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1 UVOD A CILE PRACE

Studované rostliny Angelica archangelica (andélika 1ékaiska) a Foeniculum vulgare (fenykl
obecny) patiici do ¢eledi Apiaceae (mifikovité) byly uz od pradavna vyuzivany v lidovém
1é¢itelstvi (Kresanek a Kresanek, 2008). Nachézi také Siroké uplatnéni i v jinych odvétvich,
nez V lékarském. Semena Angelica archangelica se pouzivaji v cukraistvi, pifi piipravé
likérti nebo v parfumerii (Bhat a kol., 2011). U silice ze semen Foeniculum vulgare byl
prokazan napftiklad larvicidni u¢inek (Zoubiri a kol., 2014).

Rostlinné explantaty, zejména techniky, které jsou orientovany na mikropropagaci
(multiplikaci) nachazeji stale $ir$i vyuziti nejen v zahradnické praxi, ale soucasné
i ve vyzkumu. Davaji jedine¢nou piilezitost sledovat Zivot rostlinné bufiky a moznosti jejiho
dalsiho rastu a vyvoje (Hradilik, 2005). Mikropropagace piedstavuje metodu, kdy lze
za pomé&rn¢ kratkou dobu ziskat velké mnozstvi rostlinnych klont. Rostliny jsou péstovany
na malych prostorech a mohou byt mnozeny v prubéhu celého roku (Bhatia a kol., 2015).
Navic geneticky transformované rostliny mohou v in vitro podminkach produkovat vyssi

hladiny sekundarnich metabolitti (Giri a Narasu, 2000).

Byly vyty€eny nasledujici cile préce:
1. Shromazd’ovani a studium literarnich tdaju k zadané problematice.
2. Odvozeni in vitro kultury u rodu Angelica a Foeniculum.
3. Optimalizovani metody mikropropagace.
4. Pribézné zpracovani ziskanych vysledkl a fotodokumentace.

5. Sepsani bakalafské prace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Celed’ Apiaceae

Celed Apiaceae (mifikovité) obsahuje az 270 rodd s 2850 druhy po celém svété (Jahodaf,
2011). Zahrnuje velké mnozstvi rostlin, které jsou pouzivané také v tradi¢ni medicin€ a mayji
1é¢ivé vlastnosti (Christensen a Brandt, 2006). Charakteristicka pro tuto ¢eled’ je pfitomnost
sekundarnich metaboliti. Rostliny produkuji silice fenylpropanového i terpenového typu,
také jsou syntetizovany polyiny, seskviterpenové laktony, ftalidy, triterpenové saponiny,
kumariny ¢i alkaloidy (Jahodat, 2011). Dalsi latky jako polyacetyleny, zejména farcarinol
a farcarindiol, se ukazaly jako vysoce toxické vic¢i houbam a bakteriim. U nékterych
zastupcu jsou znamé i neurotoxické a protizanétlivé ucinky (Christensen a Brandt, 2006).

Rostliny z ¢eledi Apiaceae se fadi mezi jednoleté az vytrvalé byliny. Lodyha
je vétsinou duta, ryhovana. Listy jsou stiidavé s Cepeli obvykle ¢lenénou nebo slozenou
atapiky lodyznich listh mohou mit zfetelnou pochvu. Kvéty jsou v jednoduchém
nebo slozeném okoliku, pod kvétenstvim je vytvoreny listenovy obal a obali¢ek. Semenik je
zakoncen dvéma ¢nélkami na Zlaznatém valu (Jahodat, 2011). V oplodi poltivé Zebernaté
dvounazky (Casto s ostny a hacky) jsou cévni svazky a silicné schizogenni kanalky (Novak
a Skalicky, 2012).

Nékteré druhy mitikovitych patii mezi vyznamné zeleniny, napi. Petroselinum
crispum (petrzel kadetava), Daucus carota (mrkev obecnd), jiné se pouzivaji v 1éCitelstvi
a likérnictvi — Angelica archangelica (andélika lékai'sk4) (Novak a Skalicky, 2012). Celed’
také obsahuje jedovaté druhy, napi. Conium maculatum (bolehlav plamaty), ktery obsahuje
alkaloid koniin nebo Cicuta virosa (rozpuk jizlivy) - alkaloid cikutoxin.

Jsou zaznamenany i negativni U¢inky téchto rostlin (Novak a Novakova, 2010).
Muzeme se setkat s kontaktnimi nebo potravinovymi alergiemi. Angelica archangelica
obsahuje silici bohatou na furanokumariny, které vyvolavaji u citlivych osob dotykovou
alergii a fotosenzibilitu — svédéni az paleni pokozky, vyrazky a ekzémy. Podobné
fytodermatézy muze v kombinaci se slune¢nim zafenim vyvolat i Foeniculum vulgare

(fenykl obecny), Pastinaca sativa (pastinak sety), Anethum graveolens (kopr vonny) atd.
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2.2 Rod Angelica

Zatazeni rodu Angelica do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):

fise: Plantae (rostliny)

podiise: Cormobionta (cévnaté rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
téida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida: Cornidae

rad: Araliales (aralkotvaré)

Celed”: Apiaceae (mitikovité)

rod: Angelica (andélika)

Do rodu Angelica patii vice nez 60 druhti 1éCivych rostlin, nékteré z téchto druhti
se pouzivaji v tradi¢ni medicing a to zejména na dalném vychod¢ (Sarker a Nahar, 2004).

Angelica sylvestris, znama jako ,,wild angelica‘‘, je skotska 1é¢iva rostlina, ktera
roste obvykle na vlhkych loukach, bazinach a lesich (Clapham a kol., 1987). Je roz§itena
témet v celé Evropé, vzacnéji na jihu, také v mirném pasmu Asie.

Angelica sinensis, n¢kdy také ,,Dong quai®, ¢inska varieta (Kresanek a Kresanek,
2008). Pouzivana po tisice let v ¢inském lidovém IéCitelstvi, nejcastéji pii revmatickych
bolestech a menstruaénich problémech. Domaci je v Cing, Koreji a Japonsku.

Angelica glauca, mistné¢ ,,Vern Choru“ ¢i ,,Gandhrayan® je kriticky ohrozena,
vytrvala 1é¢iva bylina rostouci v himalajské oblasti (Mamgain a kol., 1998). Piesné&ji se
vyskytuje od mirné az po alpinskou zénu Kasmiru, oblasti Himachal Pradesh a Uttaranchal,
v nadmoiské vysce 1800 — 3200 m.n.m. (Samant a kol., 1998).

Dalsimi druhy jsou napi. Angelica atropurpurea, Angelica acutiloba, Angelica
dahurica, Angelica edulis, Angelica gigas, Angelica koreana, Angelica keiskei atd. Jejich
chiipce, zaZivacim potizim. Déle na gynekologické potize, ekzémy, bakteridlni nebo
plisnové infekce (Sarker a Nahar, 2004; Kresanek a Kresanek, 2008). V Ceské republice
roste pouze Angelica archangelica a Angelica sylvestris (Kresanek a Kresanek, 2008).

2.2.1 Angelica archangelica L. (andélika 1ékarska)

V ramci této bakalafské prace jsme se zaméfili na Angelica archangelica (andélika

1ékaiska). Archangelica pochazi z feckého slova arkhangelos (arch = and¢l) (Bhat a kol.,
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2011). Nazev je odvozen od archandéla Michaela. Na tizemi Ceské republiky se rozsitila
Vv prubehu stiedoveéku, jako prostiedek proti moru (Kresanek a Kresanek, 2008).

Dle nékterych botanikl je ptivodni druh ze Syrie a odtud byl posléze rozsifen
do dalsich zemi, kde se aklimatizoval. Ptilezitostné miizeme najit ptivodni druh v chladnych
a vlhkych mistech ve Skotsku, hojnéji v§ak v zemich dale na sever, napiiklad na Islandu
(Bhat a kol., 2011). Divoce roste v Evropé a zapadni Asii u vodnich tokt, v horach
u horskych potoktt a bystfin, v CR jen ve vys§ich polohach. V Ceské republice byla
vySlechténa odriada Jizerka v roce 1952 (Neubauer a kol., 1984).

Andélice se nejlépe dafi na hlubokych, humusem zésobenych, vlh¢ich ptidach
(Kresanek a Kresanek, 2008). Snasi i kyselejsi raselinné ptidy. Je velmi citliva na déletrvajici
sucho, avSak nesnaSi ani trvalej$i zamokieni pudy. Prili§ té¢zké pidy nejsou vhodné,
ato i s ohledem na sklizen kofenti (Neubauer a kol., 1984).

Andélika je dvouleta az ctyfletd statnd bylina s fepovitym oddenkem a s cernymi
vétvenymi koteny (Jahodar, 2011). V prvnim roce vegetace vytvaii bohatou rizici
pfizemnich list, v druhém roce vyhdni ptfimou, dutou a ryhovanou kvétonosnou lodyhu,
az2m vysokou. Listy ma stfidavé, dva az tiikrat zpefené, v celkovém obrysu
trojuhelnikovité. Zelenobilé¢ kvéty jsou ve slozenych okolicich (az 20 cm v pruméru).
Plodem jsou elipsoidni dvounazky, kazda nazka ma tfi zebra, nazloutlé barvy. Kvete
Vv Cervenci a srpnu.

Sbira se plod — Angalicae fructus a kofen Angalicae radix. Koten se sklizi zpravidla
vV druhém roce péstovani, v zafi az fijnu. Sklizen je mozna 1 na jate (bfezen, duben) vzdy
vSak pfedtim, nez za¢ne andélika rasit. Plod se sbira pied dozranim (zafi), s celymi okoliky,
nechd se doschnout, vymlati se a dosusi (Kresanek a Kresadnek, 2008). Suseni pfirozenym
teplem neni pfili§ vhodné, je pomalé a kofeny mohou zacit plesnivét. Dava se piednost
suSeni umélym teplem, teplota nesmi piekrocit 40 °C. Sesychaci pomér plodi je maly,
u kotene 4-5 : 1 (Neubauer a kol., 1984).

Rostlina mimo jiné obsahuje esencialni oleje, hot¢iny, angelicin, silice, tfisloviny,
cukr a kyseliny (kyselina valerova a angelikova) (Bhat a kol., 2011). Hlavni ¢ast esencialnich
oleji z kotene Angelica archangelica tvoifi monoterpenické uhlovodiky. a-pinene byl
nalezen jako dominantni slozka ve vice nez polovin€ zkoumanych oleji ziskanych z Finska,
Norska, Francie a Brazilie. Dale je obsazen 5-3-carene, B-phellandrene, B-pinene, limonene,
p-cymene ¢i a-phellandrene (Nivinskiene a kol., 2005). Bylo zjisténo, ze relativni mnozstvi

monoterpenickych uhlovodikl se 1iSi. Variabilita je zadvisla na fad¢ parametri, jako je
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napiiklad rozmanitost andéliky lékatské, metody extrakce ¢i analytické postupy (Pasqua
a kol., 2003). Vysledky studie, kterou provedl Pasqua a kol. (2001) ukazuji, ze syntéza
a akumulace esencialnich olejii je tzce spojena s diferenciaci sekundarnich sekrecnich
kanali. Chemické slozeni esencidlnich oleji u andéliky lékarské bylo zkoumano také
v souvislosti s vyvojovou fazi kofene. Pasqua a kol. (2003) zjistili, ze pouze hlavni kofeny
o praméru vétsim nez 5 mm dosahuji plné kapacity biosyntézy oleji. V primarnich kandlcich
se esencialni oleje nehromadi.

Kofeny a plody jsou nejvice vyuZivany pro medicinské ucely. Radi se
do farmakologické skupiny fytofarmaka — stomachika. Jejich G¢innost je amaro-aromaticka,
zvySuji tvorbu zalude¢nich §tav a sekreci pankreatu. Uplatiuji se hojné jako slozky
zalude¢nich c¢ajovych smési, na povzbuzeni nervové cinnosti (zevné jako pfisada
do relaxaénich koupeli, mohou se pouzit i listy), pfi nadymani, také jako kloktadlo
pfi zdnétech dutiny ustni, plsobi mocopudné (Korbeldi a Endris, 1990; Kresanek
a Kresanek, 2008).

Vsechny c¢asti andéliky maji piijemné, typické ardma, proto se pouzivaji
i v potravinafstvi. Nejéastéji stonky a semena V cukraistvi a pii ptipravé likért. Stonek
se ve velké mife pouziva také pti ptipraveé konzervovaného ovoce a zavarenin. Chut’ semen
ptipomina plody jalovce, Casto se proto andélika pouziva v kombinaci s bobulemi jalovce
¢i jako jejich nahrada v palirnach. Semena jsou pouzivana také v parfumerii (Bhat a kol.,
2011). Znamé je také pouziti kofene jako pfisady do specidlnich zaludecnich likérd,

napi. Benediktynka, Chartreuse, Boonekamp aj. (Kresanek a Kresanek, 2008).

2.3 Rod Foeniculum

Zatazeni rodu Foeniculum do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):

fise: Plantae (rostliny)

podfise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
odd¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
tiida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
podtiida: Cornidae

rad: Araliales (aralkotvar¢)

Celed: Apiaceae (mitikovité)

rod: Foeniculum (fenykl)
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2.3.1 Foeniculum vulgare Mill. (fenykl obecny)
Do druhu Foeniculum vulgare patii mnoho typu fenyklu, které se 1isi vzhledem a vyskou
vegetativniho systému, tvarem a velikosti ploda a slozenim esencidlnich oleji. Tyto typy
se déli do dvou poddruhti: subsp. piperitum a subsp. capillaceum (Hunault a Manoir, 1992).
V literatufe se muzeme setkat i srozdélenim na poddruhy piperitum a vulgare
(Muckensturm a kol., 1997).

Do poddruhu capillaceum (n¢kdy také vulgare) fadime dvé odrady: dulce - ,,sladky
fenykl* a vulgare - ,,hoiky fenykl* (Torabi a kol., 2014). Odrtda dulce zahrnuje zpravidla
letni¢ky produkujici sladké plody chutnajici po anyzu. Odradu vulgare tvoii trvalky, jejichz
plody zanechavaji hoikou pachut. Tato odriida je bohatsi na silici a péstuje se zejména
pro vyrobu anetholu (Hunault a Manoir, 1992).

Foeniculum vulgare Mill subsp. vulgare (fenykl obecny pravy), byl vySlechtén
z Foeniculum vulgare subsp. azoricum pochazejiciho z jihozapadni Evropy (Zeleny, 2012).
V Ceské republice byla roku 1946 =zapsana odrida Moravsky, varieta dulce
(http://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/informace-o-odrudach/odrudy-registrovane
-v-cr/seznam-odrud).

Plané rostliny fenyklu obecného jsou bézné rozsifené ve Stfedozemi na uhorech,
podél cest a na brezich tokti a nalezi Foeniculum vulgare subsp. piperitum, ktery se lisi
od F. v. subsp. vulgare sivozelenou barvou, krat§imi tkrojky listi a men§im poc¢tem paprski
Vv okolicich (Zeleny, 2012).

Fenyklu vyhovuji slune¢né a teplé mista (Kresanek a Kresanek, 2008). Pida by mé¢la
byt vyzivnd, hluboko zpracovand, vlhka, vapenata. Nesadi se v blizkosti kopru, protoze
dochazi ke kiiZeni pii opylovani a kopr ma vliv na sniZeni trody plodu.

Jedna se o dvouletou nebo vytrvalou bylinu s duZznatym kotenem (Korbelat a Endris,
1990). Dosahuje vysky az 2 metry. Lodyha je obla, ryhovana a vétvena. Listy ma v obrysu
trojboké, pochvaté, 3-4krat zpefené. Malé, syt¢ zluté kvéty jsou uspotradany
ve slozené okoliky. Plodem jsou pétizeberné dvounazky. Fenykl kvete od ¢ervence do zafi.

Sbira se plod Foeniculi fructus, nejlépe ruéné odfezavanim zralych okolikti v srpnu
a zari (Kresanek a Kresanek, 2008). Okoliky dozravaji postupné (tzv. ,,Cesany fenykl‘‘), poté
se vymlati a vycisti. Susi se umélou teplotou (30 - 35 °C).

Rostlina obsahuje velké mnozstvi latek. Singh a kol. (2006) provedli analyzu
tékavého oleje Foeniculum vulgare pomoci spojeni plynové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii (GC-MS) a dokazali pfitomnost 35 riiznych slozek. Hlavni komponentou byl
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trans-anethol (70,1 %), dale pak fenchon (8,6 %), estragol (4,7 %), p-cymen a limonen (oboji
3,1 %), linalool (1,2 %). Ostatni slozky jako napf. B-pinen, a-pinen, terpinen-4-ol,
cis-anethol, p-anisaldehyd se vyskytovali v mnozstvi mensim nez 1 %.

Telci a kol. (2009) zkoumali vliv stadia zrani plodti na obsah esencialnich oleju.
Analyzu provedli také pomoci GC-MS. Uvadi, ze obsah hlavni slozky trans-anetholu
se pohybuje mezi 81,63 % a 87,85 % a rozdil je statisticky nevyznamny v prub¢hu zrani.
Na druhou stranu mnozstvi nékterych komponenti, zvlasté monoterpend - o-pinen,
B-myrcen, limonen a a-terpinen, se podstatné 1i§i v prub&hu zrani.

Plod Foeniculum vulgare je sekretomotorické, sekretolytické a antiseptické
expektorans, spasmolytikum a farmakologicky patii mezi fytofarmaka skupiny karminativ
(Kresanek a Kresanek, 2008). Pouziva se k posileni ZaludeCni a stfevni cCinnosti,
jako prostiedek proti nadymani. V lidovém IéCitelstvi se pouziva ke zvySeni sekrece mléka.
Také je to znamenité chutové korigens. Obsazeny anethol siln¢ plisobi na zevni i vnitini
parazity u lidi i zvitat. Casem se polymerizuje na dianethol, ktery méa uéinky estrogenni
(Korbelat a Endris, 1990). Silice Foeniculi etheroleum se ziskava z ploda destilaci vodni
parou. Ma podobné ucinky jako plod (Kresanek a Kresanek, 2008).

Fenykl nachazi vyuziti 1 v jinych odvétvich nez lékafském. Oleum foeniculi
se pouziva v likérnickém primyslu. Zbytky po oddestilovani silice se uzivaji jako ptipravek
do krmiv pro dobytek, jelikoZ obsahuji hodn¢ bilkovin a slizu (Korbelat a Endris, 1990).
Bylo zjisténo, Ze silice ze semen Foeniculum vulgare ma larvicidni u¢inek proti komaru
Culex pipiens (komar pisklavy), (Zoubiri a kol., 2014). Vysledky studie, kterou provedl Choi
a Hwang (2004) ukézaly vyznamnou protizanétlivou a analgetickou aktivitu a inhibic¢ni
ucinky alergickych reakei pfi pouziti methanolového extraktu Foeniculum vulgare, pokud

je podavan v davee 200 mg/kg u mysi a potkand.

2.4 Biotechnologické metody
Rostliny z ¢eledi Apiaceae jsou dobfe znamé diky svym rostlinnym produktim. Neni tedy
divu, Ze jsou predmétem zajmu mnoha vyzkum, které se zamétuji zejména na biosyntézu
sekundarnich metabolitl v in vitro kulturach.
Fang a kol. (2006) charakterizovali 76 t€kavych slozek v esencialnim oleji
z Foeniculum vulgare pomoci spojeni tii technik: HSME-GC-MS (,headspace*
mikroextrakce rozpoustédlem, plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie).

Analyzu pomoci GC-MS provedli také Singh a kol. (2006) a Telci a kol. (2009). Barros
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a kol. (2010) provedli analyzu nutri¢niho slozeni u Foeniculum vulgare. Pro stanoveni cukrti
pouzili metodu HPLC/RI (vysokot¢inna kapalinova chromatografie s detektorem indexu
lomu) a pro stanoveni mastnych kyselin metodu GC-FID (plynova chromatografie
s plamenovym ioniza¢nim detektorem).

Nékolik studii se také zabyvéa genetickym inzenyrstvim. Lustinec a Zarsky (2005)
uvadi pouziti explantatovych kultur k pfipravé transgennich rostlin. Jednim z nejstarSich
zpusobt stabilni transformace rostlin cizorodou DNA je vneseni této DNA do jaderného
genomu protoplastii ptisobenim polyethylenglykolu. Nejcastéji pouzivanym zplsobem
transformace je spolecna kultivace explantati s Agrobacteriem, které nese na Ti plasmidu
transgen. Daucus carota (mrkev obecna) z ¢eledi Apiaceae je povazovana za modelovy druh
pro explantatové kultury. Hojné se pouziva pro genetické modifikace S pouzitim
vektorovych i nevektorovych metod. Jiné druhy z Celedi Apiaceae byly transformovany
primarné S pouzitim Agrobacterium stim, ze A. tumefaciens byl pouzit méné casto
nez A. rhizogenes. S Agrobacterium tumefaciens byly kultivovany pouze Apium graveolens
(mitik celer), Carum carvi (kmin kofenny), Coriandrum sativum (koriandr sety)
a Pimpinella anisum (bedrnik anyz), (Baranski, 2008). Mugnier (1988) inokuloval ¢asti
stonku rostlin Foeniculum vulgare starych 1-2 mésice s kmenem A4. Nové vznikajici kofeny
(,,hairy roots*) byly vyfiznuty po 3-4 tydnech a déle péstovany na 2% MS médiu
bez ristovych regulatord, s pfidavkem 500 mg/l carbenicillinu nebo 250 mg/l cefotaximu
k zabiti baktérii. Takto geneticky transformované kotenové kultury mohou produkovat vyssi
hladiny sekundéarnich metabolitii. Nabizi se obrovsky potencial 1 pro zavedeni dalSich genti
ke zméné metabolickych drah, produkci téchto sekundarnich metaboliti a dalSich
zajimavych sloucenin (Giri a Narasu, 2000).

Za zminku stoji 1 stanoveni obsahu DNA a AT/GC genomového poméru u Celedi
Apiaceae. Prochazkova (2010) v ramci své diplomové prace zmétila 79 taxoni z uvedené
¢eledi pomoci prutokové cytometrie. Uvadi, Ze kvalita méteni byla do jisté miry ovlivnéna
vysokym obsahem sekundarnich metabolitd u nékterych druhti (Myrrhis odorata (Cechfice
vonna), Carum carvi, Angelica sylvestris (andélika lesni). Bylo zjisténo, Ze rod Angelica
patii svou velikosti genomu v ramci Celedi spiSe mezi vétsi a mezi méfenymi druhy byl

rozdil v obsahu DNA témé&f 1,5nasobny.
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2.4.1 Explantatové kultury

Nezastupitelné misto v biotechnologickych metodach maji také explantatové kultury
(Hradilik, 2005). Explantatovou kulturou rozumime aseptickou kultivaci rostlin, nebo jejich
¢asti v kontrolovanych podminkach na sterilnich zivnych ptidach. Jedna se vétSinou o ¢asti
rostlin uméle oddélené od celistvé rostliny a péstované v podminkach in vitro.

Vegetacni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti stonkd, listdl, kofene, reprodukéni casti
jako mikrospory, vajicka, embrya, semena nebo spory, jakoz i jednotlivé buriky a protoplasty
mohou byt kultivovany in vitro a za ur¢itych podminek dopéstovany v nové rostliny (Kovac,

1995).

24.1.1 Historie explantatovych kultur
Prvni krok smérem k explantatovym kulturam udélal Henri-Louis Duhumel du Monceau
v roce 1756 (Smith, 2013). Béhem jeho studie, zaméfené na hojeni ran u rostlin, pozoroval
formovani kalusu. Za zminku stoji i mikroskopické studie vedouci k vyvoji bunééné teorie,
které provadéli Schleiden v roce 1838 a Schwann v roce 1839.

Nekteti badatelé povazuji teoreticky pocatek kultur rostlinnych explantatii u Klebse
(rok 1887), ktery studoval zivotni projevy jednotlivych bunék vldknitych fas izolovanych
z vladkna plazmolytickou maceraci (Hradilik, 2005). Vyslovil domnénku, Ze podobné pokusy
by se také mohly podatit na materialu z vyssich rostlin semennych.

Roku 1893 uvertejnil Rechinger vysledky pokust s péstovanim fragmentt riznych
¢asti rostlin v umélych podminkach (Hradilik, 2005). Poprvé pouzil Zivny roztok v kulturach
in vitro.

Nesmime opomenout ani Haberlandta (rok 1902), ktery experimentoval
s izolovanymi fotosyntetizujicimi buiilkami listh a dalSimi funkéné diferenciovanymi
bunikami (Smith, 2013). Byl neuspésny, nicméné predpoveédél, ze by bylo mozné kultivovat
uméla embrya z vegetativnich bungk.

Prvni tzv. pravé explantatové kultury ziskal Gautheret roku 1934 z kambidlniho
pletiva Acer pseudoplatanus (javor klen), (Smith, 2013). Dlouhodobé kultury kotfenovych
Spicek kli€nich rostlin rajcete se podafily udrzet Whiteovi (1934) a to po ptidavku
kvasni¢ného extraktu k zivné pude. Tyto kultury se podafilo udrzet po 350 pasazich vice

nez 7 let (Hradilik, 2005).
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Od této doby az po soucasnost byly a jsou praci tisicti badateld na celém svéte
ziskavany nové poznatky a je jiz jen malo rostlinnych druht, u kterych by nebyla explantace

propracovana (Hradilik, 2005).

24.1.2  Vyuziti a moznosti aplikace explantatovych kultur
Explantatové kultury piedstavuji nejen soubor metod pro védecké studium, ale jsou
vyuzivany i pro praktické ucely. Hradilik (2005) uvadi nasledujici moznosti aplikace:
- kultivace vegeta¢nich vrcholi a pupend ¢i indukce adventivnich pupent
na izolovanych organech jako metody vegetativniho mnozeni rostlin
- kultivace izolovanych meristémt jako metoda ozdravovani rostlin od virovych
infekci
- prekonéni fyziologickych bariér pti hybridizaci taxonomicky vzdalenych druht
pomoci kultivace izolovanych embryi
- regulace procesu oplozeni a jeho ovlivnéni v podminkach in vitro
- produkce haploid pfi kultivaci prasnikt, mikrospor a vajicek
- spontanni vyskyt a indukce genovych a genomovych mutaci v bunécnych
a tkanovych kulturach a jejich selekce na urovni regenerovanych rostlin
- fizena fize protoplastd s cilem vytvotfeni novych hybridii
- inkorporace ciziho genetického materialu do bunky s cilem modifikace rostlinného
genomu
- vyuziti rostlinnych explantati pro primyslovou produkci sekunddrnich metabolitd

a biologicky aktivnich latek.

Machova a kol. (2012) uvadi, Ze mikropropagace predstavuje vhodnou technologii
pro konzervaci ohroZenych genotypil 1 rychlé ziskani dostatecného mnozZstvi klonového
sadebniho materidlu pro ptipadnou repatriaci ohrozenych druhli rostlin na pivodni
stanovisté. Hlavni pfinos mikropropagace je vznik geneticky identickych kopii, mohou byt
vybrany jen zadouci rostliny, z kterych muZe byt vypéstovano tisice klond. Rostliny
v in vitro podminkach vykazuji celoroéni produkci a je mozné klonovat pouze sami¢i nebo

samci rostliny (Smith, 2013).

2413  Techniky explantitovych kultur
K tradi¢nim zpasobim vegetativniho mnoZeni se v poslednich desetiletich fadi metoda

tkanovych kultur — tzv. mikropropagace (Hradilik, 2005). Jsou vSak znamy i kalusové
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a bunécné suspenzni kultury, kultury rostlinnych protoplasti a somaticka hybridizace,
prasnikové kultury, somaticka embryogeneze, kultury mikrospor, oplozeni in vitro,
kultivace embryi nebo kryoprezervace.

Velmi dutlezitou metodou se jevi i ozdravovani rostlin. Technika meristémovych
kultur mtze byt pouzita v situaci, kde je rostlina infikovana virovym, bakteridlnim nebo
houbovym patogenem (Grout, 1999). Virova kontaminace je vysoka zvlastné u rostlin
vznikajicich klonovym mnozenim. Infikace viry mé za nésledek zpomaleni rastu, nekrdzu,
staCenti listl, snizeni vytézku az smrt rostliny (Smith, 2013). Zakladem ozdravovani pomoci
meristémovych kultur je odbér koncové ¢asti meristému z vrcholového nebo lateralniho
pupenu nad zoénou cévni diferenciace, kdy je nepravdépodobné, Ze by tato odebrana cast
obsahovala patogeny. Z vyfiznutého explantitu, ktery je malé velikosti (Casto mensi
nez 1 mm) a je kultivovany in vitro mize byt odvozena kultura bez nezadoucich patogenti
(Grout, 1999). Vir6zy je mozné eliminovat také pusobenim vyssi teplot, tzv. termoterapie
(Hradilik, 2005). Nesi a kol. (2011) zkombinovali metodu meristémovych kultur spolu
s ozdravovanim pomoci termoterapie u rodu Lilium (rod lilie). Explantaty vystavovali

po rizn¢ dlouhou dobu teplotam 35°C.

2.4.1.4  Mikropropagace

Metoda pro ziskani velkého poctu klond explantatl za pomérné kratkou dobu se nazyva
mikropropagace. Tuto metodu pouzil vroce 1960 George Morel pro produkci rostlin
orchideji na komeréni urovni (Bhatia a kol., 2015). Nejéastéji klonovanymi rostlinami jsou
Ficus (fikovnik), Syngonium, Spathiphyllum (lopatkovnik), Gerbera (gerbera), Solanum
tuberosum (lilek brambor) a Fragaria (jahodnik). Svétova produkce mikropropagovanych
rostlin je odhadovana na 600 milioni rostlin, nejcastéji v kategoriich pokojovych a fezanych
kvétin a ovocnych stromt (Dixon a Gonzales, 2003).

Tento typ klonového mnozeni muze probihat nékolika zpiisoby. RozliSujeme
stimulaci axilarniho vétveni, somatickou embryogenezi a tvorbu adventivnich pryt
(Hradilik, 2005). Déle rozliSujeme pfimou a nepiimou organogenezi. V piipad¢ nepiimé
organogeneze se na feznych stranach explantatu tvori kalus, ktery vznika dediferenciaci.
Velkou roli sehravaji rostlinné fytohormony. U pfimé organogeneze se vyhonky tvoii pfimo
z primarniho explantatu, bez tvorby kalusu (Bhatia a kol., 2015). Abd-Allah a kol. (2015)
uvadi, ze mikropropagace u Foeniculum vulgare formou pfimé organogeneze je vzacna,

pouziva se méng Casto nez nepiima organogeneze.
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Ke stimulaci axildrniho vétveni jsou vyuzivany termindlni nebo axildrni pupeny.
Asepticky vypreparovany vzrostny vrchol mtize regenerovat v jeden nebo nékolik novych
pryti v zavislosti na kultivacnich podminkach (Hradilik, 2005). Apikalni dominance je
potlacena piisobenim vysoké koncentrace cytokinint a je tak umoznén dalsi vyvoj axilarnich
pupent (Bhatia a kol., 2015). Stimulace axilarniho vétveni je relativné pomala technika,
avsak jeji vyznamnou piednosti je geneticka stabilita regenerantii (Hradilik, 2005).

Somatickd embryogeneze je proces, pii kterém vznikd Uplnd rostlina, piipadné
embryo zjiné bunky nez zoplozeného vaji¢ka, respektive zygoty (Hradilik, 2005).
K indukci somatické embryogeneze u mrkve (Daucus carota) a jinych druhd, musi byt kalus
umistén na médium obsahujici auxin. Po této kultivaci pak dalsi vyvoj probiha na médiu
bez auxinu. Proces vyZzaduje pfitomnost dusiku v redukované formé (Smith, 2013), ¢asto
zvySeny obsah aminokyselin, kokosového mléka nebo hydrolyzatu kaseinu (Hradilik, 2005).
Mnozeni rostlin pomoci somatické embryogeneze ma vysoky potencial. V jedné baiice miize
byt vyrobeno tisice somatickych embryi (Smith, 2013). Hradilik (2005) uvadi, ze z 5 ml
bunécéné suspenze smrku lze ziskat az 285 rostlin a z jednoho gramu suspenze mrkve je
mozné ziskat 1000 somatickych embryi. Pandey a kol. (2011) provadéli somatickou
embryogenezi u Angelica glauca. Nejvyssi frekvenci tvorby kalusu zaznamenali
u explantatt epikotylu pii pouziti 4,0 uM Kkyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové. Stoprocentni
embryogenni kalus se tvofil z explantati epikotylu v prostiedi s 2,0 uM 6-benzyladeninu
(BAP) a 2,0 uM kyseliny naftalenoctové (NAA). Vyvoj sekundarnich embryi byl pozorovan,
kdyz byly primérni embrya kultivovany na médiu MS obsahujicim 2,0 uM NAA a 2,0 uM
BAP.

Adventivni organy mohou vznikat v procesu diferenciace z kalusu (Hradilik, 2005).
Mikropropagace v tomto ptipadé piedstavuje opakované pasazovani vegetativné vzniklych
organt, které opét produkuji adventivni organy. Pryty, které jsou ziskavany touto cestou,
jsou prenaseny na zakofefiovaci média k vytvoreni celistvé rostliny. Usp&sné je odvozeni
rostlin pomoci listovych segment napi. u Begonia (begdnie) nebo u Saintpaulia ionata
(kapska fialka).

Mikropropagaci mizeme rozdélit do péti stadii. Prvni — stddium 0 neboli pfipravna
faze zahrnuje vybér vhodnych rostlin, které maji pozadované znaky pro jejich mnozeni
ve velkém méfitku (Bhatia a kol., 2015). Rostliny jsou péstovany v kontrolovanych

podminkach prostiedi s relativni vlhkosti okolo 70 %, teplotou nejcastéji 25 °C a metodou
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zavlazovani pomoci piskovych zdhonii nebo tenkych praminkd vody, nepouziva se horni
zavlazovani (Dixon a Gonzales, 2003).

Staddium 1 — odvozeni aseptické kultury. Tato faze mize byt narocna z davodu
vyskytu kontaminaci a produkce fenolickych sloucenin u explantatu. Hlavnim cilem je
optimalizovani dezinfekéniho protokolu a zivného média pro pieziti a rist explantatu
(Smith, 2013). Uvadi se, ze ¢im mens$i je explantat, tim je nizsi riziko vyskytu kontaminaci
(Dixon a Gonzales, 2003). Existuje velké mnozstvi latek, které se pouzivaji ke sterilizaci
rostlinného materialu, napt. chlornan sodny, chlorid rtutnaty nebo 70% ethanol s riznou
dobou piisobeni a to bud’ v kombinaci nebo samostatné, v zavislosti na stupni kontaminace
(Bhatia a kol., 2015). Mezi faktory, které snizuji G¢innost sterilizace, fadime pfitomnost
trichom, které zabranuji ptistupu dezinfekéniho roztoku az na povrch materidlu a tvorbu
vzduchovych bublinek (Hradilik, 2005). Pro zvySeni u¢inku dezinfekce miizeme pouZit
smacedlo, napt. Tween-20, obvykle staci 1 az 2 kapky na 100 ml ¢inidla. Po sterilizaci by
m¢él byt explantat proplachnut 3—5krat ve sterilni vod¢ z diivodu odstranéni dezinfekéniho
¢inidla, které muze explantat poskodit (Smith, 2013). Plati, Ze stara a tvrda pletiva odolaji
vys$si koncentraci sterilizaéniho roztoku nez mlad4 parenchymatické pletiva a meristémy
(Hradilik, 2005).

Stadium 2 - faze zmnozeni explantatu. Obecné je znamo, ze cytokininy podporuji
tvorbu prytt z jiz existujicich axilarnich pupent nebo z adventivnich organt (Smith, 2013).
Nejcastéji pouzivanym cytokininem je 6-benzylaminopurin (BAP), v ptipadé negativnich
vysledki muZzeme pouzit isopentenyladenin (2iP) (Dixon a Gonzales, 2003). Interval
pasazovani je zavisly na podminkach kultivace, typu explantétu, rostlinném druhu a byva
obvykle 4 az 5 tydni. Pasazovani se provadi pravidelné a jeho cilem je pfenést explantat
do nového prostiedi zbaveného rostlinnych exkreti, které explantat naprodukoval a které by
mohly negativné ovlivnit dal$i rust (Hradilik, 2005). Smith (2013) uvadi, Ze kultura mtize
byt pasazovana az Sestkrat. VEtsi pocet pasazovani zvySuje pravdépodobnost vzniku rostlin
s nezadoucimi znaky (vitrifikace).

Stadium 3 — zakofeniovani in vitro a regenerace explantatl. Cilem je indukce
adventivnich kofent a vytvoteni kotfenového systému dostacujiciho k vyziveé noveé vytvorené
celistvé rostliny. Zakofetiovani pryti ve sterilnich podminkéach je pracné, kotfeny takto
vzniklé mohou byt nefunkcni nebo postradaji kofenové vlasky (rhiziny), jsou ¢asto kiehké
a lamavé (Hradilik, 2005). VétSina rostlinnych druhti vyZaduje k indukci zakofenéni auxiny,

jako NAA nebo IBA vV koncentracich v rozmezi 0,1-1 mg/l. Pro eliminovani G¢inka
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cytokininii se muze vyuzit absorpce pomoci aktivniho uhli (Dixon a Gonzales, 2003).
Pro zakofenovani je n¢kdy doporucovano polovicni médium s redukovanym obsahem
makro a mikro elementii. Niz$i koncentrace Zivin v médiu muize predstavovat urcity stres
a iniciovat intenzivni tvorbu adventivnich kotent (Hradilik, 2005).

Stadium 4 - prevod do nesterilnich podminek. Zakotenéné explantaty jsou vyjmuty
z kultiva¢ni nadoby. Je potieba dikladné vymyt agar z kotent rostlin, jelikoz zbytky agaru
mohou byt vybornym substratem pro rdst mikroorganismi (Dixon a Gonzales, 2003).
Rostliny se umisti do substratu, coZ mohou byt riizné umé¢lé ptidy, porézni materialy jako
perlit, vermikulit, smési pisku a raseliny nebo ¢edi¢ova vata (Hradilik, 2005). Jsou p€stovany
pii vysoké vlhkosti vzduchu a ve stinu. Obvykle po dvou tydnech, kdy jsou rostliny ptivyklé
na podminky in vivo, mohou tolerovat vice svétla i nizsi vihkost (Smith, 2013).

V in vitro podminkach se mtizeme setkat s rostlinami, které se zdaji byt kiehké, maji
sklenény vzhled, jsou lesklé a vodou nasaklé. Tento jev ozna¢ujeme jako vitrifikaci (Obr. 1)
a vyznacuje se velkym intercelularnim prostorem, rostliny nemaji vytvoienou dostate¢né
silnou kutikulu, maji snizeny pocet priidduchi, chloroplasty s malymi grany a nedostatek
Skrobovych zrn (Smith, 2013). Vitrifikace mtze byt prekonana pfidanim vyssi koncentrace
agaru, pouzitim rustovych inhibitori nebo spodnim chlazenim kultiva¢nich nadob (Bhatia

akol., 2015).

o
7 //:9/ /9 / 10 ' 1 :

Obr. 1: Vitrifikace u explantatu Foeniculum vulgare, varianta NG
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material
K experimenttim byla pouzita semena Angelica archangelica (and¢lika 1ékaiska) ruznych
genotypu (Tab. 1, Obr. 2 a Obr. 10) a semena Foeniculum vulgare (fenykl obecny), (Tab. 2,
Obr. 2).

Tab. 1: Pouzité genotypy Angelica archangelica

Oznaceni Pivod Sklizen
KH1 Kravi hora, Brno, CR 2010
KH2 Kravi hora, Brno, CR 2009

OSIVA EU neuvedeno*

JIZERKA VURYV, CR 2012

BERN Svycarsko 2013
A.A01 Holice, Olomouc, CR 2015
24/14 Oldenburg, Némecko 2014

*uvedena pouze exspirace 02/2017, dodavatel Semenaonline, s.r.o.

Tab. 2: Pouzité genotypy Foeniculum vulgare

Oznaceni Pivod Sklizen
NG CR neuvedeno*
VURYV 2014 Ruzyné, CR 2014
VURYV 2015 Ruzyné, CR 2015
SEMO CR 2014

*pouze ¢:1-0041-90013-02, jedna se o kultivar Moravsky, dodavatel Nohel Garden a.s.

Obr. 2: Semena Foeniculum vulgare (vlevo), Angelica archangelica (vpravo)
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3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Povrchova sterilizace semen
Pozadovany pocet semen od kazdého genotypu byl nejprve povrchové sterilizovan
nasledujicim zptasobem:
- Vlozeni semen do plastovych injek¢nich stiikac¢ek (objem 20 ml)
- nasati 70% ethanolu (Obr. 11), umisténi injekénich stfikacek na tfepacku (IKA KS basic
130, 240 otacek/min), (Obr. 12)
- odstranéni ethanolu
- nasati 5% chloraminu T na 30 nebo 40 minut, nebo 36% roztoku sava, umisténi injek¢nich
stiikacek na tfepacku (IKA KS basic 130, 240 otacek/min)
- pfeneseni injekénich stiikacek do aseptického prostiedi flowboxu
- odstranéni chloraminu / sava
- oplachnuti konct stiika¢ek 96% ethanolem
- promyvani semen ve sterilni destilované vodé 3x po dobu 1 min.

Pisobent sterilizacnich roztoku se liSilo v zavislosti na pouzité varianté (Tab. 3 a 4).

Tab. 3: Sterilizace semen Foeniculum vulgare

Oznateni 70% ethanol 5% chloramin T Pouziti PPM
(min) (min) (0,1 %)

NG 10 30 _
VURYV 2014 10 30 _

VURYV 2014 10 30 -
VURYV 2014 15 40 )

VURYV 2014 15 40 Ao
VURV 2015 10 30 _
VURYV 2015 10 * ]
SEMO 10 30 ]

*misto 5% chloraminu T byl pouzit 36% roztok sava (30 min)
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Tab. 4: Sterilizace semen Angelica archangelica

Oznaeni 70% ethanol 5% chloramin T
(min) (min)

KH1 10 0
KH2 10 10
OSIVA 10 10
JIZERKA 10 40
JIZERKA 10 30
BERN 10 30
A. A0l 10 30
24/14 10 30

3.2.2 Ozivovani semen
U vybranych semen Angelica archangelica (JIZERKA, OSIVA, KH1, KH2) bylo
provedeno ozivovani semen pomoci dvou roztokd GA;.
Roztok €. 1 byl pfipraven rozpusténim 10 mg GAz v 0,5 ml 96% ethanolu a 50 ml
destilované vody. Roztok ¢. 2 vznikl rozpusténim 5 mg GAz; a 2 g KNO3z v 100 ml
destilované vody. Doba ptisobeni roztoku na semena ¢inila 19 hod v pfipadé roztoku ¢. 1

a 45 min u roztoku ¢&. 2.

3.2.3 Vysev semen
Vysterilizovana semena byla vyseta na médium MS, OK nebo na filtra¢ni papir zvlhéeny
5ml sterilni vody. U varianty VURV 2014 bylo z divodu velkého mnozstvi vnitinich
kontaminaci médium OK doplnéné o Plant Preservative Mixture (PPM, 1 ml na 1 1 média).

Petriho misky (60, 90 mm) byly uzavieny parafilmem a umistény do termostatu (25 °C, tma).

3.2.4 lzolace a kultivace embryi u Angelica archangelica
K izolaci, ktera probihala v laminarnim boxu, byla pouzita pfedem vysterilizovana semena.
Postup izolace embryi:
- semena byla pienesena na podlozni sklicko pod binokularni lupu (OLYMPUS SZ51)
- pomoci preparacni jehly bylo natrhnuto osemeni a embryo bylo vypreparovano (Obr. 13)
- embryo nalepené na jehle bylo pieneseno na médium MS nebo OK do Petriho

misky (60 mm)
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- misky byly uzavieny parafilmem (Obr. 15) a umistény do termostatu (25 °C, tma).

3.25 Kultivace rostlin

Po vykli¢eni semen byly semenacky preneseny z Petriho misek pomoci pinzety na sterilni
filtraéni papir. Nasledné¢ byl odfiznut kofinek a nadzemni Cast byla pienesena
do Erlenmeyerovy barnky obsahujici médium uréené k multiplikaci. Explantaty v bankach
byly umistény do kultiva¢ni mistnosti s dennim rezimem 16/8 h den/noc a teplotou 22+2 °C.

Ke kultivaci bylo pouzito pét riznych variant médii (OK, MS, 1F, IAA a IBA), které
se lisily koncentraci rustovych regulatorti a obsahem sachar6zy (slozeni uvedené v Tab. 5
a 6). Média OK a MS byla pouzita ke kultivaci explantati na Petriho miskach, médium 1F
bylo pouzito k multiplikaci a média IAA a IBA kindukci zakofetiovani. Média byla
piipravena nasledujicim zpisobem: Do 500 ml destilované vody bylo vsypano 7,0 g agaru
(Duchefa Biochemie) a rozvaieno v mikrovinné troubé (cca 5 min). Za stalého michani
na magnetické michacce (Heidolph MR Hei-Standard) bylo ve 400 ml destilované vody
rozpusténo 4,405 g média MS (Duchefa Biochemie, slozeni uvedené v Tab. 18), 20 g
sacharosy (PENTA) do média OK nebo 30 g sacharosy do média MS, 1F, IAA a IBA,
pfipadn¢ byly pfidany rustové regulatory a dalsi latky (viz Tab. 5). Oba objemy byly
smichany a doplnény destilovanou vodou do objemu 1000 ml. pH bylo upraveno na 5,8
pomoci 1M hydroxidu sodného. Pfipravené médium bylo rozlito do Erlenmeyerovych banék

(100 ml) a sterilizovano v autoklavu (teplota 121 °C, ptetlak 100 kPa) po dobu 30 min.

Tab. 5: Slozeni kultiva¢nich médii

Oznaceni Médium MS Sacharéza IBA BAP Kyselina
média (a/l) (gl (mg/l) (mg/l)  askorbova
(mg/l)
MS 4,405 30 - - -
OK 4,405 20 0,01 0,01 20
1F 4,405 30 0,1 1 20
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Tab. 6: Slozeni kultiva¢nich médii k indukci tvorby kotenti

Oznaéeni Médium MS Sacharoza IBA 1AA
média (a/h) (o) (mg/l) (mg/l)
IAA 4,405 30 - 0,1
IBA 4,405 30 0,1 -

3.2.6 Pasazovani
Ve sterilnim prostfedi flowboxu byly pomoci skalpelu a pinzety oddéleny jednotlivé
rostliny, byly odfezany nekrotizované Casti, ptipadn¢ kalus na bazi a rostliny byly pfeneseny

na nové kultiva¢ni médium. Pasazovani probihalo v intervalech 4-5 tydnu.

3.2.7 Pievod do nesterilnich podminek
U explantati, které zakotenily na médiich IAA a IBA doslo k vyménéni alobalového vika
za potravinatskou folii a rostliny byly nadale uchovavany v kultivacni mistnosti s dennim
rezimem 16/8 h den/noc a teplotou 22+2 °C.

Po tydenni kultivaci byly explantaty vyjmuty z kultiva¢nich nddob, z kotinkl byly
opatrné odstranény zbytky média pod tekouci vodou, byly odstranény staré listy, piipadné
doslo ke zkraceni dlouhych kotend. Takto pfipravené rostliny byly pteneseny do perlitu nebo
raSelinovych tablet, tzv. jiff, které byly pied pouzitim namoceny ve vodé¢. Rostliny byly

umistény do minipaienisté (Obr. 9), z davodu lepsi aklimatizace na zménéné podminky.
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4 VYSLEDKY

Jednim z cilt bakalatské prace bylo optimalizovani metody mikropropagace a odvozeni
invitro kultury u rodu Angelica a Foeniculum. Experimenty probihaly na Odd¢leni
tkanovych kultur a rostlinnych biotechnologii Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi od kvétna 2015 do dubna 2016.

4.1 Povrchova sterilizace
Experimenty byly provadény ve 3 opakovénich. Vyskyt kontaminaci (%) je primérem
zjisténych hodnot ze vSech opakovéani. Pro zvySeni ucinku sterilizace byla semena
Vv injek¢nich stiikackach (Obr. 11) umisténa na tfepacku (IKA KS basic 130, 240

otacek/min), coz mizeme videt na obrazku 12.

4.1.1 Povrchova sterilizace semen u Angelica archangelica
Bylo vysazeno celkem 78 semen (detail semene na Obr. 10), z toho 58 semen na médium
OK a 20 semen na médium MS a 110 embryi (muZeme vidét na Obr. 13) Angelica
archangelica na médium OK. Vyskyt kontaminaci byl hodnocen po 14 dnech od vysazeni.
Vysledky uvedené v Tab. 7.

Tab. 7: Vyskyt kontaminaci u semen Angelica archangelica

Kontaminace

Oznaceni Sterilizace* Médium Pocet semen
(%)
KH1 10-40 OK 5 0,0
KH2 10-40 OK 5 20,0
OSIVA 10-40 OK 5 100,0
JIZERKA 10-40 OK 10 100,0
JIZERKA 10-30 OK 25 60,0
BERN 10-30 OK 5 0,0
BERN 10-30 MS 10 0,0
24/14 10-30 OK 5 100,0
24/14 10-30 MS 10 60,0

*sterilizace v min: 70% ethanol — 5% chloramin T
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Primérné ¢inila kontaminace semen u rodu Angelica archangelica 53,9 %. Nejmén¢
kontaminaci se projevilo u varianty BERN (0,0 %) a to na médiu MS i na médiu OK.
Bez kontaminaci se jevila také varianta KH1. Uspokojivé vysledky vykazovala i varianta
KH2 (kontaminace 20,0 %). Naopak vSechny explantity kontaminovaly u varianty OSIVA,
24/14 (médium OK) a JIZERKA (ptsobeni 5% chloraminu T na 40 min). Pfi porovnani
délky pusobeni sterilizacnich roztokd u varianty JIZERKA bylo zaznamendno méné
kontaminaci u krat§i doby ptisobeni 5% chloraminu T (30 min).

Vyskyt kontaminaci u embryi byl podstatné nizsi. Kontaminovaly pouze dva embrya

a prumérné kontaminace byla 1,8 %.

4.1.2 Povrchova sterilizace semen u Foeniculum vulgare
Celkem bylo vysazeno 1228 semen Foeniculum vulgare, 828 semen na médium OK
a 400 semen na filtracni papir. K experimentim byla pouzita semena rizného puvodu
aruzna délka pusobeni dezinfek¢nich c¢inidel (Tab. 3). Byl testovan i vliv pouZzitého
materidlu pro vysev semen. V prvnim piipad¢ byla semena vysazena na médium OK
(Tab. 8), v druhém piipadé na zvlhéeny filtracni papir (Tab. 9). Hodnoceni probihalo po 12

dnech od vysazeni.

Tab. 8: Vliv pouzité sterilizace na vyskyt kontaminaci u semen vysazenych na médium OK

Kontaminace

Oznaceni Sterilizace*  0,1% PPM Pocet semen
(%)
NG 10-30 - 108 16,7
VURYV 2014 10-30 - 160 26,3
VURYV 2014 10-30 + 100 2,0
VURYV 2014 15-40 - 100 33,0
VURYV 2014 15-40 + 100 4,0
VURYV 2015 10-30 - 60 51,7
VURYV 2015 10 — 30** - 50 70,0
SEMO 10-30 - 150 0,7

*sterilizace v min: 70% ethanol — 5% chloramin T

**sterilizace v min: 70% ethanol — 36% savo
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Dle vysledkii uvedenych v tabulce €. 8 je patrné, ze nejméné kontaminaci (0,7 %)
bylo zaznamenano u varianty SEMO. Sterilizace 70% ethanolem po dobu 30 min
a 5% chloraminem T po dobu 30 minut byla dostacujici a proto nebyly jiné zplisoby
sterilizace v tomto piipadé testovany.

U varianty VURV 2015 se sterilizace 70% ethanolem po dobu 10 min
a 5% chloraminem T po dobu 30 min jevila jako nei¢inna, kontaminace semen byla 51,7 %.
Byl navrzen novy typ sterilizace, pisobeni 70% ethanolu (10 min) a 36% roztoku sava
(30 min), avsak kontaminace byly jesté vyssi (70,0 %). Nejvice kontaminaci ze vSech

testovanych variant se vyskytovalo u VURV 2015 (Obr. 3), bylo tedy rozhodnuto, dale

S témito semeny nepracovat.

Obr. 3: Vnitini kontaminace, semena Foeniculum vulgare VURV 2015, médium OK, foceno

po 14 dnech od vysazeni

V ptipadé¢ varianty VURYV 2014 byly testovany ¢tyfi moZnosti povrchové sterilizace.
Bylo zjisténo, ze pridani 0,1% PPM do kultivaéniho média vyrazné snizuje vyskyt
kontaminaci. U sterilizace 70% ethanolem (10 min) a 5% chloraminem T (30 min)
s pouzitim 0,1% PPM klesla kontaminace o 24,3 % oproti stejné¢ dob& pisobeni
steriliza¢nich roztok, ale bez PPM. Pfi pouziti 70% ethanolu na 15 min a 5% chloraminu T
na 40 min spolu s 0,1% PPM byla kontaminace nizsi 0 29,0 % (opét oproti pouziti bez PPM).
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U varianty NG byla kontaminace 16,7 % pii sterilizaci 70% ethanolem (10 min)

a 5% chloraminem T (30 min). Jiny typ sterilizace nebyl testovan.

Tab. 9: Vliv pouzité sterilizace na vyskyt kontaminaci u semen vysazenych na filtra¢ni papir

Kontaminace

Oznaceni Sterilizace* Pocet semen
(%)
NG 10 -30 50 6,0
VURYV 2014 10-30 100 14,0
VURYV 2014 15-40 100 13,0
SEMO 10 -30 150 2,0

*sterilizace v min: 70% ethanol — 5% chloramin T

Nejmén¢ kontaminaci bylo opét zaznamendno u varianty SEMO (2,0 %). Semena
VURYV 2015 byla v Gvodnich experimentech vytazena pro vysoké procento kontaminaci

na médiu OK a na filtracni papir nebyla jiz vysazena.

4.2 Klicivost
Experimenty byly provadény ve 3 opakovanich. Zjisténa klicivost (%) je primérem

ziskanych hodnot ze vSech opakovani.

4.2.1 Kili¢ivost semen a embryi u Angelica archangelica

Po 14 dnech od vysazeni probéhlo hodnoceni kli¢ivosti. Ze 78 vysazenych semen klicilo
pouze jediné semeno z varianty BERN (Obr. 14), vysazené na médium MS a bez ovlivnéni
roztokem GAs. Semena, ktera byla ovlivnéna GAgs, neklicila. Celkova kli¢ivost byla tedy
1,3 %.

U izolovanych embryi nebylo zaznamenano jejich prorustani v rostliny (Obr. 15).
Pozitivni vysledek nemélo ani ovlivnéni roztokem GAs.

Semena a embrya byla nadale ponechdna v termostatu (25 °C, tma) po dobu tii
meésicl a byla kontrolovana v dvoutydennich intervalech, ale nebyl zaznamenan Zadny

narist klicivosti semen a nebylo pozorovéano proristani embryi.
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4.2.2 Kii¢ivost semen u Foeniculum vulgare

Tab. 10: Klicivost semen vysazenych na médium OK

Oznaceni  Sterilizace* 0,1% PPM Pocet semen Klicivost
(%)
NG 10-30 - 108 48,2
VURYV 2014 10-30 - 160 28,1
VURYV 2014 10-30 + 100 51,0
VURYV 2014 15-40 - 100 38,0
VURYV 2014 15-40 + 100 59,0
VURYV 2015 10-30 - 60 18,3
VURYV 2015 10 — 30** - 50 14,0
SEMO 10-30 - 150 52,7

*sterilizace v min: 70% ethanol — 5% chloramin T

**sterilizace v min: 70% ethanol — 36% savo

Nejveétsi klicivost - 59,0 % - byla zaznamenana u varianty VURV 2014 se sterilizaci
70% ethanol (15 min), 5% chloramin T (40 min) a 0,1% PPM v médiu. Kli¢ivost nad 50 %
byla také u varianty VURV 2014 (70% ethanol - 10 min, 5% chloramin T - 40 min, 0,1%
PPM) au varianty SEMO. Piijatelné vysledky byly zaznamenany také u varianty NG -
48,2 % (Obr. 16). Naopak nejmensi kli¢ivost byla detekovana u VURV 2015 (14,0 a 18,3
%), (Tab. 10).

U semen, ktera vykazovala vysoké procento kontaminaci (Tab. 8), byla zjisténa nizka
klicivost a naopak. Muzeme tedy usoudit, Ze kli¢ivost souvisi s vyskytem wvnitinich

kontaminaci rostlinného materialu.

Tab. 11: Kli¢ivost semen vysazenych na filtraéni papir

- Klicivost
Oznaceni Sterilizace* Pocet vysazenych semen
(%)
NG 10-30 50 56,0
VURV 2014 10-30 100 53,0
VURV 2014 15-40 100 63,0
SEMO 10-30 150 75,3

*sterilizace v min: 70% ethanol — 5% chloramin T
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Procento klic¢ivosti bylo vys$si u semen vysazenych na filtrani papir nez u semen
vysazenych na OK médium. U vSech variant byla zjiSténa kli¢ivost semen na filtracnim
papiie nad 50,0 % (Tab. 11). Nejvyssi kli¢ivost byla zaznamenana u varianty SEMO (75,3
%). Pfi srovnani vlivu doby puisobeni steriliza¢nich roztokid na kli¢ivost u varianty VURV

2014 byly zaznamenany lepsi vysledky u semen s delsi dobou sterilizace a to 0 10,0 %.

4.3 Multiplikace u Foeniculum vulgare
Pro multiplikaci bylo pouzito médium 1F (sloZeni uvedené v tabulce 5). Bylo hodnoceno
zmnozeni explantatii na tomto médiu. Béhem pasdzovani byla zaznamenana piitomnost
nekrotizaci a vnitinich kontaminaci, které se projevily po odfiznuti bazalni ¢asti explantatu

a preneseni explantatu na nové médium. Tyto ztraty jsou zaznamenany V tabulce 12.

Tab. 12: Ztraty explantat zpisobené vlivem kontaminace a nekrotizace béhem multiplikace

Oznaceni Pocet explantati* Kontaminace* Nekrotizace*
NG 29 12 -
VURYV 2014 23 21 -
VURYV 2014 0,1% PPM 13 6 -
SEMO 76 42 3

*hodnoty uvedené v kusech

U varianty VURV 2014 jsme se od zacatku experimentl potykali s vnitinimi
kontaminacemi, které se projevily i po pfepasdzovani explantati na médium 1F. V ptipadé
piidani 0,1% PPM do kultiva¢niho média byly ztraty vlivem kontaminace podstatné mensi.

Celkovée 76 explantati vysazenych na médium 1F u varianty SEMO je dano souctem
explantatl vykli¢enych na filtraénim papife a na médiu OK. V ptipadé pouziti filtraéniho
papiru bylo do Erlenmayerovych banék pieneseno 40 explantatt, z toho u 34 kusi (85,0 %)
se projevily vnitini kontaminace a nekrozy nebyly zaznamenany. U explantat kotenicich
na médium OK bylo béhem pasdzovani detekovano méné ztrat vlivem kontaminaci (pouze
8 kusi - 22,2 %) a u tii kust (8,3 %) byly pozorovany nekrozy.

Explantaty byly pasaZzovany ve 4-5 tydennich intervalech vZdy na Cerstvé médium
1F. U varianty VURV 2014 a NG probéhly 3 pasaze, u varianty SEMO a VURV 2014 0,1%
PPM 2 pasaze. Zmnozeni rostlin bylo zaznamenano az po druhé pasazi. Koeficient zmnozeni

byl pro lepsi srovnani u vsech variant piepoc¢itan na 8 tydnda.
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Tab. 13: ZmnoZeni explantati po 8 tydnech na médiu 1F

Oznaceni ZmnozZeni
NG 10,5
VURYV 2014 11,0
VURYV 2014 0,1% PPM 34
SEMO 4.4

Pouzité médium 1F se jevilo pro multiplikaci jako optimalni. Zmnozeni u varianty
NG a VURYV 2014 bylo srovnatelné. Varianta SEMO a VURV 2014 s 0,1% PPM v médiu
vykazovala mensi koeficient zmnozeni. U péti (6,6 %) rostlin z varianty SEMO bylo

zaznamenano kotfenéni. U vice nez 50,0 % explantati byl pozorovan vznik kalusu na bazi.

4.4 ZaKkorenovani in vitro u Foeniculum vulgare
Po vyhodnoceni multiplikace byly explantaty pfeneseny na médium urcené k zakotenovani.
Byly vybrany dva typy médii: IAA a IBA, liSici se pfitomnosti jiného riistového regulatoru,
konkrétné auxinu (pfesné koncentrace uvedeny v tabulce 6). VIiv obou médii na tvorbu

kotent (Obr. 4) byl hodnocen po 4 tydnech kultivace, vysledky uvedené v Tab. 14.

Obr. 4: Kofenici rostlinky Foeniculum vulgare, varianta NG, vlevo na médiu IAA, vpravo

na médiu IBA, foceno po 4 tydnech kultivace

34



Tab. 14: Tvorba kofenti u explantatd Foeniculum vulgare na médiu IAA a IBA

1AA IBA
Oznacdeni
(%) (%)
NG 65,9 83,3
VURYV 2014 100,0 100,0
SEMO 78,3 100,0

Celkovée kotenilo 72,9 % explantati na médiu IAA a 90,1 % explantati na médiu
IBA. Bylo zjisténo, ze médium IBA je vhodngjsi pro indukci zakofeniovani u Foeniculum
vulgare, nez médium IAA.

Rostliny byly bez nekroz (Obr. 17), objevovaly se vSak vitrifikace (Obr. 1). Byly také
zaznamenany vnitini kontaminace, které se projevily po odiezani bazalni Casti rostliny
a jejim preneseni na zakofenovaci médium. Ztraty v disledku vnitinich kontaminaci jsou
uvedeny Vv tabulce 15. U varianty NG se vnitini kontaminace projevily u 6 explantatl
z celkové 41 vysazenych na médium [AA a 9 explantath ze 42 vysazenych na médium IBA.
U varianty SEMO byly zaznamenany kontaminace u 2 explantati na médiu IAA a 6
explantati na médiu IBA (na ob¢é média vysazeno po 23 rostlinach). U varianty VURV 2014
se kontaminace béhem kultivace na zakofenovacich médiich neprojevily. Rostliny tvofily

bohaty kotfenovy systém, ale tyto kofeny se malo vétvily (Obr. 18 a 19).

Tab. 15: Ztraty explantati vlivem vnitfnich kontaminaci na médiu IAA a IBA

1AA IBA

Oznacdeni
(%) (%)
NG 14,6 21,4
SEMO 8,7 26,1

4.5 Pievod do nesterilnich podminek u Foeniculum vulgare
Po dvou tydnech, kdy byly rostliny péstovany v minipafenisti, byla hodnocena spéSnost
pievodu do nesterilnich podminek.
Do perlitu bylo vysazeno celkem 32 rostlin, do raselinovych tablet 30 rostlin.
Celkova uspésnost pievodu do nesterilnich podminek byla 66,1 %. V perlitu se uchytilo

81,3 % rostlin, v raselinovych tabletach pak 50,0 %. Pii hodnoceni byly rozliSeny také
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jednotlivé varianty a médium k indukci kofenéni, na kterém byly rostliny kultivovany

(Tab. 16 a Tab. 17).

Tab. 16: Uspé&snost prevodu rostlin do perlitu

Pocet vysazenych rostlin Uspé&$nost

Oznaceni Médium
/ pocet uchycenych rostlin (%)
NG IAA 8/5 62,5
NG IBA 817 87,5
SEMO IAA 8/6 75,0
SEMO IBA 8/8 100,0
Celkem 32/26 81,3

Tab. 17: Uspé&snost pievodu rostlin do raselinovych tablet

Pocet vysazenych rostlin Uspé&nost

Oznaceni Médium
/ pocet uchycenych rostlin (%)
NG IAA 8/3 37,5
NG IBA 8/3 37,5
SEMO IAA 714 57,1
SEMO IBA 715 71,4
Celkem 30/15 50,0

Z vysledku je zitejmé, Ze perlit (Obr. 6) se jevil jako vhodn&jsi substrat oproti
raSelinovym tabletam (Obr. 8). Muzeme tedy usoudit, ze Foeniculum vulgare preferuje
substrat, ktery obsahuje méné zivin. Také byly zaznamenany rozdily mezi rostlinami, podle
toho, na jakém kotfenicim médiu byly kultivovany. U rostlin, které kofenily na médiu IBA,
byla zjisténa vySsi uspeSnost pienosu, nez u rostlin kofenicich na médiu IAA.

Rostliny byly po pfesazeni do nového substratu povadlé, jak muzeme vidét
na obrazku 5 a 7. Umisténi do minipatenisté (Obr. 9) se ukazalo jako efektivni, uchycené
rostliny se postupné rozristaly a nevykazovaly znamky vitrifikace (Obr. 6 a 8). Rostliny,
které odumiely, byly zasaZené plisnémi a byla pozorovana hniloba kotenti, coz mohlo byt

dano také nedostatenym vymytim agaru z kotinki rostlin.
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Obr. 5: Rostliny Foeniculum vulgare, varianta SEMO a NG, ptfenesené do perlitu, foceno

Vv den pienosu do nesterilnich podminek

Obr. 6: Rostliny Foeniculum vulgare v perlitu, varianta SEMO a NG, foceno 14 dni

od prevodu do nesterilnich podminek
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Obr. 8: Rostliny Foeniculum vulgare v raselinovych tabletach, foceno 14 dni od pievodu

do nesterilnich podminek

38



Obr. 9: Rostliny Foeniculum vulgare umisténé do minipafenisté, foceno v den pfenosu

do nesterilnich podminek
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5 DISKUZE

5.1 Povrchova sterilizace

Velmi dilezitym krokem pro zalozeni in vitro kultury je sterilizace rostlinného materialu.
Eeva a kol. (2003) pouzili k povrchové sterilizaci semen Angelica archangelica 0,01%
roztok chloridu rtutnatého s dobou pasobeni 15 min. Nasledovalo promyti ve sterilni vodé
3krat po dobu péti minut. Pandey a kol. (2011) pouzili stejnojmenny roztok, avsak o vyssi
koncentraci (0,1%) a s kratsi dobou pusobeni (5 min). Také Butola a kol. (2014) pracovali
s roztokem chloridu rtutnatého (0,04%, doba pusobeni 1 min). Mongkolchaipak
a Suchantaboot (2010) sterilizovali rhizomalni pupeny pomoci orthocidu (Izice a pul)
ve 100 ml sterilni vody po dobu 30 minut, nasledné¢ promyvanim 5% nebo 10% roztokem
Clorox s ptidanim 1-2 kapek Tween 20 po dobu 5 nebo 10 minut a 2-3krat promytim
ve sterilni vode¢.

Saxena a kol. (2012) pouzili chlorid rtutnaty (0,1%, 4 min) ke sterilizaci semen
Foeniculum vulgare. Pupeny Foeniculum vulgare sterilizovali Manoir a kol. (1985) pomoci
7% roztoku chlornanu vapenatého s dobou ptsobeni 15 min. Jako steriliza¢ni roztok je
mozné pouzit i 5% chlornan sodny na 8 min (Torabi a kol., 2014).

V nasem ptipad¢ jsme se chtéli vyhnout pouziti chloridu rtutnatého, jelikoz se jedna
0 prudky jed, ktery se muze vstiebavat i kiizi. Z tohoto divodu jsme zvolili snadno dostupny
70% ethanol, ktery pouzili ke sterilizaci semen také Torabi a kol. (2014) a Abd-Allah a kol.
(2015) a 5% roztok chloraminu T.

Z vysledkl je zifeyjmé, ze mnoZstvi vnitinich kontaminaci se liSilo V zavislosti
na pouziti jednotlivych variant semen u Angelica archangelica i Foeniculum vulgare.
Hradilik (2005) uvadi, Ze mikrobidlni kontaminace se 1i§i v riznych obdobich roku
I na riznych stanovistich, také zalezi na podminkach skladovani. Pfepokladame, ze u semen,
které nebyly uchovavany v optiméalnich podminkach (napt. vlhko) je procento vnitinich
kontaminaci vétSi a je potifeba zvolit jiny typ povrchové sterilizace, k co nejucinngjsi
eliminaci vnitfnich kontaminaci.

Abd-Allah a kol. (2015) pouzili ke sterilizaci semen Foeniculum vulgare 70%
ethanol na 1, 2, 3 a 4 min a komeréné¢ dostupny 5% roztok Clorox (chlornan sodny) na 10,
15, 20, 25 a 30 min. Sterilizace ethanolem na 3 min a 5% roztokem Clorox po dobu 25 min

se jevila jako vysoce ucinna, klicilo 100 % semen a nebyly zaznamenany zadné
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kontaminace. Tato varianta sterilizace je dal$i moznosti, jak muzeme ziskat kulturu
bez vnitinich kontaminaci.

V porovnani se semeny Foeniculum vulgare vysazenymi na médium OK,
vykazovala semena vysazend na filtratni papir méné kontaminaci, coz mohlo byt
Dal8i moznosti, kterou bychom méli vzit v Givahu je fakt, ze kontaminace na médium OK
jsou Iépe viditelné, nez na filtraCnim papire.

Kraj a Dolnicki (2003) uvadi, Ze ptidani PPM piimo do kultiva¢niho média je velmi
ucinné pro ziskani vétsitho poctu sterilnich kultur, coz se potvrdilo i v naSem piipadé.
Piidanim PPM (1 ml na 1 I média) do média OK u semen Foeniculum vulgare varianty
VURYV 2014 klesl vyskyt vnitinich kontaminaci v praméru 0 26,7 %. Rihan a kol. (2012)
také prokazali u¢inek PPM na snizovéani kontaminaci u kvétaku, zjistili vSak, Ze se zvySujici
se pouzitou koncentraci PPM klesd pocet vyvinutych explantatd. Jako optimalni uvadeéji
koncentraci PPM 0,25 ml/l. V rozporu s timto tvrzenim je Kraj a Dolnicki (2003), ktefi
uvadéji, ze PPM nema negativni vliv na rist a vyvoj Fagus sylvatica L. (buk lesni). V nasem
ptipadé koncentrace PPM 1 ml/l neméla negativni vliv na snizeni kli¢eni semen, naopak
jsme zaznamenali zvySeni kli¢eni oproti explantatim, které nebyly kultivovany na médiu
doplnéném o PPM. Miizeme tedy usuzovat, ze stanoveni optimalni koncentrace PPM

bez ovlivnéni schopnosti rustu explantatt je zavislé pfedevs§im na druhu rostliny.

5.2 Klicivost

U semen rodu Angelica je zaznamenana nizka kli¢ivost, ktera miize byt zptisobena dormanci
(Butola a Samant, 2006). U Angelica archangelica je kli¢ivost uvadéna okolo 20 % (Ojala,
1985), avsak v naSem piipadé jsme zaznamenali kli¢ivost pouze 1,3 %. Dle Eeva a kol.
(2003) semena ulozena pii teplot¢ 5 °C ztraceji kli¢ivost po 40 mésicich a semena
skladovana pfi pokojové teploté dokonce po jednom roce, proto jsme zvolili metodu
skladovani semen v lednici (4 °C). Nevime bohuzel, v jakych podminkach byla semena
uchovavana ptedtim, cozZ je jednim z podstatnych faktorii. Vyznamnou roli hraje také stafi
semen (Butola a Samant, 2006), které se v ptipadé jednotlivych variant pouzitych v nasich
experimentech znac¢né liSilo (Tab. 1 — rok sklizng).

K pteruSeni dormance u semen rodu Angelica se hojné vyuziva chemického oSetieni
pred vysevem naprtiklad dusi¢énanem draselnym (KNO3), kyselinou giberelovou (GA3) nebo
chlore¢nanem sodnym (NaHCIO3z) (Butola a Samant, 2006; Butola a Badola, 2004).
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V nasem piipadé¢ GAsz neméla vliv na klicivost semen Angelica archangelica. Butola
a Badola (2004) uvadi, ze zejména KNO3z v koncentraci 150 mM nebo NaHCIO3z po dobu 30
min vyrazné stimuluji kli¢eni osiva a snizuji také stiedni dobu kli¢eni. Pro naSe dalsi
experimenty by bylo mozné uvazovat o nahrazeni GA3z jinym ¢inidlem, napiiklad tedy KNO3
nebo NaHCIOs k oziveni semen. S nizkou kli¢ivosti se potykali i Pandey a kol. (2011)
u semen Angelica glauca vysazenych na MS médium. Uvadéji, ze stratifikace pfi teploté
4 °C po dobu 14 dni je dostatecna k prolomeni této dormance.

Je zifejmé, ze podminky prostiedi - voda, teplota, osvétleni, mnozstvi kysliku - maji
do zna¢né miry také vliv na kli¢eni. Vysledky studie, kterou provedl Butola a Samant (2006)
ukazuji, Ze zejména osvétleni hraje u kliceni rostlin rodu Angelica velkou roli. Chemické
oSetfeni bylo mén¢ ucinné u semen, které byly kultivovany ve tmé (24 hod), nez u semen
kultivovanych ve svételnych podminkach (24 hod, 600 Lux). Semena a embrya Angelica
archangelica v naSem experimentu byla kultivovana v termostatu (25 °C, tma). Pro vétsi
ucinek chemického oSetfeni pomoci GAsz by tedy bylo vhodné semena kultivovat
pti svételnych podminkach.

Pandey a kol. (2011) kultivovali semena A. glauca na Petriho miskach obsahujicich
filtra¢ni papir, coz se jevi jako dalsi moznost v piipadnych budoucich experimentech se
semeny A. archangelica.

Semena Foeniculum vulgare vykazovala dobré prorustani v rostliny. VéEtsi klicivost
byla zaznamenana na filtraénim papifte, ktery pouzili ke kliceni i Saxena a kol. (2012), nez
na médiu OK (IBA 0,01 mg/l, BAP 0,01 mg/l, kys. askorbova 20 mg/1), coz mtze byt dano

zejmeéna vysS$i vlhkosti na filtraCnim papifte.

5.3 Multiplikace u Foeniculum vulgare

Jednim z ukazatelli isp&Snosti mikropropagace je koeficient zmnoZeni, tj. po€et novych
rostlin na jeden pivodni zaloZeny explantat. Na médiu 1F (MS; IBA 0,1 mg/l; BAP 1 mg/l;
kys. askorbova 20 mg/l) jsme zaznamenali uspokojivé vysledky, koeficient zmnozeni se
vsak lisil v zavislosti na pouzité varianté, coz muze byt dano rozdily mezi jednotlivymi
genotypy, které potvrzuji Anzidei a kol. (2000) pti somatické embryogenezi. Také Torabi
akol. (2014) uvadgji, ze rozdily mezi genotypy jsou pficinou odlisnych reakci rostlin
Vv kultivaénim médiu.

Hunault a Manoir (1992) doporucuji umistit explantaty na médium obohacené o 0,1
mg/l IAA a 0,1 mg/l BAP a pasazovat explantaty kazdy mésic. Manoir a kol. (1985)
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srovnavali vliv auxint (IAA, IBA a NAA - 0,1 mg/l) v kultivacnim médiu spolu s 0,1 nebo
0,05 mg/l BAP na miru zmnozeni. Nejvétsiho zmnoZeni (5 novych rostlin na ptivodni
explantat za 4 tydny) bylo zaznamenano na médiu obohaceném o 0,1 mg/l IBA a 0,05 mg/1
BAP. Velmi podobnych vysledk bylo dosaZeno v naSich experimentech s variantou NG
aVURV 2014 (zmnozeni 10,5 a 11 / 8 tydnd). Kombinace auxini (zejména IBA)
a cytokinini (BAP) se jevi jako nejvhodnéjsi pro tspéSnou multiplikaci u Foeniculum
vulgare.

U explantati jsme se béhem pasazovani potykali s vnitinimi kontaminacemi,
do budoucna by bylo mozné uvazovat o piidani antibiotik do média. Hradilik (2005) uvadi
napiiklad vankomycin, rifampicin, kanamycin nebo chloramfenikol. Pouziti antibiotik vSak
neni bez rizika, jelikoZ tyto latky mohou byt pro rostlinné buiiky toxické. Dal§i moZznosti je
pridani PPM do kultiva¢niho média.

K zabranéni hnédnuti pletiv bylo pfidano do kultivaéniho média 20 mg/1 kyseliny
askorbové, kterd puisobi jako antioxidant (Hradilik, 2005). Toto ovlivnéni bylo prospésné,
zaznamenali jsme pouze 3 nekrotizace explantatu u varianty SEMO. Také bychom mohli
uvazovat o krat§im intervalu mezi pasazovanim explantati na Cerstvé médium, jak uvadi

Hradilik (2005).

5.4 Zakoienovani u Foeniculum vulgare
K zakotenéni doporucuji Hunault a Manoir (1992) ptenést explantaty na médium bez BAP.
Uvadgji, ze nejlepsich vysledkt 1ze dosahnout, pokud je v médiu ptitomno 0,1 g/ml IAA
nebo 0,1 g/ml IBA.

Manoir a kol. (1985) hodnotili ptisobeni IAA, IBA a NAA k indukci kotenéni.
Nejveétsi mnozstvi kofenicich rostlin (92 %) bylo ziskdno na médiu obsahujicim 0,1 mg/l
IAA. Pouziti IBA nebo NAA v koncentraci 0,1 mg/l se jevilo jako méné tcinné. Dospéli
k zavéru, ze Gispé$nost zakofenovani souvisi s médiem uréenym k multiplikaci. Explantaty,
které byly kultivovany na médiu obsahujicim auxin (IAA / BAP / NAA) o koncentraci 0,1
mg/l a 0,05 mg/l BAP vykazovaly po pfeneseni na kofenici médium vétsi procento kofenéni,
nez explantaty kultivované na médiu s 0,1 mg/l auxinu a 0,1 mg/l BAP.

Informace, které publikoval Manoir a kol. (1985) jsou v rozporu s nasimi vysledky,
kdy bylo zjisténo, ze explantaty 1épe kofeni na médiu obsahujicim 0,1 mg/l IBA (90,1 %),
nez na médiu obsahujicim 0,1 mg/l IAA (72,9 %). MlzZe to byt dano tim, Ze pfi multiplikaci
byla pouzita vyssi koncentrace BAP (1 mg/l) a 0,1 mg/l IBA, kdezto Manoir a kol. (1985)
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kultivovali rostliny na médiu ur¢eném pro multiplikaci obsahujicim 0,1 mg/l 1AA a 0,05
nebo 0,1 mg/l BAP. Tuto myslenku potvrzuji Manoir a kol. (1985) tvrzenim, ze by se mélo

zabranit pouzivani odliSnych auxini v médiu pro multiplikaci a v kofenicim médiu.

5.5 Prevod do nesterilnich podminek u Foeniculum vulgare
K pfevodu rostlin mizeme pouzit rizné typy substratu, napt. perlit, vermikulit, smési pisku
a raseliny, ¢edicovou vatu nebo umélé pidy (Hradilik, 2005).

Hunault a Manoir (1992) pouzili u Foeniculum vulgare malé kvétina¢e naplnéné
smési raseliny, pisku a zeminy v poméru 1:1:1 a rostliny kultivovali uspésné ve skleniku.
Abd-Allah a kol. (2015) naplnili kvétina¢ky substratem, prekryli folii k udrzeni vysoké
vlhkosti a umistili do kultiva¢ni mistnosti pfi teploté 25+1°C a rezimem 16/8 h den/noc.
Rostliny byly vitalni pouze 10 dni, nevykazovaly Zadné znamky rustu a po této dobé za¢inaly
vadnout v disledku nedostate¢né vyvinutého kofenového systému.

V nasem ptipad¢ byl pfenos do nesterilnich podminek uspésny. Bylo zjisténo,
7e perlit je vhodngj§im substratem neZ raSelinové tablety. Usp&Snost pienosu rostlin
do perlitu byla 81,3 %, kdezto u raSelinovych tablet pouze 50,0 %. Pro ziskani vétsiho poctu
rostoucich rostlin miizeme uvazovat o nahrazeni perlitu smési raSeliny a vermikulitu
v poméru 1:1, kterou pouZili pro pfevod Manoir a kol. (1985). Rostliny kultivovali pfi teploté
22/18 °C, fotoperiodé 12/12 hod, relativni vlhkosti 60-100 % a zaznamenali 85 % tspé&snost.

Rostliny, které odumfely, byly zasazené plisnémi a byla pozorovana hniloba kotent,
coz mohlo byt disledkem vétSsiho mnoZstvi vody v minipafenistich nebo nedostate¢nym
vymytim agaru z kofent rostlinek. K eliminaci plisni by bylo moZné aplikovat fungicidy jak

do substratu, tak i na ptesazené rostliny (Hradilik, 2005).
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6  ZAVER
Tato bakalafska prace se zabyva biotechnologickymi metodami u rodu Angelica

a Foeniculum, konkrétné mikropropagaci u Angelica archangelica a Foeniculum vulgare.

e Byla vypracovana literarni reserSe na zadanou problematiku a na zaklad¢ zjisténych
informaci byl navrhnut postup experimentti.

e Optimalni postup pro sterilizaci semen — 70% ethanol na 10 nebo 15 minut a 5%
chloramin T na 30 nebo 40 minut.

e Byl zjistén pozitivni vliv 0,1% PPM vV kultivaénim médiu na sniZeni vnitinich
kontaminaci v pribehu kliceni semen.

e Semena Foeniculum vulgare vysazena na filtraéni papir vykazovala méné
kontaminaci a naopak vétsi kli¢ivost nez semena vysazena na médium OK (MS; IBA
0,01 mg/l; BAP 0,01 mg/l; kys. askorbova 20 mg/1).

e Byla uspéiné odvozena sterilni in vitro kultura u Foeniculum vulgare, ale u Angelica
archangelica se in vitro kulturu nepodafilo odvodit.

¢ GA:zneméla na kli¢ivost semen Angelica archangelica vliv.

e M¢édiu 1F se osvédcilo pro multiplikaci u Foeniculum vulgare (1F - MS; IBA 0,1
mg/l; BAP 1mg/l; kys. askorbova 20 mg/1).

e Pro indukci zakofenovani je vhodn&jsi médium IBA (MS; IBA 0,1 mg/l),
nez médium IAA (MS; IAA 0,1 mg/l).

o Perlit byl vhodng&jsim substratem pro ptevod do nesterilnich podminek nez raselinové

tablety (jiffy) u Foeniculum vulgare
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8 PRILOHY
Piiloha 1: SloZeni MS média

Tab. 18: Slozeni MS média (Murashige a Skoog, 1962)

Makroelementy mg/I
CaCl; 332,02
KH2PO4 170,00
KNO3 1900,00
MgSO4 180,54
NHsNO3 1650,00
Mikroelementy mg/I
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnSO4.H20 16,90
Na:Mo004.2H20 0,25
ZnS04.7H20 8,60
Vitaminy mg/I
Thiamin 0,10
Pyridoxin 0,50
kyselina nikotinova 0,50
Glycin 2,00
myo-inositol 100,00

sacharoza 30g/l, agar 8g/l, pH 5,8
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Ptiloha 2: Obrazové piilohy

Vsechny fotografie, kromé& Obr. 10 a 13, byly pofizeny fotoaparatem SONY Cyber-shot
DSC-W730. Obr. 10 a 13 byly vyfoceny fotoaparatem OLYMPUS SP 350 s pouzitim
adaptéru na binokularni lupu (OLYMPUS SZ51).

Obr. 11: Semena Angelica archangelica sterilizovana pomoci 70% ethanolu
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Obr. 12: Semena Angelica archangelica sterilizovana v 70% ethanolu na tfepacce (IKA KS
basic 130, 240 otacek/min)

Obr. 13: Vypreparované embryo Angelica archangelica, zvétseni 35x
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Obr. 14: Kli¢ici semeno Angelica archangelica, varianta BERN, médium MS, foceno po 14

dnech od vysazeni

Obr. 15: Embrya Angelica archangelica, varianta JIZERKA, médium OK, foceno po 14
dnech kultivace
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Obr. 16: Klic¢ici semena Foeniculum vulgare, varianta NG, médium OK, foceno po 12 dnech

od vysazeni
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Obr. 17: Explantaty Foeniculum vulgare, varianta NG, vlevo na médiu IAA, vpravo

na médiu IBA, foceno po 4 tydenni kultivaci
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Obr. 18: Koteny Foeniculum vulgare, varianta NG, médium IAA, foceno po 4 tydnech
kultivace

Obr. 19: Délka kotentt Foeniculum vulgare, varianta NG, médiu IBA
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