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1. Uvod

V soucasné dobé se podet ohroZenych druhii a poddruhti cévnatych rostlin v Ceské
republice blizi k Cislu 1 543, coz ¢ini asi 60% z celkového poctu volné rostoucich rostlin
(Prochdzka, 2001). Tato cisla nejsou nikdy definitivni, vSe zavisi na ménicich se
pfirodnich podminkach a také na lidské spolecnosti. Nastésti dnes existuji rtzné
laboratorni techniky a postupy, kterymi lze ohrozené druhy chrénit. Jednu z mnoha
takovych technik lze aplikovat na ochranu a rozsitovani ohroZenych druhii vrb, ze kterych
jsme si pro tuto bakaldfskou praci vybrali nasledujici druhy. Jsou jimi vrba bylinna (S.
herbacea L.), stupném ohrozeni C1, dale vrba laponska (S. lapponum L.) a vrba hrotolista
(S. hastata L.), které obé spadaji do kategorie C2.

Celed” vrbovité (Salicaceae) zahrnuje pies 700 druhi, vyskytujici se po celém
svete, veetné tropickych a arktickych oblasti, tyto druhy vSak chybi na Novém Zélandu.
Donedavna tvoftila tato celed’ samostatny fad, postupem Casu se vSak pomoci analyzy
chloroplastové DNA (Chase a kol. 2002) potvrdila ptibuznost s c¢eledi Flacourtiaceae.
Ptesunutim vétsi casti rodu doslo ke vzniku ¢eledi vrbovité (Salicaceae), jejiz pojmenovani
zustalo do dneSni doby zachovano. Taxonomicky dnes celed” vrbovité (Salicaceae)
obsahuje celkem 3 rody: Salix, Populus a Chosenia.

Vsechny tyto rody maji spole¢né znaky, které jsou pro né charakteristické. V jejich
kure se nachazeji glykosidy salicin a populin, které se pouZivaji jako ptirodni latky k 1é€bé
bolesti a horecek. VétsSina druhlt z rodu Salix a Populus roste pobliz vod, coz by mohla
dokladat jedna zteorii ptivodu latinského slova Salix. Podle této teorie je slovo salix
slozenina keltskych slov sal, blizko, a /is, voda, tedy vrby rostouci blizko vody. Dalsi
z teorii pivodu slova salix je z latinského salio, skacu, coz je popis rychlého rustu
vrbovych pryti (Smid, 2002). Pravem se tedy dieviny z ¢eledi vrbovité (Salicaceae) fadi do
kategorie tzv. rychle rostoucich dfevin, hojné uzivanych v oboru lesnictvi a zahradnictvi.
Avsak najdou se 1 vyjimky, jako jsou praveé vrba bylinna (S. herbacea L.), vrba laponska
(S. lapponum L.) a vrba hrotolistd (S. hastata L.), které se dnes u nas vyskytuji pomérné
vzacné.

JelikoZ jsou v Ceské republice tyto druhy zastoupeny pievazné sami¢imi rostlinami,
jejich areal ptfirozeného vyskytu se omezil jen na ur€itd mald uzemi. V subalpinském
stupni Hrubého Jeseniku a Krkono§ se nachazi vrba laponska (S. lappponum L.) a vrba

bylinnd (S. herbacea L.), vrba hrotolista (S. hastata L.) roste uz pouze na izemi Hrubého
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Jeseniku. Absence samcich rostlin donutila tyto dfeviny rozmnoZovat se pievazné

vegetativné, a proto je ochrana a kultivace téchto ohrozenych druhii na pravém misté.
Jeden ze zplsobid, jak tyto druhy zachovat a zaroven vybrat geneticky

nejvyhodnéjsi jedince, je vyuziti in vitro kultivace nezralych vajicek, tzv. technika ,,ovule

¢

culture*‘. Jelikoz se pfi této metodé pracuje s nezralymi vajicky, je vhodnd 1 k ziskani
haploidnich jedinc. Mezi vybranymi haploidnimi rostlinami je poté moZzZnost hledat
jedince s zadanymi vlastnostmi, které mohou byt dale prevedeny do dihaploidizovaného
stavu. Pfi tomto procesu, zvaném kolchicinace, se pracuje s mitotickym jedem kolchicinem
(nebo jinymi mitotickymi jedy napt.: oryzalin, atd.), ktery pozastavuje tvorbu déliciho
vieténka za nasledného vzniku diploidni buiiky. V této bakalaiské praci se vSak budeme
zabyvat pocatkem tohoto procesu, coz je sterilizace vajicek a nasledny vybér vhodnych
kultivaénich médii. Tato média budou obohacena o stanovené mnoZzstvi ristovych

regulatorti, vitamini a dalSich komponent, které napomohou pfipadnému zahajeni rastu

kalusu, popf. organogenezi.
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2. Literarni prehled

2.1. Celed’ vrbovité (Salicaceae)

Celed’ vrbovité patii mezi dvoudélozné krytosemenné. Taxonomické zafazeni této

celedi je nasledujici (Cronquist, 1988):

RiSe: rostliny (Planteae)

PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: dvoudélozné rostliny (Magnoliopsida)
Podttida: Dilleniidae

Rad: Salicales

Celed’: vrbovité (Salicaceae)

Do této celedi spada pies 700 druhd, rostouci na vSech mistech zemé€, kromé
Nového Zélandu. Vrbovité (Salicaceae) zahrnuji 3 rody Salix, Populus a Chosenia.
Vsechny tyto dieviny jsou pfevdazné dvoudomé a anemochorni, jejich semena jsou
rozSitovana pomoci vétru. Kvéty jsou mnohokvété jehnédy, které jsou dilezitym
poznavacim znakem pii urCovani jednotlivych druhG. Po oplozeni jehnéd vznika
jednopouzdrd tobolka, ktera se otevird 2 — 4 chlopnémi, semena jsou jemné pytita
(Chmelar a Koblizek, 1990).

Pfedmétem této bakaldiské prace je predevSim rod Salix a jeho vybrané druhy.
Tento rod ma rozSifeni téméf na vSech mistech zemé. Celkoveé 500 druht se vyskytuje po
celém svété, ztoho v Evropé se nachazi piiblizné 65 druhti a v Ceské republice je
puvodnich 25 druhti vrb. Vrby se vyznacuji zna¢nou proménlivosti tvarti a velikosti
[nejmensi dfevinou je praveé vrba bylinnd (S. herbacea)]. Diky rozsifovani semen pomoci
vétru se mezi vrbami nachazi pomérné velké mnoZstvi hybridi. Tyto dfeviny jsou opadave,
v zim¢ je jejich ur€ovani pomérné obtizné, avSak pocatkem vegetacniho obdobi je dillezité
vS8imat si jejich hlavnich morfologickych znakl. Jsou to naptiklad tvar a barva jehnéd,
pocet tyCinek, doba kvétu, tvar Cepele listl,, barva a pocet zilek list, zbarveni vétvi a

pupent, barva lyka a mnoho dalSich (Vasut, 2006).
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Jak uz bylo fefeno, vrby mizeme nalézt skoro na vSech mistech. Jejich
nejbéznéjSim stanovistém jsou lokality pobliz vod, avSak vyskytuji se 1 ve vySSich
nadmotskych vyskdch. Vrby jsou také Casto oznaCované jako rychle rostouci dieviny
(RRD), protoze jejich vyskovy a objemovy ptiriist vrcholi v prvni az druhé dekadé ristu a
je vyrazn€ vyssi nez u vétSiny hlavnich lesnich dfevin mirného pasma. Tato biomasa se
poté pouziva napiiklad k ziskani obnovitelné energie (Weger, 2008). Ne vSechny druhy
vSak maji takovou schopnost produkce biomasy. V této bakalarské praci se budeme
zabyvat jak ohrozenymi druhy, tak 1 béZznymi druhy vrb. Pro upiesnéni uvadime piehled

nami vybranych druhi s jejich struénou charakteristikou.

2.1.1. Vrba popelava (Salix cinerea)

Tato bézna vrba se vyskytuje v celé Evropé, s vyjimkou chladného severu a teplého
jihu. Roste v luznich lesich, podél vodnich toki, dobie sndsi stagnujici vodu ¢i zaplavy.
Tento druh je dobfe poznatelny jednak diky svému ,,bochnikovému‘‘ habitu, tak 1 diky
hladké Sedé borce. Po sloupnuti kliry se na dfevé nachazi viditelné liSty. Sam¢i kvéty mayji
dvé ty¢inky, samici pak stopkaty chlupaty semenik. Tato vrba kvete v dubnu a kvétnu pied

rasenim listh (Kubat, 2002).

2.1.2. Vrba kosikatska (Salix viminalis)

Diky pruznosti mladych pryta je tento druh velmi Casto péstovan a nasledné
vyzivan v kosikarském odvétvi. Vrba koSikatska (S. viminalis) je typicka pobiezni kiovina,
rostouci taktéz podél fek a potokil, na biezich rybnikéi a vodnich piikopech. Casto se
vysazuje v nizinach pro zpevnéni biehu fek. S timto druhem se mizeme setkat i v horéch,
tady je vSak jen vysazovand. V¢Etévky maji zlutozelenou az Sedou barvu, nékdy
cervenohnédou. Rub listhh je vetSinou husté chloupkaty, stfibrné lesklé¢ barvy. Samci
jehnédy obsahuji dvé tyCinky, samici kvéty maji kuzelovité, chlupaté semeniky na
kratkych stopkach. Vrba koSikarskd kvete od biezna az do kvétna, pfed vyraSenim listi

(Koblizek a kol., 2009).
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2.1.3. Vrba jiva (Salix caprea)

Snad nejznamé&jsi druh vrby, v Ceské republice roste hojné na celém tzemi.
Vyhovuji ji stanovisté jako jsou svétlé lesy a lesni okraje, paseky, kfoviny, piskovny,
opusténé skladky a mnoho dalSich. Roste pfevdzné na suchych stanovistich, Spatné se
ptizplisobuje nadmérnému mnozstvi vody. Poznavacim znakem jsou napiiklad na rubu
husté kadetave plstnaté listy, nebo borka, ktera je v mladi hladka, svétle Seda, u starych jiv
pak tmavoSeda a hluboce rozpukand. Saméi kvéty maji dvé ty€inky, samici jehnédy
obsahuji plstnaté ¢i chlupaté semeniky. Tato vrba dortista maximalné do vySky 10 — 12 m,

kvete v bfeznu pied olisténim (Mikula, 1976).

2.1.4. Vrba bylinna (Salix herbacea)

Tato vrba spada do kategorie chranénych druhti rostlin, stupném ochrany Cl1, coz ji
fadi mezi kriticky ohroZené druhy nasi kvéteny. Tato vrba je nejmensi dfevinou v Ceské
republice. Jeji drobné keticky dortiistaji vySky 2 — 10 cm s plazivymi podzemnimi vybézky.
Charakteristicka je také svymi Siroce eliptickymi listy, které jsou na rubu syté zelené, lysé
a lesklé. Jehnédy jsou kratké, u nds prevazuji jedinci se samic¢imi jehnédami. Tato vrba
obyva vlhké skaly, skalni Stérbiny, snéZna policka v subalpinském stupni, kvete od €ervna
do srpna po vyraseni listi. Vyskytuje se v arktickém a borealnim pasmu Evropy a Severni
Ameriky, u nas se dnes vyskytuje jiz jen na dvou lokalitach, a to v Hrubém Jeseniku a

v KrkonoSich (Kubdt, 2002).

2.1.5. Vrba laponska (Salix lapponum)

Dalsi vrbou z kategorie ohrozenych druht rostlin je vrba laponska (S. lapponum).
Oproti vrb¢ bylinné (S. herbacea) tato vrba patii mezi siln¢ ohrozené rostliny (C2 rostliny)
(Prochdzka, 2001). V Ceské republice se tato vrba nachazi opét jen v Hrubém Jeseniku a
v KrkonoSich, kde mizeme nalézt jen samici kefe. Dale tuto vrbu mulzeme nalézt
v boreatnich a arktickych oblastech Evropy a Asie. Roste na bazinnych az raSelinitych
loukach, ve vysokobylinnych nivach v subalpinském stupni. Tato vrba je ketovitého

vzrastu, dortstd jen do vySky Im. Semeniky samiCich jehnéd jsou zietelné stopkaté,
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chlupaté, listy jsou na rubu husté stiibfit¢ plstnaté. Kvete v kvétnu az Cervnu zaroven

s raSenim listd (Kubat, 2002).

2.1.6. Vrba hrotolista (Salix hastata)

Vrba hrotolistd (S. hastata) nélezi stejné jako vrba laponskd (S. lapponum) do
kategorie silné ohrozenych rostlin Ceské republiky. Vyskytuje se v Evropé a Asii, na
nasem uzemi ji lze nalézt velmi vzacné a to jen na lokalitach v Hrubém Jeseniku. Pro svij
rust si vybira vlhké suté, biehy potokli, vysokobylinné nivy a pramenisté v subalpinském
stupni vegetace (Kubat, 2002). Tento ket dortsta vysky 1 — 1,5 m, listy jsou eliptické, rub 1
lic je Sedozelené barvy. Jehnédy jsou siln€ chloupkaté, samci kvéty maji 2 lysé tycinky,
samic¢i jehnédy jsou charakteristické lysymi a stopkatymi semeniky. Vrba hrotolista (S.
hastata), nékdy také nazyvana Sipovitd, kvete od mésice kveétna do cervna, soucasné

s raSenim listd (Koblizek a kol., 2009).

2. 2. Charakteristika explantatovych kultur rostlin

Vyuziti explantatovych kultur rostlin je v soucasné dobég, predevsim ve vyspélejSich
zemich, pomérné bézné uzivanou laboratorni metodou k rychlému klonovani a Slechténi
rostlin.

Tyto metody jsou zaloZeny na izolaci rostlinnych buné€k, pletiv, organli a na jejich
kultivaci ve sterilnich podminkéch. Jako material pro kultivaci in vitro je mozné teoreticky
pouzit jakékoliv pletivo obsahujici buiikky s funkénim jadrem. Mohou to byt vegetacni
vrcholy, postranni pupeny, Casti stonkd, listd, reprodukéni Casti jako vajicka, embrya,
semena, spory ¢i jen jednotlivé buiiky nebo protoplasty (Kovac, 1995). Odebrané casti
rostlin se nasledné sterilizuji vhodnymi roztoky a v aseptickém prostiedi pievadi na
vhodna kultivaéni média, obohacena o rostlinné hormony a vitaminy.

Nasledné probihajici morfogeneze bunék in vitro zavisi na druhu pouzitého
explantatu. Z meristémovych kultur, zygotickych embryi ¢i diferenciovanych pletiv
vznikaji postupnou morfogenezi (embryogeneze a organogeneze) intaktni rostliny. Na
druhé strané z explantitu na rizném stupni diferenciace mohou vznikat tzv. kalusové
kultury, ze kterych lze nasledné ziskat napt. kultury protoplastové (Novak, 1990). Po urcité
dob¢ kultivace ve vhodnych kultiva¢nich mistnostech jsou vzniklé rostliny castecné
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ptipraveny na pfevod z podminek in vitro do podminek in vivo, do vybraného substratu.

Vyuziti explantatovych kultur rostlin v praxi je dnes ve své podstaté neomezené.
Jelikoz se v této bakalarské praci zabyvam ohrozenymi druhy dievin, bylo by vhodné uvést
piiklady praktického vyuziti explantdtovych kultur dievin. Tyto explantaty piedstavuji
vhodny materidl k rozmnoZovani a uzdravovani dievin, uchovani genofondu domacich
dievin, vyzkumu genetick¢é proménlivosti (polyploidie, haploidie) nebo k selekci
vyznamnych znaki, jako jsou napiiklad odolnost proti chorobam, mrazu ¢i pesticiddm
(Kamenicka a kol., 1989). Avsak toto vyuziti neplati jen pro dieviny, k t€émto ucelim se
vyuzivaji explantaty jakéhokoliv rostlinného piivodu.

K vyzkumu genetické proménlivosti se uz po mnoho let pouzivaji haploidni jedinci.
Pro metody vyuzivajici haploidy nastal obrovsky skok pied 40 lety, kdy Guha a
Maheshwari (1964) zjistili, Ze haploidni rostliny lze ziskat z relativné velkého mnoZstvi
nezralych pra$niki durmanu neskodného (Datura innoxia Mill.). Tato metoda se zacala
Sifit a pouzivat pfevazné na rodech tabaku (Nicotiana tabacum L.), které se Casem staly
modelem specidlné pro prasnikové kultury. O par let pozdéji se podafilo ziskat haploidy 1
ze samiCiho gametofytu z vice nez 30 druhii rostlin. Gynogeneze (zisk haploidi
z neoplozenych vaji¢ek Ci semeniki) se poté uspesSné zacala aplikovat na druhy rostlin,
jako jsou napft. fepa obecna (Beta vulgaris L.), cibule kuchynska (4llium cepa L.), kde je

pouziti androgeneze neefektivni (Trigiano a Gray, 2008).

2.2.1. Kultury nezralych vaji¢ek

Gynogeneze neboli in vitro vyvoj neoplozenych vajicek ¢i jinych haploidnich ¢asti
zarodecného vaku, je alternativni metodou pro kiiZeni rostlin. Gynogeneze, vyuzivajici
techniku kultury vaji¢ek, ndm nabizi rychlou a efektivni metodu k produkci homozygotni
linie (Garcia a kol., 2009).

Pti této metod¢ se ze sterilnich samiCich kvétt v aseptickém prostiedi ziskavaji
vajicka, ktera se poté premistuji na vhodna kultiva¢ni média. Aby byla tato metoda ucelna,
musi byt vajicka odebrana jesté pfed oplozenim, jenom tim totiz ziskdme zadouci
haploidni jedince. V semeniku nékterych rostlin se zakldda pouze jedno vajicko
(Chenopodiaceae, Polygonaceae), v jinych dv€ (Galium) anebo mnoho vajicek

(Papaver, Euphorbia) (Erdelska, 1981).

16



Rostliny ziskané gynogenezi mohou byt formovany bud’ neptimo, pomoci kalusové
kultury, nebo piimo, kdy nedochazi ke vzniku stadia kalusu (Garcia a kol., 2009). Co se
tyCe kultury nezralych vajicek, tzv. techniky ,,ovule culture®, tak pti této metod¢ se nezralé
vaji¢ko nejdiive dediferencuje v haploidni kalus, ze kterého az poté organogenezi vznika
haploidni rostlina (Kovac, 1995). Kalusova kultura pfedstavuje soubor neorganizované
rostoucich bunék, které se po izolaci pfi pravidelném pasaZzovani mohou kultivovat
neomezené dlouho. Timto zpisobem je za urcité obdobi mozno ziskat libovolné mnozstvi
kalusti, ze kterého po zméné Zivného prostiedi dochazi k organizovanému ristu za vzniku
listh a vyhonka (Kamenicka a kol., 1989). V porovnani s ostatnimi metodami, vyuzivajici
rostlinné explantaty, je tato technika nejen vhodnd krychlému rozmnozovani, ale
pfedevSim k ziskani jedinci s poloviéni sadou chromozomil. Tito haploidni jedinci
pfedstavuji cenny geneticky material s praktickou vyuZitelnosti ve Slechtitelském procesu.
Pouziti haploidniho materidlu umoziuje sledovani segregace vloh na gametické trovni a
soucasn¢ dosdhnout dokonale homozygotniho stavu jiz v F, generaci (Novdk, 1990). Stejné
jako tato metoda, tak 1 kultivace praSnikad je vhodnou metodou k zachovani genotypt

ohrozenych druhti dievin.

2.2.2. Prasnikové kultury

Produkce haploidd je velmi cennou metodou v rostlinném $lechtitelstvi a genetice
(Chaturvedi a kol., 2003). Kultivaci prasnikti ziskdme haploidni rostliny v mnohonasobné
vyssi frekvenci, nez pomoci jinych experimentalnich metod (Vyskot a kol., 1973). Prevrat
v moznosti ziskavat haploidy ve velkém mnozstvi nastal uz vroce 1967. UZ tehdy
Nitschova skupina ve Francii dokazala u sérii druhli Nicotiana, Ze kulturou prasniki in
vitro na relativné jednoduchych ptidach lze skute¢né ziskavat haploidy ve velkém mnoZzstvi
(Landa, 1973).

V dnesni dobé existuji dvé zakladni metody odvozovani haploidnich rostlin
z praSnikovych kultur. Prvni je potadi praSnik — haploidni rostlina, druhy ptipad je potadi
prasnik — haploidni kalus — haploidni rostlina (Landa a Kocourek, 1973). Tento proces
vzniku rostliny z prasnikli se nazyva androgeneze. NejCastéji se ke kultivaci pouzivaji celé
prasniky steriln¢ vypreparované z poupat ve vhodném vyvojovém stadiu. PraSniky se poté

pokladaji na povrch pevného média ¢i plavou na povrchu tekutého média. Kultivace celych
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pras$nikit ma vSak i sv€ nevyhody. Jde zejména o moznost vzniku rostlin nejen z vlastnich
mikrospor, ale 1 ze somatickych pletiv prasniki, coZz ma za nasledek produkci rostlin

rtizného stupné ploidie (Novdk, 1990).

2.2.3. Sterilizace rostlinného materialu

Pod pojmem kultury in vitro se vzdy jednéd o sterilni kultury, oSetfené vhodnymi
chemikaliemi, které zbavi material nezadoucich necistot. Jednotlivé ¢ésti rostlin, jako jsou
napiiklad listy, stonky atd. se celé sterilizuji vhodnym dezinfekénim roztokem. Naopak
pokud se zakladaji kultury, které jsou v dob& zrani uzavieny v bobulich, malvicich ¢i
luskach, musi se nejdiive sterilizovat celé¢ plody (oZehnutim nad plamenem) a semena
nasledné asepticky vyndat (Petrii a kol., 1956). Podobné se postupuje 1 pti kultivaci vajicek
vhodnym ¢inidlem obvykle oSettuji celé kvéty a poté se v aseptickém prostiedi vypreparuji
vajicka, popft. prasniky.

Roztoky, které se pouZivaji ke sterilizaci, nesmi poskodit rostlinnd pletiva a musi
nicit plisné a bakterie. NejpouZivanéjSimi dezinfekénimi ¢inidly jsou pfedevsim chlorové
vapno (zfiltrovany 4 — 5% roztok), 10 — 15% roztok SAVO Super a roztok Chloraminu B
(1 — 5%). Chloramin B se Usp&$né pouziva jiz od r. 1945 (Petrii a kol., 1956). U&innost
dezinfekce je mozné zvysit piidanim nekolika kapek detergentu (Jar, Tween — 20). Piehled
pouzivanych roztokl ke sterilizaci rostlinného materidlu jsou stru¢né¢ uvedeny v tabulce

(Kovdc, 1995).

Tabulka 1: Roztoky pouzivané ke sterilizaci rostlinnych explantati (Kovac, 1995)

sloucenina koncentrace Doba pusobeni (minuty)
chlornan vapenaty 9-10% 5-30
chlornan sodny 0,5-5% 5-30
peroxid vodiku 3-12% 5-15

etanol 75-95% nekolik s az min.

dusic¢nan sttibrny 1 % 5-30
bromova voda 1-2% 2-10
chlorid rtutnaty 0,1-1% 2-10
antibiotika 4 -5 mg/l 30 -60
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Pted pouZzitim dezinfekéniho c¢inidla lze snizit pofet mikroorganismii omytim
povrchu explantatu v sapondtu ¢i jej kratkodob& ponofit (cca. 2 minuty) do 70% etanolu.
Rostlinny materidl se poté musi zbavit ptisluSného dezinfekéniho roztoku promytim ve
sterilni destilované vod¢ (Kovac, 1995).

Co se tyce sterilizace materidlu, uréeného pro kultivaci vajicek, prasnika ¢i embryi,
postup je nasledujici. Napiiklad Mofidabadi a kol. (1998) pti aplikaci metody ,,ovule
culture *“ hybridii rodu Populus sp. sterilizovali nejdiive samici jehnédy po dobu 12 minut
v roztoku chlornanu vépenatého a poté byly tyto jehnédy 3 krat promyty po dobu 5 minut
destilovanou vodou. Stejny postup byl pouzity i pti pokusech Kudo a kol. (2008), avSak
kvéty pro potieby kultivace vajicek hybridd rodu Hydrangea sp. byly omyty v roztoku
chlornanu sodného s ptfidanim kapky Twenu — 20 po dobu 15 — ti minut a poté také

oplachnuty v destilované vodé.

2.2.4. Kultiva¢ni média

Jiz od pocatku byla rostlinna pletiva péstovana na zivnych pidach, tzv. zivnych
médiich. Hlavni funkci médii je vyziva kultur, coZ zahrnuje pfisun zZivin a energie pii
déleni a diferenciaci bun€k (Petrii a kol., 1956).

Tato média obsahuji obvykle makroelementy (dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik
a sira), mikroelementy (mangan, Zelezo, zinek, bor, méd’ a molybden), aminokyseliny
(nebo jiny zdroj organického dusiku), ristové reguldtory, zpeviujici latky (napt. agar,
agardza) a dal$si nedefinované organické slozky (Kovac, 1995). Zéakladni slozkou
kultiva¢nich médii pro explantaty rostlin jsou zdroje uhlohydratu — cukry. Nejcastéji je
dnes pouzivana sacharosa, dale je vhodna glukoza ¢i fruktoza. (Novdk, 1990).

Jako zpevnovaci slozka se nejcastéji pouziva agar, ktery se ziskava z bunéénych
stén nékterych druhii Cervenych moiskych fas (napt. rody Gelidium Chondrus) (Kalina,
1994). Agar ma zvlastni postaveni, protoze je nosicem (koagula¢ni latkou) a soucasné 1
latkou aktivni dodavajici ziviny (Petrit a kol., 1956). Dalsi dilezité slouCeniny, které se do
meédii pfiddvaji, jsou napt. gibereliny, kyselina abscisova (ABA), kokosové mléko,
kaseinhydrolyzat a adenin. Tyto slou€eniny nejsou v médiich pro rist rostlin dilezité,

avSak nékteré kultury tyto latky vyzaduji (Thorpe, 1981).
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Nejcastéji pouzivanymi médii je médium MS (Murashige a Skoog, 1962) nebo LS
médium (Linsmaier a Skoog,1965). Tato média se pouzivaji zejména tehdy, je-li cilem
kultivace regenerace rostlin. BS médium (Gamborg, 1968) a jeho rtzné derivaty se
pouzivaji ptfedevsim pro kultivaci protoplastti a bunéénych suspenzi. Hlavnim rozdilem
mezi MS a B5 médiem je mnohem niz8i obsah dusiku, zejména nitratu v BS médiu. Pro
pras$nikové kultury, predev§im obilovin, bylo odvozeno médium N6 (Chu, 1978), které je 1
dnes s uspéchem vyuzivano nejen u obilovin, ale 1 u ostatnich typi tkanovych kultur
(Kovac, 1995). Zatimco médium MS obsahuje velké mnoZstvi nitratu a také amoniaku, tzv.
White’s médium (White, 1963) neobsahuje amoniak zadny, jelikoz vysoké koncentrace
amoniaku redukuji v nékterych rostlinnych systémech rast bunék. SH médium (Shenk a
Hildebrandt, 1972) se podob4d médiu BS a to ptitomnosti vysokych koncentraci soli. Také
LS médium muze byt pouZito pro regeneraci rostlin, stejné jako MS médium, avSak rozdil
mezi témito médiemi je v rozdilné koncentraci vitamini a organickych latek (7Thorpe,
1981).

Pro kultivaci vaji¢ek, prasnikli, semenikii nebo embryi se do dneSni doby
vyzkouSelo nepteberné mnozstvi druhi médii s relativné pozitivnimi vysledky. Napiiklad
Popielarska M. (2005) pro kultivaci vajicek slune¢nice ro¢ni (Helianthus annus L.) pouzila
MS médium doplnéné o stanovené mnozstvi ristovych regulatori, vitamini atd. Prehled
vybranych médii pro kultivaci prasnikii, vaji¢ek (oplozena, neoplozena), semenikii a

embryi uvadime v Ptiloze 1.

2.2.5. Riistové regulatory

Nezbytnym ¢initelem pfi rastu rostliny jsou ristové regulatory, které ovliviiuji
prabéh biochemickych pochodl v rostliné. Vytvotenim riznych podminek vyzivy mizeme
napt. rist zrychlit a zpomalit vyvoj. Rostlina pak vytvaii jen listy, ale nekvete. Zménou
podminek vnéjSiho prostiedi je mozné urychlit vyvoj a zpomalit riist. Rostlina zahy kvete a
ZUstava piitom trpasli¢i (Retovsky, 1953).

Rastové regulatory se do kultivaénich médii ptidavaji jako tekuté roztoky bud’ pred
jejich sterilizaci, nebo az po sterilizaci, jelikoz nékteré regulatory nesnesou vysoké teploty
(napt. gibereliny, IAA atd.). Tyto chemické latky se mohou vyskytovat v rostlinném téle
piirozené nebo se mohou ptipravovat synteticky. Ptirozené regulatory rtistu Ize rozdélit do

dvou skupin: rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky s regulacni aktivitou.
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Existuje pet skupin, které patii mezi rostlinné hormony. Jsou to auxiny, cytokininy,
gibereliny, kyselina abscisova a etylen, z ¢ehoZ prvni tfi skupiny maji stimula¢ni funkei,
zatimco kyselina abscisova a etylen funkci inhibi¢ni. Mimo n¢ se v rostlinném téle nachazi
1 velké mnozstvi latek s rastové regulacni aktivitou. Tyto latky se mezi hormony nefadi,
nebot’ jsou uéinné ve vysSich koncentracich ¢i nezndme dostate¢né obecnost jejich
pusobeni. Jsou to napiiklad brassinosteroidy, polyaminy nebo fenolytické latky. Auxiny
mohou byt jak organického pivodu napt. IAA (kyselina indolyloctova), IBA (kyselina
indolylmaselna), PAA (kyselina fenyloctova) nebo mohou byt vytvofeny synteticky napf.
NAA (kyselina naftyloctovd) ¢i 2,4 — D (kyselina 2,4 — dichlorfenoxyoctova). Cytokininy
jsou derivaty adeninu. Z nejzndméjSich a nejucinnéjSich jsou bezesporu BA (6-
benzyladenin), KIN (kinetin) a zeatin. Auxiny a nékteré cytokininy jsou duleZité pro
zahajeni déleni buné€k a tvorbu kalusu, také k indukci tvorby kofenti a prytli. Nejefektivnéji
pusobi 2,4 — D, dale také ze skupiny auxini NAA (kyselina naftyloctova) a IBA (kyselina
indolylmaselnd). Mezi nejznaméjsi gibereliny patii GAjz, které taktéZ stimuluji rist
prodluzovaci, zejména nadzemnich ¢asti rostlin. Kyselina abscicovda (ABA) ma
v rostlinach naopak inhibi¢ni ucinek, stimuluje opad, urychluje starnuti ¢i reguluje
dormanci. Etylen, jediny dosud znamy plynny hormon, ma taktéZz v rostlinném téle
pievazné inhibi¢ni ulinek, pozastavuje prodluZzovaci rist nebo urychluje zrani plodi.

(Prochdzka a kol., 1998).

3. Material a metody

3.1. Rostlinny material

Pro ucely této bakalafskeé prace byly vyuzity samici kvéty (jehnédy) vrby bylinné
(S. herbaceae), vrby laponské (S. lapponum) a vrby hrotolisté (S. hastata). Pro predbézné
pokusy byly pouzity nejen samici jehnédy, ale 1 jehnédy samcich rostlin bézné se
vyskytujicich vrb [napt. vrba koSikaiska (S. viminalis), vrba popelava (S. cinerea) a vrba

jiva (S. caprea)].
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3.1.1. Rostlinny material pro hlavni experimenty

JiZ zminéné ohroZené druhy se nachazi na izemi Hrubého Jeseniku. Sbér jehnéd
probéhl v poloviné mésice kvétna 2010, kdy se na lokalitach stidle nachézela snéhova
pokryvka. Sami¢i kvéty vrby bylinné (S. herbacea) a vrby laponské (S. lapponum) byly
sbirany na lokalit¢ Tabulové skaly (obrazek 1), kterd je soucasti NPR Pradéd. Na uzemi
naucné stezky Velka kotlina se naopak vyskytuje vrba hrotolista (S. hastata), ze které bylo
taktéZz odebrano nékolik sami€ich kvéth (obrazek 2).

Jednotlivé jehnédy chranénych vrb se liSily jak svym celkovym vzhledem, tak i
velikosti a mirou ochlupeni semenikli (Pfiloha 2, obrazky 3 - 5). Nejmens$i a lysé
semeniky, v rozmezi 0,5 - 1 mm, méla vrba bylinnd (S. herbacea), naopak nejvétsi (az
7mm) a zaroven nejvic ochlupené semeniky mély jehnédy vrby laponské (S. lapponum).
Semeniky vrby hrotolisté (S. hastata) byly lysé a dosahovaly velikosti témét shodné
s vrbou laponskou (S. lapponum), tedy az 7 mm. V jednotlivych semenicich se po otevieni
preparacni jehlou nachazel razny pocet vajicek cca 5 — 10 (Ptiloha 2, obrazky 6 - §).
Umérné k velikostem semenikdl byly i velikosti samotnych jehndd (Piiloha 2, obrazky 9 -
11). Vrba bylinna (S. herbacea) méla velice drobné a syté zelené jehnédy, bez ochlupeni,
které mély v priméru 5 mm, naopak jehnédy vrby laponskeé (S. lapponum) a vrby hrotolisté

(S. hastata) byly typicky ochlupené a dosahovaly velikosti od 2,0 — 3,5 cm.

Obrazek 1: Tabulové skaly
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Obrazek 2: Velka kotlina
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3.1.2. Rostlinny materidl pro pfedbéZné experimenty

Aby bylo pi1 préci v hlavnich experimentech dosaZeno co nejlepSich vysledk, bylo
nam umoznéno vyzkouset si vybrané postupy na kvétech bézné rostoucich vrb. Pro tyto
pokusy byly pouzity jak jehnédy samici, tak 1 sam¢i, a to jehnédy vrby koSikatské (S.
viminalis), vrby popelavé (S. cinerea) a vrby jivy (S. caprea). Vypreparovana nezrala
vajicka a prasniky byly pouzity na provéfeni sterilizanich a preparacnich postupll a

nasledné¢ pfevedeny na vybrana média.

3. 2. Sterilizace rostlinného materialu

Z terénu odebrany rostlinny material byl pied vlastni manipulaci peclivé
desinfikovan vhodnymi Cinidly. Pro leps§i manipulaci byly jehnédy vlozeny do uhelonové
sitky a nasledné do plastovych injekénich stiikacek. Poté mohl zacit samotny proces
sterilizace. Pro naSe ucely byl vybran nésledujici postup.

Prvnim krokem bylo oSetfeni jehnéd 70% etanolem, ktery pasobil 1 min a to kvili
zvySeni smacivosti povrchu materidlu. Po uplynuti této doby byl etanol odstranén, dale byl

rostlinny material oplachnut 2,5% chloraminem s kapkou Tweenu- 20, pro lepsi u¢innost
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desinfekce. Chloramin pisobil na jehnédy 10 min a nésledné byly jehnédy proplachnuty 3x
ve sterilni destilované vodé.

Samotny proces preparace vajicek popt. prasniki byl zahajen v aseptickém
prostiedi specidlnich boxl s proudénim sterilniho vzduchu (flow- box). Semeniky a
prasniky byly z kvéti oddéleny pomoci preparacnich jehel a pinzet. Pti preparaci
rostlinného materidlu byla pouzita binokularni lupa (Olympus SZ51). Takto vypreparovana
vajicka a prasniky byly pfemistény do Petriho misek na ptipravena média (vzdy 10 vajicek,

popft. prasnikli na jednu Petriho misku).

3. 3. Kultiva¢ni média

Pro hlavni 1 pfedbézné experimenty byla vybrana média, kterd se pouzivaji pti
kultivaci praSnikli a vajicek riiznych druhi rostlin. Pro kultivaci nezralych vajicek byla
pouzita tato média: médium 1. (Calagari a kol., 2004), médium 2. (Popielarska, 2005),
médium 3. (Scheiber a kol., 2003), médium 4. (Agrawal a Gebhardt, 1994) a médium 3.
(Suprunova a Shmykova, 2008). Ke kultivaci pra$niki bylo taktéz pouzito médium 2.
(Popielarska, 2005), dale médium 4. (Agrawal a Gebhardt, 1994), médium 6. (Suprunova
a Shmykova, 2008) a médium 7. (Keller a kol., 1975). Pro kultivaci kalust jsme pouzili
médium 8. (Pelletier a kol., 1983). Piesné slozeni téchto médii je ptehledné zobrazeno v
Tabulce 2. Tato média byla pfipravena standardnimi postupy a nasledné sterilizovana v
autoklavu pfti teploté 121 °C a pretlaku 100 kPa. Délka sterilizacniho procesu u médii byla
30 min.

Meédia jsme po sterilizaci ve vétSich nadobach (500 ml) rozlili do mensich misek a
to z divodu lepSiho uskladnéni. Pro nasi praci byly pouzity Petriho misky o praméru 60
mm. Po pfeneseni rostlinného materialu na kultivaéni média se Petriho misky zalepuji
parafilmem, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorku. Takto zabezpefené misky se poté
premisti do termostatu, kde se vzorky kultivuji ve tmé pfi teploté 27°C po dobu 2 — 3

meésicu.
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Tabulka 2: Prehled slozeni médii pouzitych pro kultivaci nezralych vajicek, prasniki

a kalusii u rodu Salix spp.

Médium SloZeni Reference
1. MS médium + 30 mg/I sacharosa; Calagari a kol.
0,8% agar (2004)
Ph: 5,8
2. MS médium + 500 mg/1 kaseinhydrolyzat; | Popielarska
4 mg/l IAA; 0,5 mg/l kinetin; 5 mg/1 GAs; | (2005)
9,5 mg/1 glycin; 3% sacharosa; 0,8% agar
Ph: 5,8
3. WPM (Lloyd a McCown, 1981) médium + | Scheiber a kol.
WPM vitaminy; 50 ml/l kokosové ml¢ko; | (2003)
3% sacharosa; 0,8% agar
Ph: 5,5-5,6
4. SH médium + 0,2 mg/1 BA; Agrawal a Gebhardt
20mg/1 sacharosa; 0,8% agar (1994)
Ph: 5,8
5. MSm (Matsuda a kol., 1981) médium + Suprunova
0,2 mg/1 TDZ; 0,2 mg/l IBA; a Shmykova (2008)
5% sacharosa; 0,8% agar
Ph: 5,6- 5,8
6. MSm médium + 100 mg/I serin; Suprunova
800 mg/1 glutamin; 2 mg/1 2,4D; a Shmykova (2008)
1 mg/l BA, 8% sacharosa; 0,8% agar
Ph: 5,6- 5,8
7. B5 médium + 10% sacharosa; 2mg/l NAA; | Keller a kol.
1 mg/l BA; 0,8% mg/1 agar (1975)
Ph: 5,6- 5,8
8. MS médium + 0,5 mg/l BAP; Pelletier a kol.

0,1 mg/I NAA; 8 g/l agar; 10 g/l sacharosa
Ph: 5,6- 5,8

(1983)
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4. Vysledky

Pro tuto bakaldfskou praci byly ke kultivaci nezralych vajicek zdmérné vybrany
takové druhy drevin, jejichZ areal ptirozeného vyskytu se zacina neustale zmenSovat. Pravé
proto je kultivace téchto vaji¢ek, s naslednym moznym ziskanim haploidnich jedinct,
dalezita v dalSich etapach zkoumani. Haploidni rostliny je mozno ziskat také z prasnikda,
proto jsme vyuzili prasniky z bézné rostoucich vrb k tomu, abychom zjistili, jaké postupy
jsou pro tyto pokusy nejlepsi. Pro dosazeni nejlepSich vysledkl bylo potieba kultivovat na
zivnych médiich co nejvic vajicek, popt. praSnikd. Jelikoz odbér jehnéd z ohroZenych vrb
je omezen ur¢itym mnozstvim, bylo dilezité vyuzit vSechen dostupny material. VSechny
naSe vysledky jsou detailn¢ rozepsany v nasledujicim textu a navic piehledné zobrazeny

nize v Tabulce 3.

Z jehnéd vrby hrotolisté (S. hastata) bylo vypreparovano a nasledné kultivovano
celkem 400 vajicek. Nezrala vajicka byla kultivovdna na 4 typech médiich, vzdy deset
vaji¢ek na jednu Petriho misku. Po uplynuti 3 — 4 mésicli nedoSlo k zadné zméné ve
vyvoji. Stejné vysledky byly vypozorovany i u kultivovanych vaji¢ek vrby laponské (S.
lapponum), z poctu 570- ti vajicek nedoSlo ani v jednom piipad¢ k regeneraci explantatu.
Naopak u vajicek vrby bylinné (S. herbacea) byly po 3 - 4 mésicich vyhodnoceny rozdilné
vysledky. Z celkového poctu 400 vajicek doSlo u 80- ti kultivovanych explantatd k
nekrotizaci materidlu, projevujici se z€ernanim nasazenych vaji¢ek. U dalSich 40- ti
vajiek byla zpozorovana zména ve velikosti explantatu, avSak bez tvorby kalusu, a to jen
na médiu 2. (Popielarska, 2005) (Tabulka 3). Zbylych 280 vajicek vrby bylinné (S.
herbacea) nevykazovaly zadnou regeneraci ve vyvoji.

U predbéznych experimentli jsme nepracovali s tak velkym poctem explantati,
jelikoZ Slo pouze o zkuSebni vzorky. Nicméné i1 z téchto experimentil jsou zpracovany
vysledky (Tabulka 3). Ze samicich 1 sam¢ich jehnéd vrby jivy (S. caprea) bylo pouZito pro
kultivaci 60 praSnika a 30 vajicek, z ¢ehoz u vajicek nedoSlo po 4 mésicich k zadné
viditelné zmén¢. U pras$nika byly po uplynuti stejné doby pozorovany zmény ve velikosti
bez tvorby kalusu, a to u 25 kultivovanych explantatti. Z jednoho praSniku vyrostl viditelny
kalus (> 2 mm) (Ptiloha 2, obrazek 12) a u 4 explantatti doslo k tvorbé mikrokalust (<

2mm). Ziskany kalus (= 2 mm) jsme nasledné pfemistili na jiny typ Zivného média — na
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médium 8. (Pelletier a kol., 1983). Rist ¢i zména kultivovanych prasnika vrby jivy (S.
caprea) nejlépe probihal na médiu 7. (Keller a kol., 1975). Zbylych 30 prasnikl této vrby
nevykazovaly Zaddnou regeneraci.

Dalsi explantaty byly odebrany z jehnéd vrby popelavé (S. cinerea). Stejné jako u
piedchoziho druhu, tak i u této vrby se kultivovala jak vajicka, celkové 60 explantata, tak 1
pras$niky - 80 explantati. Po uplynuti doby potiebné ke kultivaci nebyla ani u jednoho
z explantatu vypozorovana jakakoliv zména ve velikosti ¢i vzhledu.

Poslednim rostlinnym materidlem pro ptedb&éznou préaci byla vajicka a prasniky
jehnéd vrby koSikaiské (S. viminalis). Z celkového poctu 100 prasnika byl u jednoho
kultivovaného explantatu zaznamenan rist kalusu (> 2 mm) (Ptiloha 2, obrazek 13). Tento
viditelny kalus byl pfemistén na médium 8. (Pelletier a kol., 1983). U dalSich 19- ti
explantati doSlo ke zméné velikosti bez tvorby kalusu. VSechny tyto zmény v ristu
probéhly na médiu 7. (Keller a kol., 1975). U zbylych 80- ti prasnikti nebylo viditelné
jakékoliv zvétSeni ¢i tvorba kalusu. Po 3 — 4 mésicich byla vyhodnocena regenerace
kultivovanych vajicek vrby koSikatské (S. viminalis), celkem 80 explantati. U 40- ti
kultivovanych vajicek nedoslo k zddné viditelné regeneraci, 20 vaji¢ek nekrotizovalo a u
20- ti vajicek doslo k pravdépodobné tvorbé mikrokalust (< 2mm). Tyto zmény probihaly

na médiu 2. (Popielarska, 2005).
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Tabulka 3: Vysledky kultivace vajicek a prasniki u rodu Salix spp.

Genotyp Typ Médium | Pocet kultivovanych Urovéii
explantatu explantata regenerace po
3 — 4 mésicich
S.hastata vajicka 1. 100 100 (0)
2. 100 100 (0)
3. 100 100 (0)
4. 100 100 (0)
S.herbacea | vajicka 1. 100 80 (0), 20 (N)
2. 100 60 (0), 40 (Z)
3. 100 80 (0), 20 (N)
4. 100 60 (0), 40 (N)
S.lapponum | vajicka 1. 150 150 (0)
2. 160 160 (0)
3. 110 110 (0)
4. 150 150 (0)
S. caprea vajicka 4. 30 30 (0)
prasniky 2. 30 30 (0)
7. 30 25 (Z2), 4 (MK),
1 (K)
S. cinerea | vajicka 1. 10 10 (0)
2. 20 20 (0)
3. 10 10 (0)
4. 10 10 (0)
5. 10 10 (0)
prasniky 2 20 20 (0)
4. 30 30 (0)
6. 30 30 (0)
S. viminalis | vajicka 2. 40 10 (0), 10 (N),
20 (MK)
3. 10 10 (0)
4. 10 10 (0)
5. 20 10 (0), 10 (N)
prasniky 2. 20 20 (0)
7. 40 20 (0), 19 (2),
1 (K)
6. 40 40 (0)

Popis pouzitych zkratek: 0 - zadna zména explantatu béhem kultivace, N - nekrotizace
explantatu, Z - zvétSeni explantatu bez tvorby kalusy, MK - mikrokalus (< 2mm), K - kalus

(>2 mm)
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5. Diskuze

Kultivace riznych ¢asti rostlin je dnes jiz bézné pouzivanou technikou ke zkoumani
druht, jejich Slechténi, rozmnoZovani ¢i ozdravovani. Z tohoto ditvodu je dnes mozné najit
nepfeberné¢ mnozstvi védeckych clankt, popisujici postupy a techniky pii kultivaci
rozdilnych explantatii riiznych druhli rostlin. Na zdklad¢ téchto publikaci jsme dokézali
shromazdit potiebna data, kterd ndm pomohla vysvétlit odliSnosti ve vysledcich riznych
kultivaci nezralych vaji¢ek a prasnikt.

Pro na$i praci jsme si z védeckych publikaci vybrali média, na kterych probihala
regenerace explantatli s nejlepSimi vysledky. Jako prvni jsme vyzkouseli médium pouzité
v praci Calagari a kol. (2004) pfi mezidruhovém kiiZeni rGznych genotypl Populus
euphratica Oliv. Pti této kultivaci bylo pouzito MS médium - pouze s 30% sacharosou, na
kterém byla nésledné¢ kultivovana oplozena vajicka a semeniky téchto kiizenct.
Vysledkem byla 34% uspésnost riistu rostlinek u kultur semenikti a vétsi aspésnost u kultur
oplozenych vajicek a to 47,46 %. Na zakladé¢ téchto vysledki a ptibuznosti rodl Populus a
Salix jsme vyzkouseli tento typ média, ktery vSak pro rhst nezralych vajicek druht S.
hastata, S.herbacea, S. lapponum a S. cinerea nebyl vhodny, uspéSnost byla 0 %. Tuto
neuspéSnost si vysvétluyjeme mimo jiné i tim, Zze Calagari a kol. (2004) pouzili pro
kultivaci jiz oplozena vajicka, ktera maji rozdilnou schopnost regenerace nez vajicka
neoplozena. Hlavni pfi¢inou rozdilnych vysledkii je podle naSeho nazoru ptedevSim
rozdilny genotyp pouZitého rostlinného explantatu.

Jako druh¢é¢ médium jsme se rozhodli vyzkouset modifikované médium MS, které
vyuzila pro svou praci Popielarska (2005). Pro kultivaci in vitro byla vyuZita oplozena
vajicka rodu Helianthus annuus L. Modifikované MS médium bylo doplnéno o piesné
mnozstvi ristovych regulator (Tabulka 2). Spravny pomér téchto rastovych regulatort by
mél potencialné zah4jit organogenezi oplozenych vajicek. Usp&snost regenerace byla viak
nizkd, rostlinky byly ziskany zpouhych 2,3 % a rlznych stupiii vyvoje embryi bylo
dosazeno z 2,5 %. NaSe vysledky byly odlisné. Z celkového poctu 420 nezralych vajicek
riznych druhi vrb bylo dosaZeno u 4,7 % vajicek regenerace ve formé mikrokalusii a to u
vrby jivy (S. viminalis). Tato zména v regeneraci vajicek vrb odrazi odlisné slozeni
pouzit¢ho média, které bylo doplnéno o ristové regulatory, které indukovali bunécné

déleni a naslednou tvorbu mikrokalusu.
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Ve védeckych experimentech se pro kultivaci explantatovych kultur ¢asto pouziva
médium WPM. Toto médium pouzili pti svych pokusech napt. Scheiber a kol. (2003) a to
ke kultivaci vaji¢ek hybridi Abelia grandiflora ‘Francis Mason’ X A. schumannii. Tento
typ média jsme si pro naSi praci vybrali kviili tomu, Ze obsahuje mimo jiné i kokosové
mléko, které¢ ma velice pozitivni vliv na regeneraci vajicek nebo embryi. Médium jsme
doplnili WPM vitaminy a nepiidavali zadné rtstové regulatory. Uspé$nost regenerace
vaji¢ek hybridi rodu Abelia sp. byla stanovena na 44 %, kdy doslo k tvorbé kotinkl. Pti
naSich pokusech nedoSlo k zaddné regeneraci, uspéSnost byla 0 %. Tuto neuspéSnou
regeneraci si vysvétlujeme rozdilnymi genotypy rostlin. V naSich pokusech jsme pouzili
explantaty rodu Salix spp., kdezto Scheiber a kol. (2003) kultivovali explantaty z rostlin
rodu Abelia sp. Rozdilné vysledky ovlivnil také stupéi vyvoje izolovanych vajicek
(oplozena, neoplozena). WPM médium se také Casto pouziva ke kultivaci adventivnich
pupenti &i nodalnich segmentii nejen lesnich dfevin. V Ceské republice se mikropropagaci
dfevin uspéSné zabyval Prof. Ing. Vladimir Chalupa, DrSc. Kokosové mléko pouZili pii
svych experimentech také Takeshita a kol. (1980). Do zékladniho White's média ptidali
mimo jiné 1 stejny pomér NAA a kinetinu (2,5 mg/l). Na tomto médiu poté kultivovali
oplozena vajicka hybridt Brassica sp. a Raphanus sp. Usp&iné vykli¢ena embrya a ziskané
kalusy nasledné premistili na jiny typ kultivacniho média.

Osvédcenym médiem pro kultivaci ¢asti rostlin je také médium SH. Toto médium
vyuZili pti svych pokusech naptiklad Agrawal a Gebhardt (1994), a to k hybridizaci druhi
Salix sp. (S. fragilis % S. lispoclados). Na médiu SH, doplnéném o 0,2 mg/l BA,
kultivovali semeniky hybridd vrb. Regenerace probchla uspé$né, doslo k zakofenéni
vyhonktl a po urcité dob¢ k vysazeni hybridnich rostlin na pokusné pole. Takto upravené
meédium jsme také vyuzili pro kultivaci nezralych vajiek a prasnika vybranych druht vrb,
avSak bez pozitivnich vysledki. Jelikoz Slo o stejny rod Salix sp., netspéch naSich
experimentl se pravdépodobné odviji od vyvojového stavu kultivovanych vajicek. Pro
dosaZeni pozitivnich vysledkli u prasniki by byla potieba kultivace vétSiho pocti téchto
explantata. Kultivace embryi, ziskanych hybridizaci mezi rody Salix sp. a Populus sp.,
vyuzili také Zenkteler a kol. (2005). Jak se uvadi v jejich préci, Slechténi a nasledné
pestovani mezidruhovych hybridi je ¢im dal vice Zadanéjsi, diky rychlé produkci biomasy
s naslednym vyuzitim k vyrob¢é energie ¢i vldken. Tato embrya déle kultivovali na MS
médiu s poloviéni koncentraci makroelementli. Vzniklé globularni a srd¢ité fdze embryii

byly vypozorovany u vSech kiizencli. Autofi poukazuji na skuteCnost, Ze pouzitim
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technologie in vitro kultivace mohou piekonat piekazky neslucitelnosti roda Salix sp. a
Populus sp.

Kultivace oplozenych vajicek ¢1 embryii je bézné¢ pouZzivanou laboratorni
technikou, stejné jako vyuziti nezralych vajicek. Naptiklad Suprunova a Shmykova (2008)
vyuZzily neoplozend vaji€ka druhu Cucumis sativus k zahdjeni gynogeneze. Z deseti
testovanych kultivarti se regeneroval pouze jeden a to na médiu MSm (Matsuda a kol.,
1981) doplnéné o 5% sacharosu a rustové regulatory TDZ a IBA. Maximalni regenerace na
tomto médiu byla 3,5 %, ostatni kultivary degenerovaly. Po pfemisténi na jiny typ média
vyhodnotily rist Zivotaschopnych rostlinek pouze z 0,5 %. Tyto rostliny se od donorovych
rostlin liSily ve velikosti listd a také v rozdilné barvé a typu kvéti. Na zaklad€ téchto
vysledki jsme se rozhodli vyzkousSet tento typ média ke kultivaci nezralych vaji¢ek vrby
popelavé (S. cinerea) a vrby kosikarské (S. viminalis). Regenerace vajicek na tomto médiu
byla 0 %. Takto negativni vysledek kultivace pfisuzujeme rozdilnému genotypu donorové
rostliny, ze kterého byl explantdt odebran. Pro lepsi vysledky by také bylo vhodné
kultivovat vetsi pocet nezralych vajicek. Suprunova a Shmykova (2008) kultivovaly také
prasniky a mikrospory z druhu Cucumis sativus. Na stejném médiu MSm, avsak s 8%
sacharosou doplnéné presnym mnozstvim rastovych regulatort (Tabulka 2), kultivovaly
prasniky, ze kterych uspésné ziskaly kalusové kultury. Autorky v zavéru poukazuji na
skutecnost, Ze vyuziti mikrosporovych kultur je k ziskdni haploidnich rostlin rodu Cucumis
sp. efektivnéjsi, nez kultivace kultur praSnikovych. Jelikoz jsme v naSich pokusech také
pracovali s praSniky, pouzili jsme ke kultivaci vySe zminén¢ médium Suprunova a
Shmykova (2008). Na tomto médiu jsme kultivovali prasniky vrby popelavé (S. cinerea) a
vrby kosikatské (S. viminalis), GspéSnost regenerace explantati vSak byla 0 %. Tento
vysledek byl také jako u vajicek ovlivnén rozdilnym genotypem a malym mnoZstvim
kultivovanych explantata.

Na zavér bych chtéla pfipomenout, ze vysledky vSech uvedenych studii, v¢etné
naSich experimentt, vZzdy zavisi na mnoha faktorech. Jak jsme sami zjistili, uspéSnost
gynogeneze zavisi predev§im na genotypu rostliny, ze kterého byl rostlinny explantat
odebran. Podle Garcia a kol. (2009) jsou dal§imi faktory napft. stupeni vyvoje zdrode¢né¢ho

vaku, typ média a rastovych reguldtorti nebo ekologické podminky matetské rostliny.
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6. Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo nalézt nejvhodnégjsi sterilizacni postupy a sloZeni
médii, které by vedly k asp&Sné regeneraci in vitro kultivovanych nezralych vajicek a
zamétila na shromazd’ovani literarnich udaji a vypracovani literarni reSerSe k zadané
problematice. DalSim cilem bylo zvladnuti techniky explantatovych kultur rostlin
(sterilizace rostlinného materidlu, ptiprava kultivatnich médii, izolace a kultivace
nezralych vajic¢ek, popt. prasnikli). V neposledni fad¢ bylo dulezité vSechny nase vysledky
piehledné zpracovat a vytvoftit odpovidajici fotodokumentaci rostlinného materialu.

Ze shromazdénych védeckych Clanklti jsme zjistili, Ze kultivace explantatovych
kultur je dnes béZn€ pouZivanou technikou k ozdravovani rostlin, jejich Slechténi ¢i
rychlému namnoZeni, k zachrané ohrozenych druhti rostlin a k ziskani haploidnich jedinct.
Uspé&snou kultivaci nezralych vaji¢ek ohrozenych druht vrb (S. herbacea, S. lapponum, S.
hastata) a kultivaci prasnikQ druhli S. caprea, S. viminalis a S. cinerea by bylo mozné
ziskat dulezité kalusové kultury. Tyto kultury by se ndsledné kultivovaly na jinych typech
zivnych médii, které by podpofily jejich naslednou organogenezi. V této bakalaiské praci
jsme vyzkouseli celkem 7 typt médii s pfidanim odliSnych riistovych reguldtorti a dalSich
dilezitych komponent.

Vzhledem k absenci samcich rostlin ohrozenych druhtt vrb by byl zisk kalusi
z nezralych vajicek dalezitym a podstatnym krokem pro dal$i studie. V nasi praci jsme
vSak nedocilili uspéSnych vysledki kultivace nezralych vaji¢ek. Pro lepsi vysledky by byla
potieba vyzkouSet vice typi médii a také kultivovat vét§i mnozstvi vajicek (cca. 1000
jsme ziskali 2 kalusy o velikosti (= 2 mm) a to z jehnéd vrby jivy (S. caprea) a vrby
kosikarske (S. viminalis). Tyto kalusy byly pfemistény na kultivaéni médium 8. (Pelletier a
kol., 1983). Je zde moZnost s nimi dale pracovat a zahajit potencialni organogenezi.

Tato prace mize tvoftit zaklad pro dal$i vyzkumy v ramci kultivaci explantatovych
kultur u rodu Salix. Usp&$né ziskani haploidnich rostlin by bylo navic dilezité pro studium

v ramci molekularni biologie.
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7. Prilohy

Priloha 1: Piehled postupt pii sterilizaci rostlinného materilu a slozeni médii pro in

vitro kultury vajicek (oplozend, neoplozend), semeniki, embryi a prasnikii

Typ explantatu / Postup Reference
genotyp
oplozena vajicka/ Sterilizace: chlornan sodny ( 6,4%); Takeshita a kol.
hybridi brukev x destilovana voda (1980)
fedkev seta Ph: 6,5
(Brassica sp. Médium: White’s agar médium +
Raphanus sativus) 150 ml/l kokosové mléko,

2,5 mg/l NAA; 2,5 mg/l kinetin
oplozena vajicka Sterilizace: chlornan vapenaty Mofidabaldi a
+ semenik/ (12 min), destilované voda (3x ; 5 min) | kol. (1998)
hybridi topol bily Ph: 5,8
x topol eufratsky Médium: % MS + FeEDTA 10* M;
(P.alba xP. 0,16M a 0,17M sacharosa
euphratica)

oplozena vajicka
+ semenik/ topol

Sterilizace: chlornan vapenaty
(12 min), destilovana voda (3x ; 5 min)

Calagari a kol.
(2004)

eufratsky Médium: MS, 2 MS, DKW + 20 mg/1
(Populus a 30 mg/1 sacharosa
eufratica)
prasniky/ tabak Sterilizace: ethylen ( 30s; 70 %), Opatrny (1973)
virginsky chloramin (5 min; 10%), destilovana
(Nicotina voda (3x)
tabacum) Médium: LS + a) 0,1 mg/l TAA;
0,1 mg/l NAA
b) 0,5 mg/l IAA; 0,1 mg/l kinetin
embrya/ lipa Sterilizace: chlornan vapenaty Chalupa (2003)
velkolista (7,5% ; 20 min), destilovand voda (2x)
(Tilia M¢édium: MS +0,3;0,5; 1,0; 1,5; 2,0
platyphyllos) mg/l 2-4-D; 0,5; 0,1 mg/l BA;

200 mg/1 kaseinhydrolyzat;
200 mg/] glutamin
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Typ explantatu /
genotyp

Postup

Reference

oplozena vajicka/
slunecnice ro¢ni
(Helianthus anuus
L)

Sterilizace: zfedéné SAVO (10min),
destilovana voda (3x)

Ph: 5,8

Médium: MS médium +

a) 4 mg/l1 TAA; 0,5mg/l kinetin;
500 mg/1 kaseinhydrolyzat;

5 mg/l GA3; 9,5 mg/l glycin;

0,8% agar;

3% sacharosa;

b) 0,5 mg/l IAA; 0,5mg/l kinetin;

500mg/1 kaseinhydrolyzat; 4mg/l GAj;

7,5mg/1 glycin; 3% sacharosa;
0,8% agar

Popielarska
(2005)

oplozena vajicka/
lilie dlouhokvéta
(Lilium
longiflorum)

Sterilizace: ethanol (1 min; 70%),
chlorid rtutnaty (10 min; 1%),
destilovana voda (3x)

Ph: 6,0

Médium: B5 a Y2 B 5 + 3%; 6%;
9% sacharosa; 0,8% agar

Wang a kol.
(2009)

vajicka/ bavlnik
(Gossypium sp.)

Sterilizace: chlorid sodny + Tween
(5 min; 0,5%), destilovand voda (4x)
Médium:

SH + 0,1 mg/l IAA; 1,0 mg/I kinetin;
0,5 mg/1 GA3; 4% sacharosa;

0,7% agar

MS + Gamborg BS5 vitaminy;

300 mg/1 kaseinhydrolyzat;

1,0 mg/1 kinetin; 0,7% agar,

4% sacharosa

Kantartzi a kol.
(2009)

embrya /

vrba koSikarska x
topol

(Salix viminalis

x Populus sp.)

Sterilizace: ethanol (60 s), chlorova
voda (5-8 min), destilované voda
(1-2 min)

Ph: 5,8

Médium: MS + 15 koncentrace

mikroelementti, 3% sacharosa, 7g/1 agar

Zenkteler a kol.
(2005)
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Typ explantatu /
genotyp

Postup

Reference

vajicka/ Sterilizace: ethanol (2x 1min; 70%), Garcia a kol.
kaktusovité chlorid véapenaty (10 min; 1,5%), (2009)
(Cactaceae) destilovana voda (3x)

Médium: MS + 0,5 mg/ I: 0,5 mg/1

2,4-D: TDZ; 0,09M; 0,18M a 0,26

M sacharosa; 0,25% gelrit
vajicka/ hybridi Sterilizace: chlorid sodny Kudo a kol.
hortenzie (15min + kapka Tweenu), (2008)
(Hydrangea sp.) destilovana voda (3x)

M¢édium: > MS + 20g/1 sacharosa,

2g/1 gellan guma
vajicka/ hybridi Sterilizace: ethanol (1min; 70%), Scheiber a kol.
abélie chlorid sodny + Tween (20min; (2003)
(Abelia sp.) 20%), destilovana voda (3x)

Ph: 5,5-5,6

Médium: WPM nebo LS + MS

vitaminy (0 uM; 9,8 uM; 3,92 uM

21P);

50 ml/1 kokosové mléko; 3%

sacharosa; 0,8% agar
prasniky/ zederach Sterilizace: chlorid rtutnaty (7 min; Chaturvedi a kol.
indicky 0,1%), destilovana voda (3x) (2003)

(Azadirachta
indica)

Ph: 5,8

Médium: MS + 1 uM NAA;
5 uM BAP; 1 uM 2, 4-D;
9% sacharosa
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Priloha 2: Fotodokumentace rostlinného materialu

Obrazek 3: Semeniky Salix hastata (Olympus SP 350)

Obrazek 4: Semenik Salix herbacea (Olympus SP 350)

Obrazek 5: Semeniky Salix lapponum (Olympus SP 350)
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Obrazek 6: Semenik s vajicky Salix hastata (Olympus SP 350)

Obrazek 7: Semenik s vajicky Salix herbacea (Olympus SP 350)

Obrazek 8: Semenik s vajicky Salix lapponum (Olympus SP 350)
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Obrazek 9: Samici jehnéda Salix hastata (Canon PowerShot A480)
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Obrazek 10 Samici jehnéda Salix herbacea (Canon PowerShot A480)

Obrazek 11: Samici jehnéda Salix lapponum (Canon PowerShot A480)
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Obrazek 12: Kalus Salix caprea (Olympus SP 350)

Obrazek 13: Kalus Salix viminalis (Olympus SP 350)
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