerné byla zapocata 14. 9. 2012. Material odebrany ze dvou
kultivacnich nddob materskych rostlin byl pfepasdzovan do celkové deseti kultivacnich nadob,
z nichz vzdy dvé nadoby obsahovaly stejny cytokinin pfidany do kultivacniho média. Pro kontrolu
a porovnani rlastu explantatl byly moruse prepasazovdny i na médium prosté cytokininl (proces
kultivace viz. kapitola 2.2.1.).

Kultury explantatl byly kultivovany po celkovou dobu 77 dnl, za niz byly jednou
prepasdzovany na nové zivné médium stejného slozeni (26. 10. 2012) a po uplynuti této doby byly
kultury prepasazovany na médium prosté cytokinin(. Pfi procesu kultivace byly dodrzeny vsechny
kultivacni podminky, explantaty byly pasazovany v aseptickych podminkach laminarniho boxu
a kultivovany v kultiva¢ni mistnosti.

3.3. Pouzité regulatory rlstu

CYTOKININY UZITE V ZIVNEM MEDIU
ZKRATKA KONCENTRACE NAZEV
0 0 kontrola (bez cytokinin()
CEP 10 uM 6-(3-methoxybenzylamino)purine-9--D
BAP 10 uM 6-benzylaminopurin
MT 10 uM 3-hydroxybenzylaminopurin
THPP 10 uM 6-benzylamino-9-tetrahydrofuran-2-yl-purin

Tabulka 1: Pfehled cytokinini pouZitych v Zivném médiu

V této tabulce jsou zaznamendny 4 latky cytokininové povahy, které byly pfi praci
pridavany do Zivného média jako stimulanty rastu.

3.4. Kultivacni médium

Ke kultivaci bylo pouzito médium WPM (McCown Woody Plant Medium — firmy Duchefa).
SloZeni pouzitého média uvadi tab. 1.
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Pfiprava 1 litru kultivaéniho média probihala nasledovné: 2,46 g média, 100 mg inositolu
a 200 mg casein hydrolyzatu bylo rozpusténo v kadince s 800 ml destilované vody. Nasledné bylo
upraveno pH vzniklého roztoku (pH-metr Schott CG 842) na hodnotu 5,5-5,8 pomoci 0,1M
hydroxidu draselného (KOH) a 0,1M kyseliny chlorovodikové (HCl). K médiu bylo pfidano 7 g
rozvafeného agaru a 20 g sacharosy. Po promichani bylo médium sterilizovdno v autoklavu
(Tuttnauer 3870 EA) pfi teploté 121 °C a tlaku 100 kPa po dobu 30 minut. Ve flow-boxu byly
pridany do chladnouciho média pftislusné druhy cytokinin(, sterilizované filtraci (0,2 um). Nasledné
bylo kazdé médium doplnéno do 1000 ml, promichano a rozlito do pfipravenych v autoklavu
vysterilizovanych plastovych nadob typu Magenta (Sigma) — 50 ml do kazdé nadobky. Po ztuhnuti
bylo médium preneseno do kultivaéni mistnosti, kde bylo uchovavano ve tmé az do doby pouziti.
Kultivaéni médium pfipravovala laborantka Mendelovy univerzity.

Koncentrace Koncentrace Koncentrace

Slozky média (mg/1) Mikroelementy (mg/1) Vitaminy (mg/1)
CaCl, 72,50 CuS0O4.5H,0 0,25 glycin 2,0
Ca(NOs),.2H,0 471,26 FeNaEDTA 36,70 myo-inositol 100,0
KH,PO4 170,0 H3BO3 6,20 nikotinova kyselina 0,50
K>SO, 990,0 MnS04.H,0 22,30 pyridoxin HCI 0,50
MgSO, 180,54 Na;Mo0,4.2H,0 0,25

NH4NO3 400,0 ZnS0,4.7H,0 8,60

Tabulka 2: SloZeni kultivacniho média McCown Woody Plant Medium

3.5. Autoklavovani

Kultivaéni média byla pfipravovana laborantkou Agronomické fakulty Mendelovy univerzity
a sterilizovana v autoklavu. Sterilizovany byly vidy kultivaéni nddoby, do kterych po pfepasazovani
nebyly vraceny explantdty a obsahovaly pouze zbytky pouZitého kultivaéniho média nebo
kultivacni nadoby, které v priibéhu kultivace zkontaminovaly.

3.6. Sterilita prostredi pfi praci

Pfed jakoukoli manipulaci s explantaty, ktera vyzadovala otevreni kultivaéni nadoby, bylo
tfeba si dikladné umyt ruce, aby nedoslo ke kontaminaci explantatd. Bylo nezbytné, aby tyto
manipulace probihaly v laminarnim boxu, ktery zajistuje aseptické prostredi prfi pasazovani
a chrani explantaty pred mikroorganismy prenasenymi vzduchem. Pred kazdym pasazovanim na
nové kultivaéni médium byla provedena sterilizace laminarniho boxu 70% etanolem.

Kovové nastroje, sklo, hlinikova fdlie atd. byly sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru
(130-170 °C) po dobu 2-4 hodin [3]. Veskeré predméty, které se takto sterilizovaly, byly
pro sterilizovani zabaleny do alobalu. Pfi praci byly nastroje opakované sterilizovany opalenim
nad plamenem kahanu pfimo v laminarnim boxu a po vychladnuti pouzivany.
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3.7. Kultivacni nastroje a pomucky

Kromé laminarniho boxu byly pfi praci pouZity tyto ndstroje a pomdcky: raminko na
odkladani nastroju, nuzky, pinzeta, skalpel, plynovy kahan, Petriho misky a filtracni papiry.
Vsechny kovové nastroje byly pred kazdou praci sterilizovany horkovzduSnym sterilizatorem
a béhem prace byly sterilizovany vyzihdanim nad plamenem kahanu.

3.8. Zafizeni laboratore explantatovych kultur

Laboratot, ve které byly explantatové kultury pasdzovany, obsahovala zakladni kultivaéni
zafizeni. Jedna se o: prostor na myti skla a laboratornich pomticek, prostor na pfipravu a sterilizaci
médii (autoklav), skladovaci prostor na chemikalie a sklo, asepticky prostor pro ockovani
(laminarni box) a kultivacni mistnost nebo box s fizenymi kultivacnimi podminkami (teplota,
vlihkost, svétlo) [3].

3.9. Laminarni box

Pfi oteviené manipulaci s explantaty a pfi prepasdzovani byl pouzivdn laminarni box.
Veskera manipulace s explantaty probihala v aseptickém laminarnim boxu Holten Lamin Air, ktery
byl pted zapocetim prace nechan minimalné 15 minut spustény a pak byly horni, bocni stény
a pracovni plocha dezinfikovdny 70% etanolem.

- STBRIL GE

Obr. 9: Laminarni box [23]

3.10. Kultivacni mistnost

Kultivaéni mistnost na Agronomické fakulté Mendelovy univerzity je vybavena nékolika
regaly se zarivkami na uskladnéni kultivacnich nadob, lednici a tfepackami. Kultivacni nadoby byly
po celou dobu kultivace skladovany v kultivacni mistnosti s regulovatelnou teplotou (23 °C +1 °C),
regulovatelnym osvétlenim a aseptickym prostfedim.
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Obr. 10: Kultivacni mistnost Agronomické fakulty Mendelovy univerzity
(vlastni zdroj)

3.11. Postup prace

Matefské rostliny moruse, z nichz byly explantaty odebrany, byly vytazeny z kultivacniho
média na Petriho misku s filtraénim papirem. Jednotlivé pryty materské rostliny byly oddéleny od
sebe, ufiznuty nad kofenovym systémem a zbaveny listl. Poté byly skalpelem rozdéleny na nékolik
segmentl u postrannich pupenl a pfepasazovany na nové kultivaéni médium.

Kultivacni nadoby byly poté popsany Cisly 1-10 (1,2 — kontrolni médium; 3,4 — CEP médium,
5,6 — BAP médium; 7,8 — MT médium; 9, 10 — THPP médium). Po prepasazovani byly kultivacni
nadoby s explantaty premistény do kultivacni mistnosti.

Pozorované parametry:

e délka a pocet nové vzniklych kofinkl a schopnost explantatu zakorenit

e vyska prytk( explantat

e pocet nové diferenciovanych prytkd

e velikost kalusu explantatl (kalus je hojivé pletivo parenchymatickych bunék, které
se tvori pfi regeneraci poskozenych ¢&asti rostliny [21] — po odfiznuti prytu nad
kofenovym systémem)

e zabarveni list(, které vypovida o fotosyntetické schopnosti rostliny

Prvni pozorovani po zapoceti kultivace probéhlo 5. 10. 2012. Pozorovana byla vyska prytka,
pocet nové diferenciovanych prytk(, velikost kalusu, délka a pocet kofink( a barva listd. Vysledky
byly zapsany a kultivacni nadoby vraceny do kultivac¢ni mistnosti.
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Dalsi pozorovani probéhlo 26. 10. 2012 a explantaty byly prepasazovany na nova kultivacni
média s cytokininy. Opét bylo provedeno rozdéleni nové diferenciovanych prytk( a ty byly
umistény na kultivacni média. Pryty byly zbaveny kofink(, které se tézko pasazuji na nové
kultivacni médium a mohou byt pfipadnym zdrojem kontaminace kvali obtizné manipulaci.
Pozorovany byly stejné parametry jako pfi predchozim méreni.

Dne 16. 11. 2012 bylo provedeno dalsi pozorovani. Pozorovany a zapsany byly obdobné
parametry jako pfi predchozich mérenich. Zjisténa byla kontaminace v kultivac¢ni nadobé ¢. 1.
Explantdty v kultivacni nadobé byly zlikvidovany a nddoba s kultivaénim médiem byla umisténa do
autoklavu na sterilizaci.

Dne 30. 11. 2012 probéhlo posledni pozorovani explantdtd na médiich s cytokininy.
Pozorovana byla vyska prytkd, pocet nové diferenciovanych prytkd, velikost kalusu, délka a pocet
kofink(i a barva listd avysledky ze vSech pozorovani byly zpracovany do graf(i. Od zacdatku
kultivace bylo dohromady nakultivovdno 19 kultivacnich nddob explantatd. Byla zjisténa
kontaminace v kultivaénich nadobdch ¢. 3, 4 a 10, které byly poté sterilizovany v autoklavu.
Explantdty ze zbylych kultivaénich nadob byly prepasdzovdany na médium prosté cytokinini
s aktivnim uhlim.

Po pfepasazovani na médium prosté cytokininl byla provedena jesté dvé pozorovani,
14.12. 2012 a 11. 1. 2013. Pti téchto pozorovanich byla mérena délka a pocet kofink(l explantatu
a zkoumadna jejich schopnost zakofenit.
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4.

Vysledky

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany vysledky méreni:

- vysky diferenciovanych prytk(
- délky diferenciovanych kotinki
- poctu diferenciovanych prytku

- velikosti vzniklého kalusu

- barvy listl explantatd
- délky kofink( po prepasazovani na médium prosté cytokinin(

4.1. Vysledky méreni

4.1.1. Vysledky méreni priimérné délky a poctu kofinku
DRUH POCET DNi POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA DELKA
MEDIA KULTIVACE v KU,LTIVASVZNI'CH KORINKU V PREPQETU KORINKU V PREPQCTU NA
NADOBACH NA EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 9 0,50 0,74 cm
kontrolni | 42 DNI 9 1,40 7,51 cm
63 DNI 12 0,75 1,46 cm
77 DNI 12 1,50 7,32 cm

Tabulka 3: Primérna délka a pocet kofinkl na kontrolnim médiu

DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA DELKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVACNICH KORINKU V PREPOCTU KORINKU V PREPOCTU NA
NADOBACH NA EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 9 0,70 0,62 cm
CEP 42 DN 9 1,20 4,19 cm
63 DNI 9 1,30 3,57 cm
77 DNI 6 3,0 10,76 cm
Tabulka 4: Primérna délka a pocet kofinkli na médiu s CEP
DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA DELKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVACNICH KORINKU V PREPOCTU KORINKU V PREPOCTU NA
NADOBACH NA EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 10 0,0 0,0 cm
BAP 42 DN 9 0,0 0,0 cm
63 DNI 9 0,0 0,0 cm
77 DNi 9 0,0 0,0 cm

Tabulka 5: Primérna délka a pocet kofinkli na médiu s BAP
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DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA DELKA
MEDIA KULTIVACE Vv KUILTIVAICNI'CH KORINKU V PFv{EPQCTU KORINKU V PF“{EPQCTU NA
NADOBACH NA EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DN 9 0,0 0,0 cm
MT 42 DNI 9 0,0 0,0 cm
63 DN 8 0,0 0,0 cm
77 DNI 8 0,0 0,0 cm
Tabulka 6: Primérna délka a pocet kofinklti na médiu s MT
DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA DELKA
MEDIA KULTIVACE v KU,LTIVASVZNI'CH KORINKU V PREPQ(:TU KORINKU V PREPQCTU NA
NADOBACH NA EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNI 10 0,20 0,29 cm
THPP 42 DN 9 0,30 1,66 cm
63 DNI 8 0,75 0,49 cm
77 DN 6 1,50 2,31 cm

Tabulka 7: Primérna délka a pocet kofinkti na médiu s THPP

V prvnich 21 dnech kultivace doslo na rostlindch z médii s BAP a MT k Uplné inhibici rdstu
kofink(. Nejdelsi kofinky byly zaznamenany na kontrolnim médiu. Nejvyssi pocet kofinkl byl
zaznamendn u prytkd, vzniklych na médiu s CEP.

Po 42 dnech kultivace se nejdelsi kofinky diferenciovaly na kontrolnim médiu a nejkratsi
pramérna délka kofinkl byla namérena na médiu s THPP. Na médiich s BAP a MT se opét zadné
kofinky nediferenciovaly. Nejvice kotinkd bylo naméreno na kontrolnim médiu.

Po 63 dnech kultivace se na médiich s BAP a MT ani po pfepasazovani neprojevily zadné
stimulacéni ucinky cytokininG a nediferenciovaly se zZddné kotinky, naopak na médiu s CEP byl r(st
kofink( stimulovan. Nejdelsi kofinky byly naméreny na médiu s CEP a také na tomto médiu bylo
stimulovdno nejvice kofinkd.

Po 77 dnech byly vysledkem kultivace tyto poznatky: nejdelsi kofinky stimulovany na médiu
s CEP a nejkratsi pramérna délka korinkd byla namérena na médiu s THPP. Nejvice korinkd bylo
zaznamendno na médiu s CEP a na médiich s BAP a MT nebyly zaznamenany zadné kofinky.
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Graf 1: Celkovy primér délky kofinkt explantatd za celou dobu kultivace
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Graf 2: Délka kofinka v prabéhu kultivace béhem 77 kultivacnich dnt

Od zacatku kultivace se projevovaly vyrazné inhibi¢ni Gcinky BAP a MT na rast kofink(. To
mohlo byt zplsobeno tim, Ze tyto cytokininy zaroven indukovaly tvorbu kalusu, ktery muze
zpUsobit odlamovani kofink(. Po celou dobu kultivace se na téchto médiich nediferenciovaly
zadné korinky. Na médiu s THPP byly pozorovany dlouhé kofinky, kterych vsak bylo malo, vysledna
pramérna délka korink( v prepoctu na explantat se tedy jevi kratsi. Pozitivni stimulaéni ucinky se
projevily na médiu s CEP, na némz byly pozorovany cetné a dlouhé kofinky s kofenovym vlasenim.
Podobné vysledky byly pozorovany na kontrolnim médiu. U&inkem cytokininG pfidanych do
kultivacniho média muze pti dlouhodobéjsim plsobenim dojit k inhibici diferenciace a rastu
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korenU. V grafu miZzeme pozorovat vyrazny propad v namérené délce korink(. Ten byl zplsobeny
prepasazovanim na nové médium, kdy byly pryty explantatd oddéleny od sebe a zbaveny kotinku.

4.1.2. Fotodokumentace kofenového systému explantatu

Obr. 11: Kofenovy systém explantatd na Obr. 12: Kofenovy systém explantata
kontrolnim médiu (vlastni zdroj) na médiu s CEP (vlastni zdroj)

Obr. 13: Kofenovy systém explantati Obr. 14: Kofenovy systém explantatd
na médiu s BAP (vlastni zdroj) na médiu s MT (vlastni zdroj)

Obr. 15: Kofenovy systém explantatu
na médiu s THPP (vlastni zdroj)
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Na fotografiich mdzeme vidét korenové systémy explantat(. Na médiu s CEP (obr. 12)
mulzeme pozorovat velky pocet dlouhych kofink(i, naopak na kontrolnim médiu (obr. 11) vidime
mensi pocet kofinkl s kofenovym vlasenim (stejné tak na médiu s THPP — obr. 15). Na obr. 13 a 14
nepozorujeme zadné koreny, protoze na médiu s BAP a MT se zadné netvorily.

4.1.3. Vysledky méreni priimérné vysky a poctu nové diferenciovanych
prytkul
DRUH POCET DNIi POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA VYSKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVACNICH | PRYTKU V PREPOCTU NA | PRYTKU V PREPOCTU NA
NADOBACH EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 9 0,70 1,86 cm
kontrolni | 42 DNI 9 1,80 2,20 cm
63 DN 12 1,30 2,27 cm
77 DNi 12 1,50 2,33 cm
Tabulka 8: Primérna vyska a pocet prytk na kontrolnim médiu
DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA VYSKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVACNICH | PRYTKU V PREPOCTU NA | PRYTKU V PREPOCTU NA
NADOBACH EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 9 1,1 1,57 cm
CEP 42 DNi 9 2,1 1,80 cm
63 DNI 9 1,7 2,05 cm
77 DNi 6 2,5 2,80 cm
Tabulka 9: Primérna vyska a pocet prytkii na médiu s CEP
DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA VYSKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVACNICH | PRYTKU V PREPOCTU NA | PRYTKU V PREPOCTU NA
NADOBACH EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 10 2,30 0,35 cm
BAP 42 DN 9 3,80 0,58 cm
63 DN 9 3,80 0,69 cm
77 DNi 9 5,50 0,70 cm
Tabulka 10: Priimérna vyska a pocet prytkd na médiu s BAP
DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA VYSKA
MEDIA KULTIVACE V KULTIVAENICH | PRYTKU V PREPOCTU NA | PRYTKU V PREPOCTU NA
NADOBACH EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DNi 9 1,60 0,33 cm
MT 42 DNI 9 3,80 0,40 cm
63 DN 8 4,38 0,44 cm
77 DNi 8 6,13 0,49 cm

Tabulka 11: Priimérna vyska a pocet prytk(i na médiu s MT
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DRUH POCET DNI POCET ROSTLIN PRUMERNY POCET PRUMERNA VYSKA
MEDIA KULTIVACE v KU,LTIVAGVZNI'CH PRYTKUO V PREPQ(ETU NA | PRYTKUV PRquéTU NA
NADOBACH EXPLANTAT EXPLANTAT
21 DN 10 0,80 1,38 cm
THPP 42 DNI 9 2,10 1,41 cm
63 DNI 8 3,0 1,53 cm
77 DNI 6 3,30 1,83 cm

Tabulka 12: Priimérna vyska a pocet prytkii na médiu s THPP

Po prvnich 21 dnech kultivace se nejvy$si prytky diferenciovaly na kontrolnim médiu
anejmensi na médiu s MT. Pfi prvnim pozorovani kultivacnich explantatlii nebyl pocet
diferenciovanych prytk( jesté pfrilis vysoky. Primérny pocet nové diferenciovanych prytkd se na
vSech médiich pohybuje okolo 1-2.

Po 42 dnech kultivace zapUsobily zejména BAP a MT, které zpusobily vyraznou inhibici
rastu prytkd. Byla pozorovana také mirnd inhibice zplsobend CEP a THPP, vyska prytkd na
kontrolnim médiu se vyrazné nezménila. Na tvorbu prytkG mély stimulacni ucinky hlavné BAP
a MT.

Explantdty byly pfepasdzovany na nové médium 26. 10. 2012. Po 63 dnech kultivace, 21 dni
po prepasdzovani, byly nejvyssi prytky pozorovdny na kontrolnim médiu a nejmensi na médiu
s MT, ktery na rlst prytkd puasobil inhibi¢nimi Ucinky. Nejvétsi stimulacni Ucinky na tvorbu prytd
mél MT a BAP, nejméné prytl na diferenciovalo na kontrolnim médiu.

Po 77 dnech kultivace stale pasobil nejvyraznéjSimi inhibi¢nimi ucinky MT a nejvyssi prytky
se diferenciovaly na médiu s CEP. Pfi pozorovani se opét ukazalo, Ze u kultivovanych kultur ma BAP
a MT stimulacéni Gcinky na tvorbu novych prytkd. Velmi nizky pocet nové vzniklych prytk( byl
pozorovan na kontrolnim médiu.
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Graf 3: Celkovy pramér vysky prytkl explantata za celou dobu kultivace
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Graf 4: Vyska prytkt v pribéhu kultivace béhem 77 kultivacnich dni
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Graf 5: Celkovy priimér poctu prytkd explantatli za celou dobu kultivace
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Graf 6: Pocet prytkul v prtibéhu kultivace béhem 77 kultivacnich dnt

Na zacatku kultivace se nejvétsi stimulacni ucinky na rist prytkd projevily na kontrolnim
médiu a pocet nové diferenciovanych prytk na rdznych médiich pfilis nelisil. Pfi druhém
pozorovani explantatd pak byly stimula¢ni Ucinky na rist prytkd pozorovany na médiu s CEP, BAP
a MT naopak stimulovaly tvorbu nové diferenciovanych prytkd. Nejmensi pryty se diferenciovaly
na médiu s MT a inhibi¢ni Uc¢inky na rast prytkd pretrvaly po celou dobu kultivace. Jako optimalni
cytokinin se pfi pozorovani rastu prytd jevil CEP, na médiu s timto cytokininem byly pozorovany
nejvyssi pryty. Jednim zhlavnich ucinkG cytokininG je redukce dlouzivého rlstu stonkd.
Z namérenych vysledkd tedy mGzeme vycist, Ze nejvice pridané reguldtory plsobily na rist prytk(
na kulturach kultivovanych na médiu s MT. V prabéhu celé kultivace byly pozorovany vyrazné
stimulacni ucinky BAP a MT natvorbu novych prytkd, naopak nejméné prytk( se tvofilo na
kontrolnim médiu. DalSim z Gcinku, které cytokininy pfti kultivacich vykazuji je stimulace vétveni
a odnozovani rostlin. Z vysledk(l méreni tedy mizeme konstatovat, Ze tento Ucinek se nejvyraznéji
projevil na médiu s BAP a MT s nejvyssim poctem nové diferenciovanych prytka.
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4.1.4. Vysledky méreni velikosti kalusu
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Graf 7: Celkovy priimér velikosti kalusu explantatt za celou dobu kultivace

Po prvnich 21 dnech kultivace se nejvétsi kalusy vyvinuly u kultur na médiu s MT a BAP.
Témér zadné kalusy vsak nebyly zaznamenany u kultur na kontrolnim médiu.

Po 42 dnech kultivace byly pozorovany vyrazné stimulacni uéinky BAP na tvorbu kalusu.
Inhibice tvorby kalusu byla opét vyrazna u kultur na kontrolnim médiu.

Pfi pozorovani po 63 dnech kultivace se opakovaly vysledky z pfedchozich méfeni.

Po 77 dnech kultivace doslo ke stimulaci rstu kalusu na kontrolnim médiu a naopak
k mirné inhibici rlstu kalusu na médiu s MT. Na ostatnich médiich se vytvofil kalus podle
pfedchozich vysledk(, kalusy kultur vSak byly mensi nez kalusy, které byly pozorovany pfi
predchozich mérenich.
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Graf 8: Velikost kalusu v pribéhu kultivace béhem 77 kultivacnich dnt
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Béhem kultivace mél nejvétsi stimulacni Gcinky na tvorbu kalusu BAP. Velké kalusy byly
pozorovany také u kultur na médiu s MT. Velké kalusy pozorované u kultur na BAP a MT byly
nahnédlé a obklopovaly vsechny diferenciované pryty. Tyto kalusy byly velmi mékké pfi okrajich
a pfi prenosu na nové Zivné médium mély tendenci se rozpadat. CEP a THPP také podporovaly
tvorbu kalusu, ale s mnohem mensi intenzitou. Kalusy byly méné cetné a tvrdé. Na kontrolnim

médiu se témér zadné kalusy netvorily. Kalus, ktery se vytvarel na bazi, mohl zplsobit odlamovani
noveé diferenciovanych kofink(i nebo nedostatek chlorofylu a jinych latek v rostliné.

4.1.5. Vysledky méreni barvy listt

Legenda: Cisla v grafu reprezentuji sytost barvy listd
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Graf 9: Celkovy priimér barvy listli explantatl za celou dobu kultivace

Graf zaznamenava barvu listl explantatd z vysledkd pozorovani po celou dobu kultivace.
Zabarveni list(l vypovida o mnozZstvi chlorofylu, které listy obsahuji a tim i o fotosyntetické aktivité
rostliny. Na kontrolnim médiu a médiu s CEP se barva listl explantatd nezménila po celou dobu
kultivace a zabarveni zlstalo syté zelené, listy tedy obsahovaly pomérné velké mnozstvi chlorofylu.
Explantdty kultivované na médiich a BAP a MT vykazovaly pfi pozorovani vyblednuti listd a listy
mély velmi svétle zelenou aZ bilou barvu. To svéd¢i o nedostatku chlorofylu v listech, ktery mohl
byt zplsobeny indukci tvorby velkych kalusd na médiich s BAP a MT. Kalusy vytvorené na bazi
prytk(l totiz mohou zabrarfiovat spravné vyzivé rostliny. Na médiich s BAP a MT byly také
pozorovany urcité deformace listl explantatd. Listy byly velmi malé, dlouze protahlé, bilé barvy
s tmavé zelenymi Spickami nebo okraji listl a jejich okraje byly vice vykrojené.
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Graf 10: Barva listli v priibéhu kultivace béhem 77 kultivacnich dnl

Od zacatku kultivace listy kultur kultivovanych na médiu s BAP a MT reagovaly na
cytokininy vyraznym vyblednutim a v pozdéjsim stadiu kultivace i deformaci tvaru nékterych listd.
U kultur na kontrolnim médiu a médiu s CEP byly pozorovany syté zelené listy normalniho tvaru po
celou dobu kultivace, zatimco barva listd kultur na médiu s THPP se pfi druhém pozorovani jevila
vyrazné bledsi. Po prepasazovani na nové Zivné médium uz vsak listy explantatd nabyly zpét syté
zelenou barvu.

4.1.6. Vysledky méreni priimérné délky korinkd po prepasazovani na
médium prosté cytokinint

DRUH MEDIA PRUMERNY POCET KORINKU PRUMERNA DELKA KORINKU
V PREPOCTU NA EXPLANTAT V PREPOCTU NA EXPLANTAT
0 2,0 10,10 cm
CEP 1,75 8,50 cm
BAP 0,15 2,53 cm
MT 0,34 1,94 cm
THPP 0,75 6,54 cm

Tabulka 13: Priimérna délka a pocet kofinkl po pfepasazovani na médium prosté cytokinini
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Graf 12: Primérna délka kofinkd explantatl prepasazovanych na médium prosté cytokinini

Dne 30. 11. 2012 byly kultury moruse prepasazovany na média prosta cytokinind za ucelem
pozorovani schopnosti iniciovat tvorbu kofen(. Koreny se diferenciovaly ve vSech kultivacnich
nadobdach. Nejdelsi priimérné kotinky se diferenciovaly na explantatech, které byly na kontrolnim
médiu, nejkratsi na explantatech dfive kultivovanych na médiu s MT. | pfesto, Ze primérné byly
kofinky diferenciované na explantatech drive kultivovanych na médiu s MT nejkratsi, byl jich
naméren nejvétsi pocet. Vzhledem kvysokému poctu explantatl se vSak po prevedeni na
pramérny pocet korinkd jevilo toto Cislo velmi malé. U explantatl dfive kultivovanych na médiich
s BAP a MT se sice diferenciovaly kratké kotinky, rozdil mezi ostatnimi médii se vSak umocnil tim,
Ze na téchto médiich vzniklo velké mnozstvi prytka bez kofinkd a vysledky byly opét prepocitany
na pramérné hodnoty. Ze ziskanych vysledk(i se da usuzovat, Ze v explantatech moruse stéle
zGstaly zvySené hladiny cytokininG, i kdyZz byly kultury prepasazovany na médium prosté
cytokininG. Vysledky totiz odpovidaji predchozim mérenim provedenym pfi kultivaci s regulatory
rdstu.
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4.1.7. Fotodokumentace pozorovani provedeného po 21 dnech
kultivace

Obr. 16: Explantat na kontrolnim médiu Obr. 17: Explantat na médiu s CEP
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

e w3 1§

Obr. 18: Explantat na médiu s BAP Obr. 19: Explantat na médiu s MT
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 20: Explantat na médiu s THPP
(vlastni zdroj)
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Na fotografiich jsou kultury moruse cerné na médiich srdznymi cytokininy.
Fotodokumentace byla pofizena pfi pozorovani 5. 10. 2012. Mlzeme si vSimnout svétlého
zbarveni list(l a velkych kalus(i na médiich s BAP a MT (obr. 18 a 19).

4.1.8. Fotodokumentace pozorovani provedeného po 42 dnech
kultivace

Obr. 21: Explantat na kontrolnim médiu Obr. 22: Explantat na médiu s CEP
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 23: Explantat na médiu s BAP Obr. 24: Explantat na médiu s MT
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 25: Explantat na médiu s THPP (vlastni zdroj)
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Explantaty moruse na fotografiich byly vyfotografovany 26. 10. 2012. Zajimavosti je nahlé
vyblednuti barvy list( kultur na médiu s THPP (obr. 25).

4.1.9. Fotodokumentace pozorovani provedeného po 63 dnech
kultivace

Obr. 26: Explantat na kontrolnim médiu Obr. 27: Explantat na médiu s CEP
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 28: Explantat na médiu s BAP Obr. 29: Explantat na médiu s MT

(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 30: Explantat na médiu s THPP (vlastni zdroj)

-43-



Kultury byly vyfotografovany 16. 11. 2012. Na fotografiich jsou viditelné velké kalusy
explantatl na médiich s BAP a MT (obr. 28 a 29), a také zvétSené kalusy explantat(i na kontrolnim
médiu (obr. 26).

4.1.10. Fotodokumentace pozorovani provedeného po 77 dnech
kultivace

Obr. 31: Explantat na kontrolnim médiu Obr. 32: Explantat na médiu s CEP
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 33: Explantat na médiu s BAP Obr. 34: Explantat na médiu s MT
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 35: Explantat na médiu s THPP (vlastni zdroj)
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Fotografie explantatl byly potizeny 30. 11. 2012. MzZeme si na nich vSimnout kotinkU
diferenciovanych na médiu s CEP a na médiu s THPP (obr. 32 a 35) a tvarové deformace listl
explantdtd na médiu s BAP (obr. 33).

4.1.11. Fotodokumentace kontaminovanych explantatt

Obr. 36: Kontaminované explantaty Obr. 37: Kontaminované explantaty
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Obr. 38: Kontaminované explantaty Obr. 39: Kontaminované explantaty
(vlastni zdroj) (vlastni zdroj)

Na fotografiich jsou vidét kontaminace kultur, které probéhly béhem kultivace.
Kontaminace se liSi tvarem, barvou i velikosti. Na obr. 36 a 37 mulieme vidét, Ze byly
kontaminovany pouze nékteré explantaty a to plisni, ktera vytvarela spéry v podobé malych
¢ernych kulicek. Kontaminace na obr. 38 naopak nepostihla explantaty, ale rozsifila se pouze na
médiu. V kultivaéni nadobé na obr. 39 kontaminace postihla celou plochu nadoby a ve formé
malych Cernych kuli¢ek zplsobila zeZloutnuti a opadani vSech listd. Kontaminace byla zplisobena
kolisanim teploty v kultiva¢ni mistnosti, které vedlo k zaroseni kultiva¢nich nadob a naslednému
proniknuti spor.
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5. Diskuse

V této praci byly srovnavany ucinky exogennich cytokinint na in vitro kultury moruse
cerné. Testovany byly 4 druhy cytokinin(, véetné benzylaminopurinu, meta-topolinu a jejich
derivatll. Pozorované vysledky byly priibéZzné zapisovany a ze sesbiranych dat byly vytvoreny grafy
a tabulky, zndzornujici vyvoj kofenového systému, mnozstvi chlorofylu v listech (schopnost
fotosyntetického procesu), velikost kalusu na bazi explantatu a proliferaci prytkd. Pozorovana byla
také schopnost explantatll zakorenit po prepasazovani na médium prosté cytokining.

Pozornost byla soustfedéna na ucinky cytokininu se zkratkou CEP, coZ je nové vyvinuty
derivat meta-topolinu, od kterého se ocekavaji obdobné ucinky jako u benzylaminopurinu, nemél
by vsak inhibovat vyvoj kofenového systému.

5.1. Délka a pocet kotinku

NejdulezitéjsSim pozorovanym parametrem byl vyvoj kofenového systému explantatu
a schopnost zakorenit. Explantaty na kontrolnim médiu bez cytokininl prokdzaly schopnost
snadno a rychle zakorenit dlouhymi, ¢etnymi kofeny s kofenovym vldsenim. Jesté lepsi vysledky
byly pozorovdny u kultivac¢nich nddob s pfidanym CEP, kde explantaty podobné korenily ¢etnymi,
dlouhymi kofeny s kofenovym vlasenim a také byly v téchto kultivacnich nddobach naméreny
nejdel$i a nejvice &etné koteny. Uginky CEPu tedy ukazuji na iniciaci a stimulaci vyvoje kofenového
systému explantatd. BAP a MT uplné inhibovaly vyvoj a rlst kofenl po celou dobu kultivace. Je
mozné, Ze to bylo zplsobeno soucasnou indukci tvorby kalusu na bazi explantatl, ktery muze
zapricinit odlamovani kofinkd. Na kultivaénim médiu s THPP se tvofily dlouhé, ale malo cetné
koreny bez kofenového vlaseni. Pfi prepoctu na primérnou délku na explantat tedy byla vysledna
pramérna délka kotfenl kratsi nez na médiu s CEP nebo kontrolnim médiu. Aremu et al. (2012)
uvadeéji, Ze pfi koncentraci 10 uM THPP byl zaznamenan nejnizsi inhibi¢ni efekt na pozdé;jsi tvorbu
koren(. Tyto vysledky mohou byt srovnatelné s dosazenymi vysledky prace, jelikoz vyrazné;jsi vyvoj
kofenového systému néz u THPP probihal pouze na kontrolnim médiu a médiu s CEP, se kterymi
tym pana Aremu nepracoval. Podlesdkova et al. (2012) ve své praci zminuji, Ze nesubstituované
aromatické cytokininy pritomné v kultivaénim médiu zpUsobuji ztlusténi a zkraceni primarnich
kofenU. Zaroven inhibuji jejich vétveni a dokonce vykazuji nékteré negativni vlivy i pfi tak nizkych
koncentracich jako je 10nM. Nové analogy aromatickych cytokininl patfici k topolinim
substituovanym na N9-atomu adeninu tetrahydropyranylovou nebo 4-chlorobutylovou skupinou
byly pfipraveny a testovany standardizovanym cytokininovym biotestem. Ty, které vykazovaly
aktivity srovnatelné s N6-benzylaminopurinem byly dale testovany na rostlinach.
Tetrahydropyranylova substituce na N9-pozici zpUsobuje urychleni transportu nativnich
cytokinin(. Spolu s methoxy-substituci zabranuje hromadéni neaktivnich glukozidovych forem
v kofenech, umozinuje postupné uvoliovani aktivnich bdzi a ma vyznamny efekt na distribuci
a mnoZstvi endogennich izoprenoidnich cytokininl v rGznych rostlinnych pletivech. Vyuziti novych
aromatickych cytokininovych derivatd muize vyrazné zlepSit oCekavany efekt cytokinin( pfi
mikropropagacnich technikdch v budoucnosti [24].

5.2. Vyska a pocet prytku

Dal$imi z pozorovanych parametrl byla vySka a pocet prytk( explantat(. Tento parametr
ukazuje na schopnost stimulace vétveni a odnoZovani rostlin a také potlac¢eni apikalni dominance
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u explantatd. Aremu et al. (2012) uvadéji, Ze cytokininy obecné zvySovaly produkci prytd.
Ve srovndni s BAP bylo pfi vyuZiti topolinu ziskdno vice prytk( pfi nizsi koncentraci cytokininu.
V mé praci byly sice uzity pouze cytokininy o jedné koncentraci (10 uM), vysledky prace vsak
muUzZeme srovnat s vysledky tymu pana Aremu, na médiu s MT se totiz tvofilo nejvice prytka.
Aremu et al. (2012) dale uvadéji, Zze na rozdil od jinych cytokinind, které plsobily jen ve vyssich
(tedy pravé na 10 uM). Vysledky prace ukazuji, Zze na médiu s THPP se nediferenciovalo nejvice
prytl, pocet nové vzniklych prytl vsak byl uspokojivy. Tym pana Aremu také zjistil, Ze nejvyraznéjsi
stimulacni ucinky na tvorbu novych prytki mél BAP a MT. To souhlasi s vysledky mé prace, bylo
pozorovano, zZe nejvice pryta se tvorilo na médiu s BAP a MT. K tomuto vysledku dosli i Amoo a van
Staden (2013), ktefi uvadi, Ze BAP a MT mély pfi pozorovani srovnatelné ucinky na proliferaci
prytd. Nejméné prytl se diferenciovalo na kontrolnim médiu bez rdstovych regulator(. Pfi
pozorovani vysky prytk( bylo zjisténo, Ze rlst prytka stimuloval CEP, zatimco MT rast prytkd
vyrazné inhiboval. Zatloukalova (2012) zmifiuje, Ze na médiu prostém cytokinin( se diferenciovaly
vysoké pryty. Pfi mém pozorovani explantat byly také zaznamendny pomérné vysoké pryty na
kontrolnim médiu bez cytokinin(.

5.3. Velikost kalusu

Tvorbu kalusu, ktery muZe zpUsobovat odlamovani kofinkd nebo nespravnou vyzZivu
explantdtu, stimuloval BAP a MT. Minimalni kalusy se tvofily na bazi explantdtd na kontrolnim
médiu. Kalus je spiSe negativni jev. Zplsobuje neZadouci ucinky inhibici tvorby korenového
systému a kvuli nespravné vyzivé explantatu mize dojit k snizené tvorbé fotosyntetickych barviv.

5.4. Barva listd (hladina fotosyntetickych barviv)

Barva listl explantatl svéd¢i o mnoizstvi fotosyntetickych barviv obsaZzenych v listech.
Na médiich s BAP a MT mély listy velmi svétle zelenou az bilou barvu, coz prokazuje nizkou hladinu
chlorofylu. To mlze byt zplisobeno soucasnou stimulaci tvorby velkych kalust, zapficinujicich
nedostatecny pfisun Zivin. Aremu et al. (2012) konstatuji, Ze kontrolni rostliny mély nejvétsi obsah
fotosyntetickych barviv a z cytokininl byla nejvétsi produkce barviv u TTHP. To souhlasi
s dosazenymi vysledky prace, explantdty na kontrolnim médiu a na médiu s CEP mély po celou
dobu kultivace tmavé zelené listy, prokazujici dostatecné mnozstvi fotosyntetickych barviv. THPP
produkci fotosyntetickych barviv také stimuloval, pouze pfi jednom pozorovani bylo zjisténo
vyblednuti barvy listl, coz mohlo byt zplsobeno dlouhodobéjsi kultivaci na stejném médiu bez
prepasazovani.

5.5. Délka a pocet korinkli po pfepasazovani

Po ukonceni kultivace byly explantaty prepasazovany na nové kultivacni médium prosté
cytokininQ. Ze ziskanych vysledk( se da usuzovat, Ze v explantatech moruse stale zlstaly zvysené
hladiny cytokininG, i kdyZz byly kultury pfepasazovany. Vysledky méreni pramérné délky a poctu
kofinkU totiZ odpovidaji pfedchozim mérenim provedenym pfi kultivaci s reguldtory rastu. Kofeny
se diferenciovaly ve vsech kultivacnich ndadobach, nejdelSi na explantatech dfive kultivovanych
na kontrolnim médiu a nejkratsi u explantatl dfive kultivovanych na médiu s MT.
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6. Zaver

Tato prace je zamérena na studium acinkd rlznych druhl cytokinint na in vitro kulturu
moruse cerné. Hlavnim cilem bylo v péti uréenych parametrech sledovat ucinky ¢tyf druh
cytokinin(, benzylaminopurinu, meta-topolinu a jejich dvou derivatl, na morfologii explantatud
moruse.

Pfi pozorovani schopnosti explantatl zakofenit byl jako optimalni rlstovy regulator

vyhodnoceny CEP, derivat meta-topolinu s nasycenou vazbou na N9. Na médiu s CEP se tvofilo
nejvice kofink( a tvorba koren( byla vyrovnana u vSech explantatd v kultivaéni nadobé. Stimulaéni
ucinky na tvorbu a vyvoj korfenového systému prokazal i THPP. Na médiu s THPP se diferenciovaly
velmi dlouhé kofinky, které vsak byly malo cetné. Proliferaci prytkd nejvice stimuloval CEP, na
médiu s CEP se tvofily nejvyssi pryty. Nejvice cetné pryty vsak byly pozorovany na médiu s MT.
Tyto pryty vyrustaly z velkého kalusu na bazi a byly velmi malé. Nejvétsi kalusy se tvorily na bazi
explantatl na médiich s BAP a MT. Kalusy vsak byly vnimany spiSe jako negativni jev, mohou totiz
zabranovat spravné vyzivé explantatl a tim vyznamné ovlivnit hladinu fotosyntetickych barviv
v listech morusi. Nejvice téchto enzym( obsahovaly listy explantat kultivovanych na kontrolnim
médiu a médiu s CEP. Nejméné fotosyntetickych enzym( obsahovaly listy explantat(i, na které
pUsobily BAP a MT. Tyto listy byly velmi malé, svétle zelené az bilé a na nékterych byly pozorovany
neobvyklé tvarové deformace.
Po zvéaieni vysledk( se jako optimalni cytokinin pro kultivaci jevi CEP, ktery stimuloval rast
nejdelSich a nejvice cetnych kofink(, pozitivné ovlivnil proliferaci prytk( a neindukoval tvorbu
kalusu, takze listy explantatd kultivovanych na CEP obsahovaly nejvyssi hladiny fotosyntetickych
barviv. Jako nejméné vhodny se jevil BAP, pfestoZe se v praxi vyuziva nejvice.

Z nasich vysledkl tedy vyplyvd, Ze si derivaty MT zasluhuji pravem pozornost Slechtitelské
i péstitelské praxe a mohou najit Siroké uplatnéni zejména pfi mikropropagaci zatim méné
rozsirenych ovocnych drevin, jako je moruse Cernd, kde bézné pouzivany BAP m{ize zpUsobovat
problémy s naslednym rlistem a zakorenénim.
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