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1. Uvod

1.1 Realny a potencialni vyznam mikropropagace di'evin v lesnictvi

Mikropropagace rostlin zahdjena z ruznych inokul, jako je meristém
vypreparovany z pupene, ¢ast listu, jehlice, ¢ast prytu, zygotické embryo aj., je historii
provéfenym zpusobem mnozeni "in vitro", jimz se zabyvaji stovky komer¢nich
laboratofi. Spoc¢iva v n¢€kolika principialné rozdilnych postupech, volenych podle ucelu
kultury a druhu rostlinného materidlu. Indukce tvorby pletiva podobného kalusu,
poskytujiciho casem somatickd embrya (tzv. somaticka embryogeneze), jindy vytvofeni
suspenze osamostatnénych rostlinnych bunék ve slozitych kultivaénich aparaturach (Ziv
2000; Karkonen 2001), ziskavani protoplasti bez bunécnych stén, vypéstovani individui
z pouhych kvétnich tyCinek, indukce nariistani shluku miniaturnich prytt aniz dochézi k
dediferenciaci vychoziho mikrofizku jako inokula (tzv. orgdnové kultury), vSechny tyto
zpisoby mohou byt zminény jako piiklady téchto principti. Nekdy se inokulum
pochazejici naptiklad z dormantnich pupend starého stromu diky kultivaci in vitro
fyzilogicky omlazuje ¢ili rejuvenilizuje. Zdélo by se, Ze tedy neni jiz problému a staci
pouze odzkouSet zavedené¢ metody, aby byl pro kazdy rostlinny material nalezen
nejspravnéjsi postup mikropropagace (Chalupa 2000 etc.).

Tomuto idealu, jenz jako by vysvital z fady optimistickych referati, se vSak u
dfevin pouze priblizujeme. Blize mu je mikropropagace bylin, jez je obecné snadngjsi.
Nekteré dieviny se pti mikropropagaci chovaji slibné, ale ptesto nepiesly z laboratofi do
lesnické praxe. Problémem je totiz opakovatelnost experimenttl, v nichZ hraji roli tézko
definovatelné faktory a zvlaStnosti, jako geneticka variablilita druhu, riizné fyziologické
stafi explantatl z rozdilnych partii koruny, neznamé autonomni hladiny fytohormonti v
explantatech podléhajici sezénnosti, rozhodné¢ také mira juvenility individua
poskytujiciho explantity apod. Dalsi dieviny lze az dosud mnozit, zfejmé kvili
geneticky dané celkové konstituci, s chabymi vysledky. Zhruba pfitom plati, Ze listnace

predstavuji obvykle o néco mensi problém nezli jehli¢nany.



1.2 Druhy mikropropagace

Pojem mikropropagace se zpravidla vztahuje na tzv. vysSSi rostliny ¢ili
kormofyta, 1 kdyz vlastné¢ stejn¢ se mnozi kultury rostlin stélkatych. Pomoci
mikropropagace mohou byt mnozeny rostliny nejriiznéjSich vyvojovych stupiti jako
jsou kapradiny, rostliny nahosemenné (zejména jehli¢nany a rostliny cykasotvaré) a
rostliny krytosemenné, a sice jak dvojdélozné tak jednodélozné.

Nejvice stromt dilezitych v lesnictvi, at’ jiz v mirné, subtropické nebo tropické
klimazéné, se mnozi organovymi kulturami, kde explantdt davd vzniknout piimo
miniaturnim  stonkim s listy.” Pro organové kultury je (oproti tzv. somatické
embryogenezi) charakteristické, ze se u nich vzadné fazi postupu nevyvolava
dediferenciace pletiv.

Druhym, avSak jiz ne tak Siroce pouzitelnym druhem mikropropagace je
somatickd embryogeneze. Je to tvorba tutvarti s vlastnostmi podobnymi normalnim
(zygotickym) embryim, avSak vznikajicich v kultufe in vitro embryogenniho pletiva
odvozeného z nepohlavnich (somatickych) rostlinnych bunék. Embryogenni pletivo se
ziskava v tzv. kalusovych kulturach.” V nich se pod vlivem exogennich fytohormont
obsazenych v zivném médiu nejprve rozrustd pletivo z nediferencovanych bunék
podobnych hojivému pletivu na poranénich rostlinnych organi (pivodné: kalus =
svalec, zaval). U nékterych druhi dievin spontanné nebo ovlivnéno kultivaénimi
podminkami toto pletivo prodélava proménu v embryogenni pletivo, jeZ méa ponékud
jiné buiiky nez ptedeslé pletivo neebryogenni. V tomto pletivu zainaji vznikat zprvu
nepolarni, pozd¢ji polarni somatickd embrya. Maji velikost zachytitelnou na
makrofotografiich. V této fazi je kriticky bod somatické embryogeneze, nebot’ embrya
¢asto hynou, aniz se podatilo navodit jejich kliceni. Kli¢eni somatickych embryi pfitom
muze probihat in vitro, anebo nékdy je lze i uméle zapouzdiit, napiiklad do
polysacharidu alginatu ziskavaného z tas jako agar. Osemeni a zivné pletivo endosperm,

jez obklopuji normalni embrya rostlin, jsou tak somatickym embryim nahrazeny

"V anglické literatufe je proto vedle "organ culture" ustileno i oznaGeni "shoot culture", voln&

ptelozitelné jako kultura vyhonkd.

"V anglické literatute je kromé "callus culture” ustalen i obecng&jsi termin "tissue culture", pielozitelny

jako kultura pletiva (Kyte et Kleyn 1996).



polysacharidovou vrstvou s zivinami a fytohormony, za vzniku "umélych ¢ili
syntetickych semen" schopnych kli¢it v nesterilnich podminkéch. (Saiprasad 2001).

Od popsané kultury pletiv je odvozena tzv. bunéfna suspenzni kultura,
probihajici v pfistrojich s pohybujicim se tekutym médiem. Tento druh kultury je také v
fidkych pfipadech pouzitelny pro dfeviny, ale pouziva se ke genetickému a
biochemickému badani (Valle et al. 1997; Kirkonen 2001; Baebler et al. 2005).
Nediferencované pletivo, jez nemivé buiiky pfili§ pevné spojené, mize byt mechanicky
rozvolnéno v buiiky schopné samostatného rtustu a déleni. Pisobenim enzymt je také
1ze zbavit celuloznich stén a ziskat protoplasty, ¢ehoz se vyuziva zejména v genovém
inzenyrstvi. Z hlediska praktického cile piedlozené prace nemaji suspenzni kultury
vyznam.

Oba principy mikropropagace, pomoci kultur organovych a kultur
nediferencovanych pletiv, sestdvaji ze Ctyf stadii: stadium explantatu cili inicialni,
stadium zmnozovéani ¢ili multiplikacni, stadium organogeneze (napi. kotfenéni u
organovych kultur, anebo vznik primordii déloh a kofene v pfipadé¢ somatické
embryogeneze) a stadium otuzovani a aklimatizace k existenci mimo laboratot. Posledni
dv¢ stadia se u organovych kultur pii nékterych praktickych postupech ptekryvaji az
splyvaji.

1.3 Cil prace

Vysledky maji ptispét ke znalostem ekologie modelovych difevin, a sice
prozkoumanim jejich ekofyziologickych reakci na zcela umélé prostiedi v kulturach in
vitro. Specidln€ jsou podrobeny zkoumani vztah k teplotim pod bodem mrazu a
moznosti kryoprezervace kultur bez hlubokého zmrazeni, s ohledem na praktické
aspekty mikropropagace. Soucasti prace je modifikovat standardni kultivaéni metody
pro dany modelovy rostlinny material a ucel tohoto vyzkumu. Prace je zaméiena rovnéz
na posouzeni rezistence produktu organovych kultur — mikrotizki — vii¢i podminkdm
mimo sterilni prostfedi. Po zkuSenosti nabyté pii diplomové praci na jefabu

krkonosském (Sorbus sudetica) chci totiz zvlasté propracovat metodiku organovych



kultur pro sice v Cechach cizi, ale lesnicky vyuzitelny a cenny jefab oskerusi (Sorbus
domestica). Tento druh se u nas spontanné rozmnozuje minimalné.

V piipad¢ embryogeneze jsou na ptikladu listnace a jehli¢nanu sledovany limity
této multiplika¢ni metody. Z nasledujiciho piehledu literatury je zietelné, ze u kultur in
vitro existuje obzvlasté¢ pii embryogenezi Casty problém rekalcitrance. Také jim se
zabyvam.

Kromé uvedenych cili ma byt zodpovézena jesté otazka, jen zdanlivé
jednoduchd, zda modelové druhy maji jen jedinou ekologii, anebo nabyvaji v kulturach
in vitro néjakych zcela zvlaStnich vlastnosti oproti pfedvidatelnému ptirozenému
ekologickému chovani. Napftiklad existuji takové problémy, jak je to s projevem vloh
pro bioperiodicitu nebo ekologickou amplitudu k rdznym ekologickym faktoriim, kdyz
svételné, vlhkostni i teplotni mikroklima je umélé a ustdlené a ani substrat nema nic
spolecného s pudnim prostfedim. Experimentatofi nepochybné maji cetné dilci
empirické poznatky k takovym problémim, ale n¢které vlastnosti rostlinného materialu
in vitro berou jako logické a samoziejmé, takze je mnohdy ve svych studiich nijak
zvlasté nepopisuji. Zamerem této dizertacni prace vSak ma byt pokus o souhrn a
ohrani¢eni "ekologie in vitro" oproti ekologii druhu (Cili autekologii), jak je bézné
pojimdna v botanické literatufe. Na ptikladech chci opravnénost nazna¢eného vymezeni

také experimentalné dolozit.

2. Prehled problematiky a literatury

2.1 Vybrané studie SirSiho vyznamu k mikropropagaci

Mikropropagaci v historii a jeji nynéjsi pozici 1 perspektivy v lesnictvi shrnuli
sice popularné védeckym, ale diky tomu jasnym zptisobem Mala a Sima (2004). Jeji
principy podobné¢ vyjadfil Opatrny (2007). Mezi obecnymi prameny jsou k dispozici
klasické, opakovan¢ vydavané ucebnice, kde jsou popsany laboratorni techniky, nejvice
pouzivand zivnd média, a také tam jsou ramcové zminény nékteré zde v uvodu
pfipomenuté problémy (Dodds et Roberts 1995; Kyte et Kleyn 1996). Dale je zde

plejada studii popisujicich kultivaci bylinného materidlu, mezi nimiz je dalsi klasicka
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prace s autorstvim Murashige a Skoog (1962), obsahujici mnohokrat osvédcenou
recepturu nejpouzivanéjSiho Zivného MS-média. Bylo plivodné vyvinuto pro tabak. V
pozdé¢jsi studii (Linsmaier et Skoog 1965) bylo toto médium zjednoduseno. V této
podobé, ac¢ stale pod zkratkou MS-médium, se také zpravidla pouziva. Zminuji se o
tomto detailu jen proto, ze pravé toto médium (1965) ma vyznam i v mé dizertacni
praci. Clanky o laboratornim mnoZeni bylinného materidlu pro komeréni uely,
napiiklad jahodniku, okrasnych rostlin apod., jsou shrnuty ve zminéné dobie dostupné
ucebnici (Kyte et Kleyn 1996). Doplnit 1ze jesté nékteré citace svédc¢ici o rozmnozovani
velmi kuridznich druhti jako je australska endemicka masozrava rostlina Cephalotus
follicularis Labill. (Adams, Koenigsberg et Langhans 1979), jihoafricka evoluéné velmi
izolovana rostlina Freatulina regia (Stephens) Chrtek & Z. Slavikova (Janssens 1986)
anebo ruznych evoluéné archaickych nahosemennych rostlin z celedi Zamiaceae
(Chavez et Litz 2004; Litz, Moon et Chavez Avila 2005). Byla také prozkouména
moznost mikropropagace riiznych atraktivnich mexickych endemickych sukulenti,
kviili ohrozovani jejich populaci sbérateli. Zdatfilo se to somatickou embryogenezi,
pricemz bylo pouzivano pravé MS-média (Rodriguez-Garay et Rubluo 1992; Stuppy et
Nagl 1992; Rodriguez-Garay, Gutiérrez-Mora et Acosta-Duenas 1996).

Médium SH ma stejné Siroké pouziti jako MS-médium (Schenk et Hildebtrandt
1972). Je vhodné i k experimentim s kalusovymi kulturami jedli, jeZ jsou téz
pfedmétem mé dizertacni prace. Je téZ pouzitelné jak pro organové kultury (Purohit,
Singhvi et Nagori 2004), tak pro somatickou embryogenezi (Trigiano et al. 1989). Za
vyznamnou odliSnost SH-média oproti MS-médiu je nutno povazovat téméf osmkrat
niz81 moldrni koncentraci amonnych iontl, pfi€emz v nitrdtové formé dusiku se tato
média nijak podstatné¢ nertizni (obé pfiiblizné¢ 0,02 M KNOs). Na piijem dusiku
prednostné jako kation, nebo anion ma pfitom vliv permeabilita buné¢nych membran,
ovlivitovana aciditou prostfedi. MS-médium se velmi ¢asto pouziva v polovi¢ni iontové
koncentraci. I tak ovSem zlistdva bohatSim na amonné ionty nezli SH-médium. Dalsi
rozdil, spocivajici v navazce inositolu, pravdépodobné nehraje roli. At jiz je predepsano
1000 mg (u SH), nebo 100 mg (u MS), jde o mnozstvi postacujici a nadbytek této
organické substance ziejme nevadi.

V téméf kazdé receptufe zivného média maji zdsadni vyznam fytohormony,

specialné stimulatory ze skupiny auxinu nebo cytokinini, at’ jiz pfirozené nebo
y y s
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syntetické, s riznou stabilitou pii vystaveni vysokym teplotam v autoklavu. Literatury o
nich je velmi mnoho a pochopitelné jim je vénovéna vyznamnd ¢ast relativné nové
knihy "Fyziologie rostlin" (Prochazka et al. 2003). Monografii o fytohormonech
publikoval Moore (1989). Zhruba lze kontatovat, Zze na fyziologické koncentrace
doporucované v recepturach na média reaguje rtizny rostlinny material nestejnou mérou.
Auxiny i cytokininy maji vliv jednak na rast bun€k, jednak na organogenezi. Prvé
ovliviiuji objemovy rist bun¢k a podporuji tvorbu kotend a apikdlni dominanci prytu.
Druhé podporuji bunécné déleni a podporuji zakladani adventivnich pupenti a
zmnozovani pryti. Indukuji také dediferenciaci, za vzniku kalusového pletiva. Zalezi
nejen na absolutnich hladindch téchto fytohormond, ale i na jejich vzajemném poméru.

Pro kultury in vitro maji zvlaStni vyznam dalSi rGstové regulatory, a sice
inhibitory. Z nich velmi pravdépodobné¢ ma vyznam nekontrolované se hromadici
kyselina abscisova (ABA), produkovana u rostlin starnoucimi pryty, a také v disledku
jakéhokoli stresu. ProtoZe je velmi dobie rozpustna ve vodé, u stdrnoucich orgdnovych
kultur se ¢asem muze stavat soucasti média. Pfi somatické embryogenezi, at’ jiz je
endogenni nebo dodand do média ¢ili exogenni, ovliviiuje vyspivani a zivotaschopnost
embryi (Label et Lelu 2000). Mezi bohatou literaturou o tomto vSeobecné velmi
dilezitém fytohormonu podavé snad nejkompletnéjsi informaci o jeho vlastnostech
Walton (1980). Stejné pticiny jako u ABA vedou téz k produkci plynného inhibitoru, a
sice etylénu. Aby véc nebyla jednoduchd, samotnd ABA, cytokininy a auxiny interaguji
pti biosyntéze etylénu. Mnoho podrobnosti o tom uvadi Harrison (1997).

Aplikacemi kultur in vitro resp. mikropropagace specialné¢ v lesnictvi se
zabyvala série referatii z konference na toto téma v New Orleansu (Foster et Diner
1994). Zda se, ze nadgje se v tyto metody jiz dlouho skladaji jak v Cechach (Chalupa
1983, 1986, 1993; Mala et Chalupa 1986, 1987; Mala et al. 1999), tak na Slovensku
(Vookova et Kormut’ak 2003), ale 1 v lesnictvi tropickém (Oluwaseun et Erhynmeyoma
2005). Zduraznuje se vyznam klondlniho mnozeni jedincli s nedostatecnou produkci
semen, piipadné hybridl, ale zejména vybranych geneticky kvalitnich jedinct ve
velkém mnozstvi (Park 2002).

Necekanou dimenzi k vyuziti mikropropagace pfineslo nyni velmi dynamicky se
rozvijejici tropické lesnictvi. Je zaméfeno jednak na problémy zalesfiovani

("reforestation") obrovskych exploatovanych a néasledné¢ opusténych ploch s
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degradovanou pidou a rychle se zaplevelujicich, jednak na intenzivni produkci stromu
poskytujicich primysloveé vyuZzivana a vzacna tropickd dfeva. Mnoho lesnicky cennych
tropickych stromti ma ovSem velkd vodou bohatd semena nesnasejici vysuSeni. Tato
semena maji v prirozenych podminkach velice kratkou kli¢ivost pocitanou na dny,
nekdy dokonce jen na hodiny od odpadnuti. Slouzi stromiim k diseminaci, nikoli k
preckavani neptiznivého rocniho obdobi, nebo dokonce k vytvaieni semenné banky.
Tato semena, nemajici schopnost dormance, nelze ani uméle na del$i dobu prechovavat
pomoci hlubokého zmrazeni. Jejich embrya totiz nejen ze nepteziji k tomu nutnou
piredbéznou desikaci, ale nesndSeji ani teploty pod nulu, ba v nékterych ptipadech
nachladnou jiz pii teplotdch daleko nad nulou. Lze uvést jeden piiklad za vSechny,
vzristné a dfevarsky cenéné stromy z ¢eledi dvouktidlacovitych (Dipterocarpaceae). U
fady druhii z této Celedi je klicivost semen velmi kratkodobd, nékdy dokonce tak, ze
neni proveditelny ani trasport v pfirod¢ sebranych semen do vzdalenych lesnickych
Skolek. Zde, a vzdy kdyz nelze semena uchovavat pomoci zchlazeni nebo zmrazeni
(kryoprezervace), se nabizi jako alternativa pravé mikropropagace. Sterilizaci semen,
vyjmuti embrya a aseptické preneseni do pripravenych kultivacnich ban¢k je mozno
uskutecnit 1 v polni laboratofi, jednoduchymi prosttedky. Juvenilni rostlinny material
takto ziskany je vitdlni a miZe byt pouzit naptiklad k nasledné somatické
embryogenezi. Mikropropagace se ovSem povazuje vzhledem k nutnosti subkultur
(pasazovani) za alternativu s ¢asovym omezenim, ve srovnani se skute¢né dlouhodobou
kryoprezervaci (Theilade et Petri 2003).

V lesnictvi se kultury in vitro vyuzivaji prekvapivé 1 kfeSeni nckterych
problémii ochrany lesa pted hmyzimi Skidci. PfiSlo se na to, Ze kalusové kultury je
mozné pouzivat ke krmeni laboratorné chovanych larev Skodlivého hmyzu. Jestlize je
jiz diky genovému inZenyrstvi mozné vnaset do genomu lesni dieviny péstované in
vitro nové vlohy vedouci k vytvareni sekundarnich metabolitd, nékdy se jimi podafi
nicit Skiidce (Mott, Thomas et Namkoong 1978; Beckwith et Goldfarb 1991). Jde
potom jen o to, aby se dafila produkce somatickych embryi a z nich alespon nepatrného
poctu rezistentnich sazenic. Ty se mohou stat mateCnymi stromy s zadouci vlastnosti
pro dal$i mnozeni generativnim zptisobem (Pseudotsuga, Pinus).

Analogicky vyzkum byl proveden pomoci kultur in vitro pochdzejicich z jilmd,

jez byly infikovany spérami patogenni houby Ophiostoma ulmi. Jen rezistentni kultury
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zaCaly produkovat skopoletin ze skupiny hydroxykumarinii. Tak byl v laboratornich
podminkach nalezen potencialné zajimavy fungicid, brénici kli¢eni spér uvedené houby,
puvodkyné znamé grafiozy (Valle et al. 1997).

Z vybraného S§irsiho okruhu literatury je i pii védomi v uvodu naznacenych
skutecnosti branicich spolehlivé vyuzitelnosti mikropropagace v obecném métitku
jasné, ze dalsi experimentovani ma smysl. Nékdy i experimenty zdanlivé koncici ve
slepé uliCce, jako je dobry rast kalusové kultury, le¢ ojedinéla produkce jedincl ze

somatickych embryi, mohou necekan¢ nalézt vyuziti.

2.2 Mikropropagace listnacia

Jen nékteré druhy dilezité v lesnictvi riiznych kontinenttl, 1ze podle dosavadnich
poznatkd mnozit orgdnovymi kulturami. Explantat, a pozdéji ¢asti oddélované z kultury
jako inokulum pro dalsi kultury, davaji vzniknout svazkiim miniaturnich stonka s listy.
Tyto pryty o délce vétSinou 1,5 az 2 cm, nebo jen o mélo vétsi, predstavuji po odfiznuti
tzv. mikrotizky. Zakotenovani téchto mikrofizk a jejich adaptace na podminky ex vitro
je kritickym momentem, a proto je zpravidla zvlast¢ zkoumana metodika multiplikace
(zmnozovani prytl) a metodika zakotenovani. Kultivace probihé na svétle.
kulturami. Jde o proces znamy jako somatickd embryogeneze, kdy se nejprve docili
dediferenciace explantatu, takZe narGstd v pletivo bez polarity. Mlze byt nazelenalé,
bilé 1 hnédavé, kultivuje se vétSinou v temnu, nékdy i na svétle (Corredoira, Vieitez et
Ballester 2003). Urc¢itymi zménami média Ize vétSinou navodit tvorbu zakulacenych
proembryi (globularni stadium embryi), jez se mohou dale vyvijet v polarni, pfiblizné
torpédovité nebo srdCité Utvary, a nakonec v somatickd embrya se zdklady déloh na
jednom konci a kofene na opacném konci (kotyledonarni stadium embrya). Kritickym
momentem je nasledné osamostatnéni somatickych embryi a jejich konverze
v rostlinky. U mnoha druhii se sice dafi dosti dobfe pocate¢ni faze somatické
embryogeneze, ale konverze v zivotaschopné rostlinky se podafilo dosahnout jen
sporadicky, anebo viibec ne. Somatickd embryogeneze je mnohem vice nez organové

kultury ovlivnéna individualnimi genetickymi rozdily v rdmci variability druhovych
13



populaci anebo rozdilnosti kultivart téhoz druhu. Vétsi, ba rozhodujici mérou jeji
uspéch zavisi na stéii jedince, z néhoz pochazi vychozi explantat. Nejhor§imi darci jsou
pfitom staré stromy (napf. meristém z pupentl), jen u né¢kterych druhti Ize vyjit z embrya
vypreparovaného ze zralého semene, nejlep$im materidlem je embryo z jesté ne plné
vyvinutého semene. Mira vyvinutosti resp. nevyvinutosti se ovSem velmi tézko
stanovuje, coZ zté¢Zuje opakovatelnost postupii. Vhodné obdobi odbéru nezralych semen
v patfiéném stadiu byva kratké, zhruba kolem 2 tydnt, a pfitom tézko ohranicitelné
néjakymi jinymi symptomy nezli experimentalni kultivaci. Vychazi-li se ze zygotického
embrya, pracuje se ovSem nikoliv s genotypem matefského stromu, ale
s heterozygotem. Zejména u Slechténych hybridi jde proto o materidl sice tiebas
otekavanych, nikoli vsak tpln& jistych kvalit. Usili o ovladnuti pravé tohoto
metodického pfistupu, i sjeho zminénymi nevyhodami, prameni podle vseho
z poznatku, Ze by mohl byt, a v nékolika ptipadech skutecné je, velmi efektivni diky
vzniku velkého poctu somatickych embryi z kazdé jednotlivé kultury. Dale je zde fakt,
ze u kalusového pletiva se tu a tam podafilo realizovat genetickou transformaci pomoci
Agrobacterium tumefaciens nebo A. rhizogenes (Gutiérrez-Pesce et al. 1998; Gartland et
al. 2001; Corredoira et al. 2005). Tato zvlastni metoda je zajimavym piinosem pii
Slechténi cennych lesnich dievin (viz kap. 2.1). Komentovany utfidény vybér studii
dilezitych z hlediska vlastni dizerta¢ni prace nasleduje.

Druhy primarniho explantatu jsou u listatych dfevin velmi rozlicné.
Dormantni pupeny vznikajici v uzlabi listd (axilarni pupeny) jsou pouzivany casto,
nebot’ jsou odolné vi¢i chemikdliim pouzivanym k povrchové sterilizaci, jsou
mechanicky odolné a 1ze z nich po sterilizaci oloupat kryci Supiny. Vyhodny je odbér ke
konci dormantni periody, pied vyrasenim (Mala et al. 1999; Tang et al. 2002; Osterc,
Luthar et Stampar 2004; Mauleova, Vitamvas et TuSek 2004; Mala et al. 2005; Matt et
Jehle 2005). U rodu Rhododendron lze pouzivat také pupenti kvétnich, ale vlastnim
explantatem jsou tyCinky. Nové pletivo se potom tvoifi z nitek, nikoli z pylovych
matefskych bun¢k v praSnicich, v nichz je pfed rasenim jiz hotovy pyl. I z tohoto
explatnatu tedy vznika kultura z bun¢k somatickych (Shevade et Preece 1993). Stejny
experiment s Ulmus glabra publikovala Krajnakova (1997).

Mnohdy experimentatofi dali pfed odbérem pupenti pfednost odbéru vyrasenych

vétvicek. Nékdy se odebiraji na jafe pfimo ze stromu (Hammatt et Grant 1997), nékdy
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se ziskavaji pfirychlenim béhem zimy ve skleniku z pfinesenych vétvi, jindy jsou
vhodné vymladky z kofenovych fizkid. Pouzivaji se bud’ vrcholové casti, anebo tzv.
nodalni segmenty majici jednu az dvé uzliny (nody). Listy se odstranuji, protoze
neobstoji pii sterilizaci. Prakticky bylinné, jest¢ nelignifikované stonky se stavaji
vyhodnym, jiz aktivné rostoucim materidlem (Chalupa 1983, 1988; Ndoye, Diallo et
Gassamba/Dia 2003). Nékdy je pouZzito samych vzrostnych vrcholii odebranych ve
velikosti jen nékolika milimetrti z letorostu (Grant et Hammatt 2000; Bhagwat et Lane
2004; Lall, Mandegaran et Roberts 2006).

Listy nebo ¢asti listh maji u nékterych stroma schopnost regenerovat v rostlinky,
ale jen zfidka se stdvaji primarnimi explantity, protoZe jsou snadnéji nez stonky
poskozovany agresivnimi sterilizacnimi ¢inidly. Odebiraji se tedy az ze sterilnich pryti
vzeslych z organovych kultur (Hammatt et Grant 1998; Tang et al. 2002; Conde,
Loureiro et Santos 2004). Jen tuh¢ listy se silnou kutikulou sterilizovat 1ze a segmenty z
nich mohou byt primarnim explantatem (Purohit, Singhvi et Nagori 2004). Vyznam ma
poranéni jejich pletiv, resp. regeneracni procesy v mistech fezil.

Juvenilnim, a proto vhodnym primarnim inokulem jsou i ¢asti semenacku, jako
tezy z déloh nebo hypokotylu (Han et Park, 1999; Singh et Chand 2003). Ani tyto
osamostatnéné Casti nejsou vSak pouzitelné univerzalné, mnohdy nerostou. Z dozralého
semene muze byt vyjmuto embryo nebo jeho ¢ast, coz je téZ vhodny primérni explantat
(David et al. 1992; Vieitez, Ferro et Ballester 1993). Pfipadnd dormance je extirpci
zruSena (Arrillaga, Marzo et Segura 1992).

Specialné pro somatickou embryogenezi (u listnacu 1 jehlicnanil) jsou nejcastéji
pouzivanym vychozim materidlem embrya z nezralych semen. V urCitém kratkém
zhruba dvoutydennim obdobi, které je nutno u kazdého druhu zjistit, jsou po extirpci
vitalni a brzy poskytuji neusporadané pletivo — kalus. Vznikd obvykle na strané
zaveéSovadla (suspenzoru), a proto se nékdy v anglictiné oznacuje ESM (embryonal-
suspensor mass). Vynikajici vlastnosti ESM je juvenilita, coZ se projevi na ptipadech,
kdy se dafi generovat jak ESM, tak kalus z axilarnich pupent letitych stromt. Prvni se
po vsech potiebnych procedurach stava alespon sporadicky zdrojem sazenic, druhy
poskytuje jen somaticka embrya charakteristicka obtiznou konverzi az rekalcitranci
(Corredoira, Vieitez et Ballester 2002, 2003; Biroscikova et al. 2004). PouZiti ne plné

vyvinutych zygotickych embryi pro naslednou somatickou embryogenezi se nejspiSe
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postupné ukaze jako univerzalni, nebot rejstiik takto jiz odzkouSenych druht je
nesmirné riznorody, od rtiznych exotickych listnact po stromy domaci (Garin, Grenier
et Grenier-De March 1997; Han et Park 1999; Bhattacharya et al. 2002; Abdullah et al.
2005).

Vliv véku je u kultur in vitro velky, v tom panuje mezi autory shoda. Vék ma
ovSem dva vyznamy. Pro zivotaschopnost a vyvin rostlinného materidlu je dilezité
jednak stafi darce primarniho explantatu, jednak historie samotné kultury, jejiz celkové
staii se vycisluje bud’ v tydnech, meésicich az rocich, anebo poctem po sobé
nasledujicich kultur ¢ili subkultur. Ptiklady tykajici se chovani jilmu Ulmus glabra, jenz
je jednim z modeli vyuzitych ve vlastni dizertacni préci, jsou obzvlasté pozoruhodné.
Corredoira, Vieitez a Ballester (2003) navodili somatickou embryogenezi, pii niz
pracovali s kulturami pochézejicimi z nedospélych zygotickych embryi. Pfestoze
pouzili tak juvenilni materidl, v zavéru své precizni studie konstatuji (o. c., p. 401): "V
soucasnosti je uziti somatické embryogeneze pro masové rozmnoZovani nebo pro
potteby genetického inzenyrstvi pofad limitovdno nizkym poctem produkovanych
rostlinek." Autofi ve své predeslé studii (Corredoira, Vieitez et Ballester 2002: 642)
zminili, Ze u materidlu pochézejiciho z dospélého jilmu se somatickd embrya nedatilo
ziskat vlbec. Biros¢ikova et al. (2004) konstatovali pro materidl pochézejici z
dormantnich pupenii odebranych ze dvou jedincii ptes 70 let starych, ze pokud u kalusu
vibec doslo k diferenciaci v rostlinku, vitalita byla nedostate¢na a mortalita nakonec
uplna. Pokud vsak Slo o material pochézejici z pupentt mladych stromti do 15 let véku,
dafilo se z jednoho explantatu ziskat az 6 zivotaschopnych jedinct. V piikrém rozporu
jsou vysledky, jez publikovali Maléd et al. (2005). Autofi sice pracovali s prakticky
stejnym médiem jako Corredoira, Vieitez a Ballester (2002, 2003), ale po tom, co
odebrali dormantni pupeny z 80 let starych jilmi a dosdhli "meristemoidd ve formé
kalusti", zacaly vznikat "adventivni vyhony" schopné zakotenéni. Jejich poCet byl v
priméru zhruba 6 na jednu kulturu.

Samotny kalus jilmu je ziejmé schopny rtst po dlouhou dobu, nebot’ Corredoira,
Vieitez a Ballester (2002) jej pfi pasazovani kazdé 4 tydny péstovali jiz ptes 3 roky. K
otazce, zda je kalus u jilmu ¢i jiného listnace schopen dalSim vyvinem dospivat pies
somatickd embrya az k rostlinkdm jes$t¢ po takové dob¢, jsem v literatufe exaktni

stanoveni nenalezla. MoZzna vSak pravé ve zméné vlastnosti kalusu s ¢asem tkvi urcity
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problém. Zde odbocuji k literatute o jehlicnanech, nebot’ tam bylo prokézéano, ze kalus
vznikly pfimo z nedospélého zygotického embrya pozdéji, s dalSimi subkulturami,
ztraci své schopnosti pro somatickou embryogenezi (Roth, Ebert et Schmidt 1997).
Autofi bohuzel v metodice malokdy tuto kvalitu uzitého materidlu zminuji, anebo snad
pokladaji za samoziejmé, Ze mezi primarnim explantatem a experimenty jsoucimi
pfedmétem publikované prace nebylo provadéno pomnozovani materidlu pomoci
subkultur. Tim je otdzka srovnatelnosti vysledkt sumarizovanych v piedeslém odstavci
nejasna.

Geneticka variabilita je v popula¢ni biologii, taxonomii a ve Slechténi lesnich
dfevin bézné uvazovanym jevem. V piipad¢ kultur in vitro, v nichz dfeviny rostou
relativné obtizné, se ale na genetické predispozice rtiznych klond narazilo jako na
bariéru rozhodujici o uspéchu ¢i netaspéchu kultivace. Piikladem mize byt tfeSenn ptaci
(Prunus avium), jez je téz u nas v poslednich letech v ohnisku zajmu (Kobliha et
Janecek 2001a, 2001b; Kobliha 2002; Podrazsky, Remes et Karnet 2002; Podrazsky et
al. 2002). Z anglickych laboratofi vzesel pesimisticky nazor, Ze pokud se tyka specialné
somatick¢ embryogeneze, nedafi se ne snad kvili vyspélosti explantatt, ale kvili
genetické konsituci P. avium (Mandegaran, Roberts et Hammatt 1999). Zhruba v téze
dobé vsadili jini badatelé na metodu organogeneze vychdzejici ze sterilizovanych
vzrostnych vrcholii vétvicek (Grant et Hammatt 2000). V subkulturach z oddélenych
listdh umisténych na médium zndmé jako WPM s uritym obsahem axinu kyseliny
naftalenoctové a thidiazuronu (s aktivitou podobnou jako cytokininy) vznikaly
adventivni pupeny a z nich vyhony. Na zaklad¢ exaktni statistické anylyzy tito autoii
konstatovali, Ze schopnost tvofit vyhony se vyznamné liSila u riiznych genotypi.
Tomuto zavéru se pozdéji dostalo potvrzeni ve studii o vlivu riznych médii na organové
kultury n€kolika $lechténych odrad P. avium, kde se mimo jiné uvadi, ze genotypova
variabilita je pfi vznikani adventivnich pupenii evidentni (Matt et Jehle 2005). Pro jilm
horsky (Ulmus glabra) a jetab oskerusi (Sorbus domestica), modely zvolené také pro
vlastni dizertacni praci, lze v literatufe nalézt stejné zavéry (Biroscikova et al. 2004;
Miko, Gazo et Biroscikova 2004).

Somaticka embryogeneze, anebo orgianova kultura? To je otazka stojici
zpravidla na pocatku kazdého programu vyuzivajiciho mikropropagace lesnich dievin.

Zminila jsem piiklad Prunus avium, kde je genetickd konstituce povazovana za
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piekazku somatické embryogeneze. Organova kultura je pfitom proveditelnd. Také u
jilmu (Ulmus glabra) se rizni autofi snazili o oboji typ kultur (Corredoira, Vieitez et
Ballester 2002; Biros¢ikova et al. 2004). Je-li splnéna podminka juvenility, tvoii se
rostlinky 1 z axialnich pupent a jsou povazovany za vysledek pfimé organogeneze.
Ponévadz moje dosavadni vlastni experimenty s kulturami iniciovanymi taktéz z
pupentt U. glabra prozrazuji silnou vlohu k tvorbé kalusu u tohoto druhu, hledala jsem
podrobnosti specialné k organovym kulturdm. Ukazalo se, jak dulezité je neupinat se pii
dokumentovani jen na kvantitativni strdnku experimentli, ale zaznamenat i ukazatele
kvalitativni. Objektivnim materidlem k tomu jsou fotografie kultur (Biroscikova et al.
2004: fig. 1b, 1c). U "orgénoveé" kultury je na fotografiich v citované studii vidét, Ze
diferencované vyhony vyrasily z kalusu, tedy dediferencovasného pletiva. Nelze mit
tedy za prokdzané, ze byla uskute¢néna organova kultura (pfimy vyvin vyhonu z
adventivniho pupene zalozeného v diferencovaném pletivu) a kalus byl jen
akcesorickym novotvarem. Stejné tak vyvin prytu mohl byt nepfimy, jako vysledek
prehlédnuté, ale probéhlé somatické embryogeneze. Uplné stejnou situaci dokladaji také
fotografie u jiného druhu jilmu, Ulmus procera (Gartland et al. 2001: fig. 1). Vznik
jednoho nebo druhého typu kultury lze ovlivnit volbou druhu priméarniho explantatu
(nezralé zygotické embryo nebo organy stromu), kombinaci a pomérem exogennich
fytohormonit i podminkami pfi kultivaci (Chalupa 2003), ale nelze uplné obejit
konstituci druhu. Vyplyva to pfimo nebo nepiimo z literatury citované v této kapitole.
Naprosto jednozna¢né obrovsky vyznam piirozenych vloh vyjadfil Opatrny (2007),
kdyz konstatoval, ze mnohé rostliny davaji ve zkumavce ptednost nikoli organogenezi,
ale embryogenezi; neumime vyvolat organogenezi u vétSiny jehliént a naproti tomu

nikdo nedokézal navodit tvorbu somatickych embryi napt. u tabaku nebo bramboru.

2.3 Mikropropagace jehli¢nani

Z jehli¢nant je z hlediska lesnického vyznamna jen ¢ast tfidy Pinopsida, nebot’ v
nasSich lesich jsou jako stromy zastoupeny pouze Celedi Pinaceae a Taxaceae (Novak

1961: obr. 30). Celed’ Taxaceae je piitom reprezentovana pouze tisem Servenym (Taxus
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baccata). Klasické fizkovani i generativni rozmnozovani jsou u tohoto druhu metody
efektivni a mikropropagace pro lesnické ucely neni potieba. Potfizuji se vétSinou spise
kalusové kultury nebo z nich odvozené suspenzni bunééné kultury piibuznych
exotickych druht, jejichz ucelem je produkce paclitaxelu neboli taxolu, coz je fytotoxin
s protirakovinnym téinkem (Chee 1996; Gajdosova, Muckova et Sturdik 2003; Baebler
et al. 2005). Mikropropagace jehlicnant Celedi Pinaceae je obtizna, i kdyz piesto v
nejednom piipadé pieSla z pracovist experimentdlnich do laboratofi produkénich.
Ptehled jsem uspotadala po rodech.

Rod Larix.- Modiin opadavy, jeho hybridy a nékteré exotické druhy se mnozi
na rdznych, zivinami spiSe chudSich médiich pomoci somatické embryogeneze
pocinajici od nezralych zygotickych embryi, nebo i z pupent dospélého jedince
(Thompson et Aderkas 1992; Aderkas, Label et Lelu 2000; Bonga 2004). Pro vyvin
somatickych embryi, aby byla schopnd konverze v rostlinky, je nutné pouzit jako
regulator kyselinu abscisovou (Gutmann et al. 1996; Kim et al. 1998; Aderkas et al.
2002). Avsak Chalupa (1993) publikoval sdéleni o orgdnovych kulturach, u nichz na
znamém WPM a jest€¢ jednom méné zndmém QL médiu dochazelo pod vlivem
cytokininu k pfimé organogenezi, pticemz jako inicidlniho inokula bylo pouzito Spicek i
nodalnich segmentli z prytl mladého jedince, déloh semenackil, pupent a jehlic. Tak
vSeobecny uspéch s riznymi explantaty je pozoruhodny proto, Ze organové kultury u
jehlicnant se pokladaji za vyjimecné, nebot’ Pinaceae maji sklon k tvorbé kalusovych
kultur (Opatrny 2007).

Rod Pseudotsuga.- Severoamericka Pseudotsuga menziesii byla spolu s dalSimi
lesnicky vyznamnymi jehlicnany rozmnoZovana organovymi kulturami, kdeZzto
kalusové kultury byly oznaCeny za problémové. Vyslednym produktem byly
mikrofizky, které sice nechtély kotenit in vitro, ale po pfedpiisobeni auxinem zakotenily
ex vitro (Chalupa 1986). Ve stejné dob¢ publikovali Mala a Chalupa (1986) zpravu o
mnozeni douglasky ze zygotickych embryi in vitro, kdy z nich podle mnoZzstvi
fytohormonii a koncentrace MS média vyriistaly pfimo "adventivni pupeny", anebo
kalus. Ten sice stézi, ale ptece jen pozd¢ji také produkoval dcefiné rostlinky. Pokud lze
soudit z fotografie (0. c.: obr. 3, 4), kalus zna¢nych rozméra byl pfitomen. Pokud
rostlinky vznikly diferenciaci z nediferencovaného kalusu, Slo o somatickou

embryogenezi. Pravdépodobné tytéz experimenty byly pfipomenuty jeste¢ v
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samostatném pojedndni o douglasce (Mald et Chalupa 1987). Doplnén byl dilezity
detail, Ze pro zakotenéni mikrofizkl ex vitro byl jako substrat uzit agroperlit. Obvykly
postup somatické embryogeneze, s navozenim faze vyspivani pomoci kyseliny
abscisové, popsali Taber, Zhang a Hu (1998). Pozoruhodnym momentem je, ze bylo
uzito vyhradné tekutych médii, nezpevnénych agarem nebo jinym gelem.

Rod Picea.- Smrk ztepily je jehlicnanem uspésné mnozenym pro lesnické ucely,
daii se jeho masové kultury pomoci somatické embryogeneze. Stejné tak je UspéSna
kultura dalSich druht smrkd. Literatura je proto Cetnd, vybiram jen prace zvlasté
pozoruhodné. Jako prvni chci zminit praci o vyuziti somatické embryogeneze i tehdy,
kdyz u smrku nelze docilit velké produktivity. V kultufe pro somatickou embryogenezi
se uchovava v laboratornich podminkach tada klont, které poskytuji jen rostlinky
v nevelkém poctu, k testovani ex vitro v polnich podminkéch. Diky velké rezistenci
embryogennich kultur je lze dlouhodobé ptechovéavat i bez pasazovani, a sice za
extrémné nizkych teplot metodou tzv. kryoprezervace. Jakmile se néktery klon
v polnich podminkéach osvédci vybornymi vlastnostmi, z uchovavaného embryogenniho
pletiva se muze kdykoli aktivovat dalsi mensi produkce rostlinek. Na piikladu Picea
glauca bylo stanovenim ve velkém, provoznim méfitku zjisténo, Ze pravé takto
vyprodukovani naklonovani jedinci jsou po dobu 5 let diky juvenilité zdrojem vyborné
zakotenujcich klasickych fizkli. Cena sazenic s definovanymi kvalitami je pouze 2x
vy$$i nez u semenackt (Park 2002). U P. abies, P. pungens nebo P. rubens se nemusi
kalusové embryogenni kultury zahajovat z nezralych embryi, kde by bylo tfeba hledat
vhodné obdobi odbéru, ale 1ze pouzit zygotickych embryi ze zralych semen (Harry et
Thorpe 1991; Mo et Arnold 1991; Afele et al. 1992; Minocha et al. 1993;
Ramarosandratana et Staden 2003). Podle ¢lanku o P. omorica se u tohoto druhu zdatilo
zahdjit jak somatickou embryogenezi , tak organogenezi (tvorbu adventicvnich pupent,
a z nich vyhonki), v obou ptipadech z vyhonkii. Zajimavé je, ze v obou piipadech byl
induktorem cytokinin benzylaminopurin (BAP), pfi organogenezi 4,5 uM (tj. 1mg/1), pti
embryogenezi 5x vyssi. Kalus se ovSem tvofil az po dvojim pfenosu, na médium bez
fytohormonii a na médium s auxinem, kyselinou dichlorfenoxyoctovou (4,5 puM).
Vyzrani somatickych embryi probéhlo na médiu s 12 uM kyseliny abscisové. Po

pfenosu opct na médium bez fytohormonti vznikly Zivotaschopné rostlinky s kofinky

cene
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ma vliv glutamin, zdroj dusiku v organické formé, uplatnény jako ptidatny, anebo
alternativni zdroj. Glutamin sice kladné ovliviioval mnozstvi vznikajicich somatickych
embryi, ale byl prakticky bez vlivu na dalsi jejich vyvin v rostlinky (Khlifi et Tremblay
1995). Na embryogenezi u sedmi porovnavanych klonii se spise projevovaly genetické
rozdily. (Pouziti glutaminu ma nevyhodu v jeho nestabilit¢ pii autokldvovani.) Velmi
zajimavy je poznatek dal$ich autoril, Ze pro vznik somatickych embryi Picea abies je
ptiznivy ptfenos z inicialni kultury na zpevnéném médiu do média tekutého. Vyspivani
embryi téz probihalo v tekutém prostfedi, pod vlivem piidanych 16 uM kyseliny
abscisové a 7,5% polyetylenglykolu. Jestlize vyspéla somatickd embrya byla na 3
tydny vystavena postupnému vysychani v prostiedi s relativni vzdusnou vlhkosti asi
30%, vyvijela se morfologicky 1épe nezli embrya nevysusend (Gorbatenko et Hakman
publikovali Dunstan a Bethune (1996). Zminuji se, ze somatickd embrya produkovaly i
3 roky udrzované kalusové kultury, péstované po celou dobu v tekutém médiu. Tekuta
média jsou ostatn¢ zavedena i v piipadé suspenznich kultur (Dyachok et al. 2000;
Karkonen 2001).

Rod Pinus.- Podle cetné literatury se v malém méfitku zdafilo pfimét
k pomnozZeni in vitro pfes 30 druhti borovic, ale problémem je zakotfefiovani. Neexistuje
shoda v tom, jaké koncentrace exogennich auxinli funguji a zda obvykld zpevnéna
média jsou pro zakofenovani nutnd, anebo naopak nevhodna. Mikropropagace se
nejcastéji provadéla na médiich oznaCovanych DCR, SH a WPM (Mathur 2001: Tab.
2.2). Bylo vyzkoumano, ze pokud se jako primarni explantat pouzije dosp¢lé zygotické
embryo, jeho oddélend déloha nebo cast semenacku vykliceného ve sterilnich
podminkach, Ize vyvolat jednordzovou organogenezi — vyraSeni vyhonkid (Mathur
2001). Pro somatickou embryogenezi je potieba pouzit nezralé zygotické embryo ve
vhodném stupni vyvinu, jez vytvaii kalus na strané¢ suspenzoru (Jones, Vanstaden et
Bayley 1993; Arya, Kalia et Arya 2000; Percy, Klimaszewska et Cyr 2000;
Klimaszewska et al. 2001). Také u borovic se projevuje celkem obecny problém, ze
somatickd embrya vraném stadiu sice vznikaji, ale dale nevyspivaji. U borovice
kadidlové (Pinus taeda), teplomilného tiijehlicného druhu z atlantického pobiezi USA,
se dospéni somatickych embryi dosahuje pfiddnim 40 mg kyseliny abscisové, 740 mg

KCI a 75 ml polyetylenglykolu do litru média (Li, Huang et Gbur 1997). U borovice

21



¢erné (Pinus nigra) k témuz efektu vedla pouha aplikace vysokych koncentraci jednoho
ze syntetickych auxini — kyseliny dichlorfenoxyoctové, nebo kyseliny alfa-
naftalenoctové (Salajova et Salaj 2005). Vysoké davky auxinl zpravidla méni jejich
ucinek v inhibici rustu, stdvaji se tedy vtomto smyslu vlastné obdobou obligatné
pouzivané kyseliny abscisové. Relativné nova studie o ESM (embryonal-suspensor
mass) Pinus pinaster je dulezitd popisem procesu starnuti, patrnym jiz u 6 mésici
pasazovanych kultur, spocivajicim jak ve zpomaleni rlstu, tak v poklesu tendence
k diferenciaci v embrya (Breton et al. 2005). Z tohoto stavu se kultury podatilo vymanit
zvySenim frekvence subkultur na tydenni interval, pficemz do média nebyly dany
fytohormony a sachar6za byla nahrazena maltézou.

Rod Abies.- Ustup, a potom ,,comeback® jedle b&lokoré (Abies alba) do ¢eskych
lesti vedl ke zvySenému zajmu o poziistatky lesu s jeji ucasti a o jeji autekologii. Plejada
veédeckych geobotanickych studii by jisté vyznamné prodlouzila tuto resersi, kladu vSak
diiraz na otazky mikropropagace, zminuji tedy jen povSechné shrnuti (Skotepa 2006a,
2006b). Somatickou embryogenezi jedle bélokoré a jejich mezidruhovych hybridi se
podstatnou mérou zabyval tym ze Slovenské akademie véd. O tyto hybridy je zajem,
nebot’ u Sesti znich byly v lesnich Skolkdch zjistény vétsi prirtstky nezli u jedle
bélokoré (Kormutdk et Vookova 2001a). Zdrojem embryogenniho pletiva (ESM) je
zpravidla nezralé semeno (vyjmuty megagametofyt snezralymi embryi), s menSim
uspéchem i1 embryo vyjmuté ze zralého semene (Salajova et al. 1996). Pro vytvoteni
embryogenniho pletiva na SH médiu s 1mg/l BAP (6-benzylaminopurinu) bylo docileno
vyvinu somatickych embryi pomoci média s obsahem osmotika (polyetylenglykol) a
inhibitoru (k. abscisovd), a po tom parcidlni desikaci. Nicméné€, embrya, ac
morfologicky vyvinutd, nebyla schopna kliceni v rostlinky (Vookovéa, GajdoSova et
Matusova 1998). Piekvapivé je pozd€jsi zjisténi, ze do médii pro somatickou
embryogenezi ve fazi vyzravani embryi Abies numidica nepatii myo-inositol, obvykla
slozka nejen SH média (Vookova, Kormutdk et Hrib 2001). Sdéleni o skute¢ném
ziskani rostlinek jedli prostfednictvim somatické embyrogeneze, a sice hybridu s jedli
bélokorou, publikovali Salajova a Salaj (2001). Vznik rostlinek byl ov§em sporadicky.
Presto vyzkum piinesl mozna velmi dilezity fakt: Somatickd embrya pochazela
z oddélenych déloh zygotickych embryi, a dokonce semenackll. Naproti tomu Vookova

a Kormutdk (2001), ktefi proces zahdjili na SH médiu od nezralého zygotického
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embrya, popisuji uspéch u Abies numidica. Udajné 75% ze vzniklych embryi dospélo
v rostlinky zakofenéné ex vitro. Posledni faze in vitro pfitom probihala stejné dobfe na
polovi¢ni koncentraci SH 1 MS média (zpevnéného), vyrazny kladny efekt m¢lo aktivni
uhli a IBA (kyselina indolylmdselnd). Vookovd a Kormutak (2003), dale
experimentovali s Abies cilicica a A. cilicica x A. nordmanniana, kde téz docilili
vzniku rostlinek. Inicidlni faze probihala na modifikovaném SH médiu s hydrolyzatem
kaseinu a L-glutaminem, z fytohormonii pouze BAP (cytokinin). Kromé obvyklych
vlivi podporujicich vyzravani somatickych embryi (polyetylenglykol, k. abscisova,
desikace) uplatnili 4% maltézy misto sacharézy (cf. Breton et al. 2005). Kliceni
nakonec probihalo na svétle, po prfeneseni na pevné SH médium o polovi¢ni
koncentraci, s 1% sachar6zy a ptidavkem aktivniho uhli. Média vzdy obsahovala i myo-
inositol (!) (cf. Vookova, Kormutdk et Hrib 2001). Vybornym piinosem z hlediska
praktické proveditelnosti somatické embryogeneze piispéla studie o hybridnich
embryich Abies alba x A. cephalonica (Salaj, T. et Salaj, J. 2004). Autofi zahajovali
kultury z dospélych zygotickych embryi vyjmutych ze semen skladovanych 6 i 12
meésict (4letd byla jiz nepouzitelnd). Podstatnym jevem byl zptisob vzniku somatickych
embryi, kterd se netvofila z embryogenniho pletiva v misté suspenzoru (ESM z
nedospélych embryi), ale jako protuberance na hypokotylu. Po oddéleni téchto
embryogennich protuberanci byly z nich napéstovany linie embryogennich kultur. Pro
iniciaci kultur bylo uzito SH média s obsahem BAP 1mg/l, hydrolyzatu kaseinu 1000
mg/l a glutaminu 500 mg/l. Dospivani embryi probihalo na médiu zpravidla
oznacovaném CDR (Gupta et Durzan 1985), obohaceném o 10 mg ABA (k. abscisové)
a 7,5% PEG (polyetylenglykolu) po dobu 6-8 tydni. Embrya po tom vykli¢ila v
rostlinky az na témz médiu bez ABA a PEG. Byly-li rostlinky dostatecné vitalni
k pfenosu na prirozeny substrat ex vitrum zminka neni. Dal$i studie o Abies cilicica, A.
concolor a A. numidica, které publikovali Vookova a Kormut'ak (2004, 2006), jiz
pfindseji jen sdéleni o podpofe vyzravani somatickych embryi ¢astecnou desikaci a o
nestejné predispozici geneticky riznych klonti k somatické embryogenezi.

Nebyla to ovSem slovenska pracovisté, kde byly principidlni zvlastnosti
somatické embryogeneze jedli objeveny. Naptiklad Norgaard a Krogstrup (1991) jiz na
ptikladu Abies nordmanniana celkem jasn¢ popsali vSe zakladni. Podle nich je pfi

indukci vzniku embryogenniho pletiva (ESM) z nezralych prekotyledonarnich zarodkt
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dalezity pouze benzylaminopurin (BAP) v koncentracich kolem 5 puM. Auxiny v této
fazi pasobi inhibi¢né. Staci jakékoli jednoduché médium, nezaleZi ani na koncentraci
dusi¢nant, ani koncentrace BAP nemusi byt pfesna. Nésledujici rist embryi 1ze podle
citovanych autorti podpofit bud’ L-glutaminem, anebo hydrolyzatem kaseinu, tj.
organickou formou dusiku. Popsali i dals$i dva kroky celého postupu, a sice ¢tyitydenni
kultivaci na médiu sobsahem 10 pM kyseliny abscisové (ABA) pro vyzrani
somatickych embryi a nasledny pfenos na médium bez jakychkoli rGstovych regulatort
pro vykli¢eni. Také princip podpory vyvinu somatickych embryi az do pokrocilého
torpédovitého tvaru pomoci zmény cukru je znam dlouho. Napiiklad Schuller a Reuther
(1993) pouzili pro Abies alba, jestlize chtéli primitivni globularni embrya podpofit
k dalSimu vyvinu, misto plivodni sachardzy laktéozu. Podle dalSich vyzkumt lze u jedli
specificky podpofit i rozrustani jiz jednou ziskaného embryogenniho pletiva tim, Ze
ptisobnost 5 uM BAP (cytokininu) je na nasledujicim médiu doplnéna 10 uM kyseliny
I-naftyloctové (auxinu), pfipadné¢ 0,2 puM kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové (téz
auxinu) (Guevin, Micah et Kirby 1994; Hristoforoglu, Schnidt et Bolharnordenkampf
1995). Nemén¢ dilezita byla otevienost dalSich autord, kdyz po ¢etnych experimentech
s Abies fraseri poctivé konstatovali malou uspésnost somatické embryogeneze, velky
vliv genetické variability a nemoznost skladovat sklizené nezralé Sisky (k ziskavani
embryi) v chladu (Rajbhandari et Stomp 1997). Tato omezeni, pfes vSechna drobna
vylepSeni metod, existuji dodnes. Zaznamenala jsem c¢lanek, podle néhoz Norgaard
(1997) jiz pted lety pomoci 3% maltézy jako jediného cukru v médiu pro dozravani
somatickych embryi Abies nordmanniana a piidavkem polyetylenglykolu piimél
embrya k dokonalému vyvinu. Na zdkladnim médiu bez fytohormont dala vzniknout
rostlinkdm, které byly skutecné schopny ristu ex vitro. Stimtéz druhem
experimentovali téz Guevin a Kirby (1997) a podafilo se jim zahdjit somatickou
embryogenezi od zygotického embrya ze zralého semene a ziskat nakonec somaticka
embrya zcela pokrocilého kotyledonarniho stavu. Tim byly definovany principy a
popsana uskali pti somatické embryogenezi jedli. Od té doby lze v literatute sledovat jiz
jen potvrzovani poznaného a drobna vylepSeni (Schuller, Kirchner-Ne3 et Reuther
2000; Find, Grace et Krogstrup 2002; Kvaalen et al. 2005; Tang et Newton 2005).

Mezi velkym poctem studii o somatické embryogenezi riiznych jedli by mohla

byt prehlédnuta jedna star$i, ale nesmirn¢ zajimava, o organovych kulturach Abies
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fraseri (Bergmann, Sun et Stomp 1997). K jejich zahajeni bylo pouzito vrcholovych
pupenil odebranych z dvouletych semendcki v dubnu, tj. pravé pred rasenim. Diivéjsi,
zimni odbéry byly méné uspésné az zcela neuspésné. Pro preziti explantatu se ukazalo
podstatnym, jak zabranit hnédnuti poranénych pletiv. Dé&e se to kvili relativné
vysokému mnozstvi fenolickych sloucenin, nasledkem plisobeni endoenzymu
polyfenolazy. Ctyii zplisoby, jak se obvykle omezuje aktivita polyfenolazy, uvadgji
Dodds a Roberts (1995: 130), ale podle pokusut s A. fraseri mél velky podptrny vliv pro
preziti explantatu zptusob paty. Jako rozhodujici se ukazal dostatek zdroji dusiku
v médiu, ktery byl jak v anorganické oxidované formé, tak v organické redukované
formé¢ — 10 mM nitratu a 10 mM glutaminu. Pfezivsi kultury produkovaly shluky az 1,6
cm dlouhych vyhont a za 100 dnt zvétsily svou vahu v priméru na 0,21 g.

Hlavni tsili pii mikropropagaci jedle se vsak, podle poctu bublikovanych parct,
soustied’'uje na somatickou embryogenezi. Jeji nespolehlivost pfitom vyvolava potiebu
vyzkumu i v oblasti biochemie a cytologie. Jiz se podatilo prokazat, Ze 1ze definovat
kalus neebryogenni (vatovity, z napadné vakuolizovanych bungk) a kalus embryogenni
(kompaktni, tvarohovity), a sice nejen na zakladé histologické charakteristiky. Lisi se i
biochemickymi vlastnostmi, resp. aktivitami (Hrib, Vookovd et Kormut'dk 1997;
Kormut'ék, Vookova et Salajovd 1997; Kormut'dk et Vookova 2001b).

Mala vitalita a morfologické abnormality kli¢icich somatickych embryi vyvolaly
otazku, zda somatickd embryogeneze nemd za nasledek karyologické zmény — velké
mutace. Polyploidizace sice v malé mife nastava, ale abnormalni buiiky se stavaji
bezvyznamnymi, abortuji a rostlinky ze somatické embryogeneze lze povazovat za
geneticky stabilni (GajdoSova et Vookova 1991; Libiakova et GajdoSova 1993;
Gajdosova et al. 1995; Libiakova et al. 1995). Nicmén¢, Roth, Ebert a Schmidt (1997)
dolozili, Ze to plati jen pii relativné kratkodobé kultute. Jestlize se pouziva obvyklych
médii s hydrolyzatem kaseinu a L-glutaminem, po 3 letech subkultur jsou skoro
vSechny buniky postizeny aneuploidii (maji nékteré chromozomy navic). To je
provazeno neschopnosti kalusu tvofit vitdlni somatickd embrya. Pfi kultivaci bez
uvedenych organickych zdroji dusiku zistaval normalni diploidni pocet 2n=24.
Citovani autofi logicky doporucuji, aby se pii somatické embryogenezi jedle bélokoré
nevyuzivaly k udrZzovani kalusovych kultur stile opakované subkultury, ale

kryoprezervace.
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2.4 Kryoprezervace kultur

Jiz vzity termin v nadpisu této kapitoly pronikl do CeStiny jako anglicismus,
znamenajici konzervaci chladem. Pivodné vSak jde o latinismus, znamenajici
uchovavani za nizkych (mrazivych) teplot. V humanni i nehumanni medicing, stejné
jako pii Slechténi rostlin nebo zachrané¢ fytogenofondu, se jim vétSinou rozumi
dlouhodobé¢ piechovavani geneticky vyznamného materidlu (pohlavni bunky, zarodky,
déliva pletiva, semena) za hlubokého zmraZeni pomoci tekutého dusiku (Corredoira et
al. 2004, San José et al. 2005 etc). V pfipad¢ rostlinného materidlu je ptenos do
ultranizkych teplot vzdy spojen s nutnosti jist¢ dehydratace pomoci urcitych cinidel.
Nektery rostlinny material vSak dehydrataci ani zmrazeni nemuze piezit (viz kap. 2.1).
Naproti tomu aktivné rostouci kultury in vitro jsou casto i pfes normalni frekvenci
pasazovani dosti brzy postihovany starnutim, projevujicim se poklesem vitality (viz
kap. 2.2), takze nemohou byt povazovany za dlouhodobé konzervovany material.
Kryoprezervaci a aktivni kultury in vitro proto lze spatfovat jako paralelni a vzajemné
se zastupujici nebo doplnujici postupy, jimiz Ize operovat pfi rozmnozovani geneticky
cennych rostlin (Park 2002). Pochopitelné, to plati nejen obecné, ale i u lesnicky
cennych dievin.

Kryoprezervace desikovanych semen je predmétem rutinni ¢innosti genetickych
bank. Vychazim vSak z uvahy, ze by bylo Skoda zuzit si problematiku kryoprezervace
na konzervaci za exktrémné nizkych teplot. Jako velmi zajimavé se zdaji méné cetné
poznatky tykajici se teplot bliz§ich k 0 °C, plisobicich na orgdnové nebo kalusové
nizkych teplot a za chladu ¢i slabého zmrazeni naznacuje, Ze kazda nové poznana
podrobnost v chovani rostlinného materidlu za nepfili§ nizkych teplot je Zadouci.
Naptiklad pro jednoho zastupce rodu Prunus bylo prozkouméno, jak se kratkodobé
dvoutydenni ptisobeni chladu 4 °C (pfi udrzovani ve tm¢) projevovalo jako promotor
tvorby somatickych embryi a nepusobilo na schopnost kli¢eni (Gutiérrez et Rugini
2004). Dalo by se vSak také zjistit, jak plisobi mnohem delsi aplikace chladu na
zivotnost embryogenniho pletiva, pfipadné pfimo somatickych embryi. Jini badatelé
(Vidal et al. 2005) podrobovali ¢asti z organové kultury Castanea sativa kryoprezervaci

za extrémné nizkych teplot, a pfitom ve své metodice popsali také velmi zajimavou fazi
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piipravy kultur pomoci dvoutydenni chladové periody pii 4 °C. Ziejmé predpokladali,
ze existuje dosti rychld fyziologick4 adaptace na chlad, ktera potom zvysuje rezistenci
viaci dal$im Cinidlim a hlubokému zmrazeni (uzivaji vyrazu "cold hardened").
Rezistence ovsem je zpravidla u rostlinného materialu spojena s regulaci ristu vlivem
inhibitoru. Znovu je mozno polozit otazku, zda pravé inhibice rlstu in vitro a vzristu
rezistence by nebylo mozné vyuzit ke konzervaci chladem, jistému nenaro¢nému druhu
kryoprezervace.

Biochemickou odpovéd’ organové kultury Populus tremula na pisobeni chladu
10 °C zjistil Hausman (2000), kdyz ji porovnaval s kontrolnimi kulturami pii 23 °C.
Zakonzervovani chladem bylo tak dokonalé¢, Ze mikrofizky ziskané z kultur
vystavenych chladu byly jesté po roce zcela vitdlni. V obecném smyslu ptipomnéli
moznosti chladové konzervace kalusovych kultur lesnich dfevin v bezmrazych
podminkach (0-10 °C) jiz pfed tim Vicient a Martinez (1998). Zminili i1 to, Ze tato
metoda dlouhodobé konzervace mize fungovat i v pfipadech, kdy u urCitych druhii

nelze pouzit standardni kryoprezervaci semen v tekutém dusiku (viz kap. 2.1).

2.5 Autekologie modelovych druhii

Jako model pro iniciaci kalusové kultury jsem pouzila umélého hybrida Abies
cilicica x A. cephalonica, jenz byl doporucen skolitelem. Jakkoli se muze zdat, ze
hybrid exotickych druht nemd v lesnické produkci do budoucna vyznam, opak je
pravdou. Je-li do lesnické praxe zapocitavan i ekonomicky piinos z produkce vano¢nich
stromktli, potom vyuziti hybrida druhli povazovanych dle citované literatury za krasné,
brani jen problém snadného mnoZeni v jednotné kvalité. Studium moznosti kultur in
vitro ma proto logické opodstatnéni. Oba exotické druhy A. cephalonica Loud. (jedle
fecka) a A. cilicica (Ant. et Kotschy) Carr. (jedle cilicijska) pochazeji z velmi teplych
800-1700 m n. m. a 1300-2000 m n. m., avSak pfesto jsou vi¢i pozdnim mrazim
citlivgjsi nez A. alba. Jedle fecka je odolngjsi nez jedle cilicijska, jez vSak je zase

pokladana za rychle rostouci druh. U hybrida dochazi ke zdafilé kombinaci vloh, av§ak
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jeho hodnoceni mi nepfislusi a je v soucasnosti predmétem exaktniho studia v ramci
jiného projektu.

Jilm horsky (Ulmus glabra Hudson) je evropskym endemitem. Jeho autekologie
je shrnuta napiiklad v Kvétend 1 (Hejny et Slavik 1988)*, podrobné popsana Svobodou
(Svoboda 1953). Tento strom vynika Sirokou ekologickou amplitudou vaci svétlu,
teplotam, piidni vlhkosti i chemismu pid. Z hlediska kultur in vitro je dilezité védét, ze
do jeho ekologické konstituce patii i silna regeneracni schopnost, spocivajici nejen v
pafezové vymladnosti, ale i ve tvorbé kofenovych vymladki. Je rychle rostouci. Jeho
druhova populace, jak je notoricky znamo, prosla v recentu ptfirozenym vybérem podle
odolnosti viici grafioze.

Jetab oskeruse (Sorbus domestica L.) je v aktualni Kvétené 3 (Hejny et Slavik
1992) povazovan za strom z teplych Casti Evropy, severni Afriky, Turecka a Iranu.
Jizni Slovensko je povazovdno za misto nejsevernéjSiho pfirozeného vyskytu. Jako
ovocna dfevina viak byl $ifen jiz ve starovéku (Vétvicka 1999). V Cechach rozhodng
neni dievinou pivodni. Vyskyt starych jedincti je znam prakticky jen z Ceského
sttedohoti (Kubat 2007) a pfilehlého dolniho Poohii (u Libochovic, z autopsie).
Vyskyty na jizni Moravé jsou predmétem dosavadniho studia vyzkumné stanice
Uherské Hradist¢ VULHM (Ing. Z. Prudi¢, CSc. a kol.). Panuje shoda v tom, Ze jefab
oskeruse se v CR velmi malo rozmnoZuje generativné. Je schopny tvofit kofenové
vymladky, ale na tuto strategii b&zné neptechdzi. Jestlize dosSlo k teplejsi vychylce
klimatu, stava se jefab oskeruSe zajimavym i pro naSe lesnictvi. Kdyby se podatilo
odstranit slaby ¢lanek v jeho autekologii, chabou schopnost spontdnniho rozmnozovani
1 mnozeni klasickymi zplisoby, bylo by to pfinosem. Tim se otvird moznost vyuZzivat

kultury in vitro, na néz se ve své dizertacni praci rovnéz orientuji.

2.6 Resumé

Literatura o mikropropagaci je cetnd a jevi se jako popis velmi Clenité, az

nepiehledné problematiky. Néktera udavand experimentédlni data jsou presvédciva, ale i

 Odtud jsem pievzala prislugné &eské jméno. V jinych pramenech se uvadi i "jilm drsny".
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kdyz svéd¢i o zdaru mikropropagace v malych laboratornich sériich, je jen malo
sdéleni o jejich pozdé&jSim vyuZiti v lesnické praxi a velkém méftitku. V tom se 1isi
mikropropagace dfevin od mnoZeni bylin, protoZze u téch méa mikropropagace komeréni
vyznam pro velmi mnoho okrasnych i uzitkovych druht.

Souhrn uvedené literatury o experimentech s dfevinami naznacuje, Ze z mnoha
receptur na zivna média 1ze n€které oznacit jako nejcastéji pouzivané. Jsou to predevSim
média vSeobecné zndméa pod zkratkami MS a SH. Tato média jsou modifikovana
riznymi organickymi pfisadami a zménou celkové koncentrace tak, aby zkoumany
materidl na nich co nejlépe rostl. Pro zvlasté¢ choulostivé lesni dieviny byva pravidlem
fedéni téchto médii oproti piivodni receptufie.

Z dtlezitych problémii vyt€enych v uvedené literatufe vysvita role genetické
variability, pfirozené konstituce a momentalni kondice (napft. fyziologické stari donora
explantatu). Cely postup mikropropagace se dale potykd s fenomény zndmymi jako
rejuvenilizace, senescence, a rekalcitrance.

Velmi lapidarné 1ze uvést tfi obecnd, a také nejvice feSend a diskutovana tskali:

1. U urcitého druhu dfeviny neni pfedem jasné, do jaké miry je u ni mozna
organova kultura, anebo somatickd embryogeneze.

2. Podafi-li se multiplikace v orgdnové kultufe, jak docilit zakofenéni do
ptirozené pudy.

3. Podaii-li se navodit vznik somatickych embryi, jak navodit jejich dalsi

vyvin, prekonat nizkou vitalitu a snizit vysokou mortalitu.

3. Rozdilnost dievin v kulturach in vitro, jeji podstata a vyznam

S odkazem na piehled literatury lze poukdzat na malou prediktibilitu vlastnosti
ruznych druhii dfevin pokud jde o vhodny typ explantatu a jeho chovani v inicialnim
stadiu kultur. Napiiklad vypreparované zygotické embryo mize u jednoho druhu
poskytnout dediferencované pletivo bujici ze suspenzoru (ESM), u jiného zadné takové
pletivo nevznika a jen se zru$i dormance a probihd viceméné normalni kli¢eni. V prvém
pfipadé je mozno uskutecnit somatickou embryogenezi, kdezto v druhém lze zalozit

organovou kulturu. Z literatury 1ze malokdy vycist, zda autor provedl experimenty bud’
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jen s embryogenezi, anebo jen s organovou kulturou pravé proto, ze funguje jen jedna z
téchto alternativ. Prace porovnavajici tyto rizné cesty mikropropagace u téhoz druhu
podle efektivity resp. koeficientu mnozivosti mi nejsou znamy. Z toho lze usoudit, ze
rozdiln¢ fizenymi podminkami a manipulacemi lze sotva indukovat jeden i druhy
zpusob rozmnozovani in vitro. Pokud ano, pak jeden z téchto zpisobli ma jen
sporadické uspéchy. Z toho plyne vyznamné konstatovani, Ze inicidlni stadium
mikropropagace vychazi zpravidla z empirie.

V pfirozenych pomérech jsou reakce na poranéni a regeneracni schopnost,
piipadné i schopnost vegetativniho rozristani pomoci kofenovych vymladka, zavislé na
geneticky podminéné konstituci druhu. Tato charakteristickd a zndma konstituce je
zakodovana i v buitkach explantatt, avSak realizace téchto vloh v podminkach in vitro
je malo predvidatelna. Nékteré primarni explantaty, jako jsou nodalni segmenty, pupeny
nebo meristém, mohou velmi negativné reagovat jiz na poSkozeni bunc¢k na feznych
plochach a projevovat vysokou mortalitu, kdezto béhem multiplikacniho stadia fezéni
témuz druhu jiz nevadi. Tento projev jakéhosi "ochoceni" je vysvétlovan jako
rejuvenilizace Cili omlazeni. Rozdily mezi druhy jsou vSak také ve starnuti kultur, byt
Casto pasdzovanych. Po né€kolika tydnech (Casto u kalusovych kultur), Castéji vSak
mésicich, nékdy az rocich (u orgdnovych kultur) rostlinny material podle druhu ztraci
svou pocatecni vitalitu a schopnost multiplikace. Ani dlouhovékost druhu v pfirozenych
podminkach neznamenad, Ze je relativné dlouhovéky 1 v kulturach in vitro.

Strategii vyzkumu ve svétle téchto skutecnosti nelze cilit na zdokonaleni metod
tak, aby byly co nejuniverzalné€jsi, pouzitelné pro nejriiznéjsi druhy. Vychodiskem k
dfeviny v nepfirozenych podminkach in vitro a podfizovani laboratornich technik jeho
predispozicim. V tomto poznavani maji vyznam i zpravy o experimentech s omezenym

uspéchem a popisy negativnich reakci kultur na razné vlivy.
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4. Metodika

4.1 Material — volba modelovych druhi

V praci jsou pouzity druhy jilm horsky (Ulmus glabra Hudson), jetab oskeruse
(Sorbus domestica L.) a hybridni jedle Abies cilicica (Ant. et Kotschy) Carr. x A.
cephalonica Loud. Byly zvoleny s pifedpokladem, ze umozni-li alesponi u nékterého z
nich nové poznatky z laboratornich experimentti také jejich pfevod do podminek
provoznich, mohla by prace mit jasny vyznam. V piipadé jilmu horského, jenz je vici
grafioze nejodolngjSim nasSim druhem, by mikropropagace umoznila klonovéni
vybranych geneticky hodnotnych jedinct. V ptipad¢ jetabu oskeruse by $lo o pteklenuti
chabé schopnosti rozmnozovat se v podminkach nasSeho tizemi. Je to druh atraktivni pro
kvalitni tvrdé dievo, krasny vzhled, vhodny pro xerotermni podminky, ale se Sirokou
ekologickou amplitudou. Je-li to pro Cechy exoticky druh, je vybornou vlastnosti, Ze se
spontann€ nerozmnozuje v piirodnich podminkéach. Pfi jeho uplatnéni v lesnictvi by
nehrozila expanze a pfipadné vyhrady z hlediska ochrany pfirody a krajiny nelze
vznaset. Jetab oskeruSe, ¢ekajici na docenéni, neni ovSem v ¢eském lesnictvi druhem
nevyzkousenym, coz ilustruji fotografickym dokumentem odhadem 120 let staré¢ho
zcela vitdlniho stromu, pofizenym v dubo-habrovém lese Sebin u Libochovic v
severnich Cechach (foto 1 a 2). Vyuziti pfipadné usp&né metody mikropropagace
hybridni jedle by bylo zajimavé z divodu uvedeného v kap. 2.5.

Primdrnim explantditem jilmu byly pupeny z asi 20 let starého plodného
spontanné uchyceného jedince v lesoparku "Lidové sady" v Liberci. Jejich odbér praveé
pfed raSenim 30. biezna 2006 byl plivodné proveden se zamérem zahdjit organovou
kulturu. Z dtvodt shrnutych v kap. 3 se vSak staly zdrojem kalusového pletiva,
pouzitého k nékolika experimentiim a pozorovanim.

Primarnim explantatem jetdbu oskeruSe bylo zygotické embryo vyjmuté ze
zralého semene. Malvice byly sbirany 26.10.2006 v Arboretu FLD v Kostelci nad
Cernymi lesy a laboratorné zpracovany 1. 11. 2006. Z vyvijejiciho se embrya byl pouzit
epikotyl, z néjz byly odvozeny organové kultury.

Primarnim explantdtem hybridni jedle bylo zygotické embryo z nezralého semene.

Zelena $iska byla odebrana v "semenném sadu ¢. 1" (Kobliha 2000) ve Slechtitelské
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stanici Truba v Kostelci nad Cernymi lesy dne 26.7.2006, semena byla vyjmuta z dolni

¢asti a ihned zpracovana. Tato semena byla generaci F2

Foto 1 a 2.- Stary jefdb oskeruse
v lese u Libochovic svéd¢i o histo-
rickém pouziti tohoto druhu v les-
nictvi.

4.2 Pi‘ehled a detaily metod

Semena jefdbu a jedle byla mechanicky ociSténa, potom 10 minut omyvana
tekouci vodou, dile na 3 minuty umisténa do Cistého lihu pro I€karnické ucely, a
nakonec sterilizovana po dobu 30 minut v nasyceném roztoku chloraminu. Jednoleté
veétvicky jilmu byly omyvany v roztoku sapondtu, a potom sterilizovany 30 minut
nasycenym roztokem chloraminu. Vypreparovani embryi ze semen a oddéleni pupeni

jsem provedla ve sterilnim prostfedi v boxu s laminarnim proudénim filtrovaného
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vzduchu. Pupeny byly nakonec pfed umistenim do sklenicek zbaveny i povrchovych
Supin. Nacasovani odbérti viz predesla kapitola.

Pro inicialni i nésledné multiplikacni kultury jilmu horského a jefabu oskeruse
bylo pouzito modifikované médium 2 MS (revidovana verze podle Linsmamaier et

Skoog 1965) v tomto slozeni: polovi¢ni obsah mineralnich soli, tj.

dihydrofosforecnan draselny ............cccccceueeee 85 mg/l
dusiénan amonny ..........cceeeeerveerieencveenneennnnnn 825 mg/l
dusi¢nan draselny..........ccceecveeeiieniencieeneennnnns 950 mg/1
chelaton 2 ......coeevvieeiieeeeeee e 18,6 mg/l
chlorid kobaltnaty krystalicky.........c..cccecueenennee. 0,01 mg/1
chlorid vapenaty suseny (dihydrat) ............. .. 220 mg/1
jodid draselny.........ccccccveviieviieniiieiienieeeeee e, 0,4 mg/1
kyselina borita.........cccoeeeveeevciieeniieeiiieees ceveens 3,1 mg/l
molybdenan sodny krystalicky...........c.cccoeeennee. 0,1 mg/l
siran hotecnaty krystalicky...........cccccceevnennne. 185 mg/l
siran manganaty krystalicky ...........cccccoeevennnnn. 11,2 mg/1
siran méd’naty krystalicky..........cccevvvieeiveennnnn. 0,0Img/1
siran zine¢naty krystalicky .........cccoocevviinnnenns 4,3 mg/l
siran zeleznaty krystalicky .........cccooceviiennnne 13,9 mg/l

organické substance:

BAP (6-benzylaminopurin)...........ccccceveeenneenn. 1 mg/l
hydrolyzat kaseinu ............cccoceevieniieninnieenen. 1 gl
MYO-TNOSItOL...ccvieriiiiiiciieieciecee e 100 mg/1
SAChATOZA ..o 20 g/1
thIamMIN ..o 0,4 mg/1

Hotovy roztok byl zpravidla nastaven pfiblizné na pH 5,7 dle originalni
receptury, anebo na jinou aciditu ke stanovenim uvedenym v kap. 5.1.1 a 5.2.1 (tab. 2 a
3). V podrobnostech laboratorni piipravy, jako je zpiisob ptipravy zasobnich roztokd a

sméSovani chemikalii, rozpousténi fytohormont a thiaminu aj. odkazuji na pfiruc¢ku
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"Plants from test tubes" (Kyte et Kleyn 1992). Jen pro pocatecni fazi vyzkumu (kap.
5.1.1) bylo médium pouzito standardnim zpisobem, zpevnéné 6 g agaru na litr. Tento
zpisob byl naddle opustén a agar byl nahrazen piskovym nosicem. Tekutd media byla
pii tom pouZivana tak, 7e v lahvi¢ce o objemu 200 cm’ a priméru 6 cm bylo 25 cm’
sklatského pisku® a 20 ml roztoku.

Modifikace s maltéozou obsahovala 40 g tohoto cukru misto sachardzy a
neobsahovala fytohormony. Modifikace s kyselinou indolyl-maselnou (IBA)
obsahovala v litru 1 mg tohoto fytohormonu, kdezto cytokinin (BAP) nebyl obsazen (ad
kap. 5.3.1).

Pro inicidlni kultruru hybridni jedle jsem pouZzila médium SH (Schenk et

Hildebrandt 1972, sec. Kyte et Kleyn 1992) v tomto slozeni:

dihydrofosfore¢nan amonny ......................... 300 mg/l
dusi¢nan draselny .........cccooceveienieniienienieeeee 2,5 g/l
chelaton 2 .......oocveiiiiieieee e 20 mg/1
chlorid kobaltnaty...........ccccecevevieniienieniieenne, 0,1 mg/l
chlorid vapenaty suSeny (dihydrat) ............... 200 mg/1
jodid draselny..........cocceeiieniiiiiiniiiieieee 1 mg/1
kyselina borita .........cccocceeriieiiiniiiieeee 5 mg/l
molybdenan sodny krystalicky...........cccceenne.ne. 0,1 mg/l
siran hotecnaty krystalicky ..........cccccceeeennee. 400 mg/1
siran manganaty krystalicky..........c.cccccvveennenn. 10 mg/1
siran méd’naty krystalicky........cc.ccooveniencnnnnn. 0,2 mg/l
siran zine¢naty krystalicky .........cccecceeviiniiennn. 1 mg/l
siran zeleznaty krystalicky .........cccocveeeieennnnne. 15 mg/l

organické substance:

BAP (6-benzylaminopurin)..........ccceecveeveennnnnne 1 mg/l
lUtamin .......ccooevveiiieieeie e, 200 mg/1

¥ Technické udaje dle producenta (http://www.pisky.cz) jsou: bily kiemenny pisek, t&Zeny a tiidény pro
sklafské ucely v piskovné Provodin na Ceskolipsku; znacka pisku PR 21, zritost 0,1 az 1 mm, prany,
téidény.
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hydrolyzat kaseinu ..........ccccceeeeevveercveenveeennen. 5¢g/l

kyselina nikotinova .........ccccceeiiiiinienienieeen, 0,5 mg/l
MYO-TNO0SItO] .ooviiiiiiiiieiieieeeeeee e 1g/l
pyridoxin-hydrochlorid............ccceevvievrienrinnnnn. 0,5 mg/1
SAChATOZA......ccocvieeiieeeieeee e 30 g/l
thiamin .......ooviiiiiiiece e 5 mg/l

Acidita byla nastavena na pH 5,7 a roztok byl zpevnén 6 g agaru. Pro nasledné
subkultury byl pouzivan tekuty roztok stejného slozeni s piskovym nosi¢em, jako v
pfedeslém piipadé. Modifikace s maltéozou obsahovala 30 g tohoto cukru misto
sachar6zy a neobsahovala fytohormony. Modifikace s kyselinou indolyl-maselnou
(IBA) obsahovala v litru 1 mg tohoto fytohormonu, kdezto cytokinin (BAP) nebyl
obsaZen (ad kap. 5.3.1).

Sterilizace inkubacnich skleni¢ek probihala ve vSech ptipadech béznym
zpisobem v autoklavu. Trvala 30 min za zvySeného tlaku pii 115 °C. Pro kultury se
osveédcily sklenicky o objemu 200 ml rozsifené v potravinafstvi (naptf. na détskou
vyzivu), k nimz Ize samostatné¢ dokupovat kovova vicka s tésnénim. (Sklenicky mayji
pti opakované sterilizaci delsi zZivotnost nezli vicka.)

Inkubace probihala za pokojovych teplot pii pfirozeném rozptyleném svétle,
avsak s celoro¢n¢ nastavenym prisvétlovanim na rezim 16 hodin svétla a 8 hodin temna.
Nékteré experimenty probihaly v temnu, dalsi kultury byly vystavovany chladu kolem 4
°C, anebo mrazu -10 az -15 °C. K tomu byla pouzivana bézna chladnicka.

Z organovych kultur jefabu oskeruse byly odebirdny mikrotizky o délce 2 az 3
cm a pouzivany bud’ k pasdzovéani do dalSich subkultur, anebo k dalSimu zpracovani
zahradnickymi metodami. Mikrotizky byly vyjmuty z lahvicek a omyty vodou. Byly
zakoteniovany v nesterilnich podminkéch za pouziti komeréné dodavaného praskovitého
stimuldtoru AS-1 (vyrobce: firma Hii-Ben Cer¢any, CR), jehoz aktivni slozkou je
stabilni synteticky auxin kyselina a-naftyl-octova a jako synergicky pusobici latka je
pridavana kyselina nikotinova (foto 3). Substrat k fizkovani byl sloZen z preseté raseliny
a expandované¢ho vermikulitu 3:1. Nebyl zadnym zplsobem sterilizovan. Zpocatku
tizky potfebuji vzduch nasyceny vlhkosti, a proto se substrat plni ve vrstvé 3 cm do

uzaviratelnych prusvitnych nddob o rozmérech 18 x 18 x 6 cm (foto 4). Fungicidy byly
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uplatnény zpiisobem béznym v zahradnické praxi, tj. po natizkovéani byla provedena
zalivka ptipravkem Previcur 607 SL v koncentraci 0,1% a po tydnu byl jesté aplikovan
Topsin M 70 WP v koncentraci 0,1% jako postiik na listy (Pfehled 2008). Od tietiho
tydne probihalo pozvolné otuzovani vici nizsi vzdusné vlhkosti pootviranim nadoby.

Po zakofenéni a otuzeni rostlinek vici nizS§i vzdusSné vlhkosti jsem je
pfesazovala do kvétnikli, do substratu slozeného z 1,25 | jemné pieseté kompostni
zeminy + 0,25 1 bilého pisku zrnitosti cca 1 mm a 0,1 1 moucky z dolomitického
vapence pro zahradnické ucely. Pro zakofenovani, pokud se provadi ve skleniku pfi
piirozené délce dne, je vhodné obdobi od tinora do srpna. V této dob¢ je vhodny bézny
tzv. poloteply sklenik.

Sazenice v kvétnicich se dale péstuji béznymi zahradnickym a Skolkatskymi
metodami, avSak pfes prvni zimu, nez zdievnati, musi byt umistény ve studeném
skleniku s nastavenym minimem 4 °C.

Pro vypocty intervalu spolehlivosti a pro statistické testovani byly pouzity
funkce v programu Microsoft Office Excell 2003. V podrobnostech odkazuji na
pouzitou literaturu (Cyhelsky 1967; Kubikova 1971, Meloun et Militky 2004).
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Foto 3.- OSetfeni mikrofizkli stimuldtorem pro zakofeniovani. Skute¢na velikost
mikrofizkl 2-3 cm.

.

Foto 4.- Organove kultury — ZdI‘OJ mlkrorlzk , potrebne nastroje a doporucena nadoba
se substratem pro fizkovani.
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5. Vysleky

5.1 Ekologicka konstituce organové kultury Sorbus domestica

5.1.1 Vztah k acidité

Podminkou prikaznosti stanoveni, jak organové kultury zapocaté z mikrotizku
rostou na vice ¢i méné kyselém médiu, je idedlni kontakt s médiem bez piipadnych
rusivych vlivii agaru. Prozkoumala jsem proto nejdiive, zda podle zkuSenosti s jinym
druhem jetfabu se i pro zde uzity modelovy druh Sorbus domestica miize pouzivat tekuté
médium s piskovym nosicem (Prknova 2007).

Porovnani produkce kultur na agaru a pisku pfi pouziti t¢hoz 2 MS — média v
modifikaci uvedené v kap. 4.2 je provedeno na zéklad¢ tabulky 1. Kazdy druh média
byl pouzit pro 100 kultur.

Tab. 1.- Frekvenéni tabulka charakterizujici produkci mikrofizkii Sorbus domestica na
agarovém médiu a na tekutém médiu s piskovym nosi¢em po 9 tydnt trvajici kultivaci.

Pocet mikrotizkl | agar pisek

v lahvicce (pocet lahvicek) | (pocet lahvicek)
1 16 12
2 11 8
3 12 13
4 13 16
5 14 11
6 15 10
7 10 9
8 5 10
9 4 6
10 0 3
11 0 2

Stanovila jsem nulovou hypotézu, Ze jde o vybérové soubory se stejnym

primérem. Uvadim dvouvybérovy t-test této hypotézy, provedeny pro tdaje z tab. 1:
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agar pisek

Vybérovy pramer 4,32 4,95

Rozptyl 5,391515 7,179293
Pozorovani 100 100

t stat. -1,77688

t krit. 1,972017

Protoze absolutni hodnota vypocteného testovaciho kritéria (t stat.) nepiesahuje
kritickou hodnotu (t krit.), plati s pravdépodobnosti 95% nulova hypotéza. Produktivita
kultur vyjadrena poctem ziskanych mikrofizka se tudiz u agarového a tekutého média s
piskovym nosi¢em vyznamné neli§i. Tekuté médium s piskovym nosi¢em proto mohlo
byt pouzito pro navazujici experiment, a to tim spiSe, ze podle kvalitativniho kritéria se
jevi jako lepsi nez agarové. Po 9 tydnech byl pozorovan rozdil spocivajici v napadnych
priznacich senescence ¢ili starnuti, které se ovSem projevovaly vyhradné a u vsech
kultur na agarovém médiu (foto 5 a 6).

Prokdzani velmi dobrého ristu jefdbu pii pouziti piskového nosice, jenz je
chemicky inertni a staly pii kazdém pH, umoznilo pfipravu sérii s odlisné¢ a ptesné
nastavenou aciditou. DalS§i experiment jsem pfipravila tak, abych zjistila, zda
standardné pouzivané pH 5,7 pro MS-médium je nejlepsi. Porovnala jsem série kultur
na kyselejSim médiu (pH 4,5) a na slab¢ alkalickém, skoro neutrdlnim médiu (pH 7,2).

Vysledné hodnoty jsou v tab. 2.

Tab. 2.- Frekvencni tabulka udéavajici produkci mikrotizkli po 6 tydnu trvajici kultivaci
na médiich s rozdilnou aciditou.

Pocet mikrotizkt | pH 4,5 pH 5.7 pH 7,2
v lahvicce (pocet lahvicek) | (pocet lahvicek) | (pocet lahvicek)
0 0 1 0
1 14 2 3
2 10 4 2
3 3 2 3
4 3 3 7
5 0 6 8
6 0 4 1
7 0 5 2
8 0 2 3
9 0 0 1
10 0 1 0 39




Foto 5.- Vlevo typicky stav kultur na tekutém médiu s piskovym nosi¢em.Vpravo, na
médiu zpevnéném agarem, jsou patrné piiznaky senescence - ttlum ristu a zloutnuti.

Foto 6.- Vybrané kultury se zvlasté ndpadnymi ptiznaky senescence po kultivaci na
agarovém médiu. Zadna z kultur s piskovym nosi¢em piitom takové priznaky neméla.
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Stanovila jsem nulovou hypotézu, ze primérna produkce na kyselejSim médiu se

vyznamn¢ neli$i od produkce na standardnim médiu, a tu jsem otestovala t-testem:

pH 4.5 pH 5,7
Vybérovy primér  1,833333  4,766667

Rozptyl 0,971264  5,84023
Pozorovani 30 30

t stat. -6,15603

t krit. 2,001717

Protoze absolutni hodnota vypocteného testovaciho kritéria (t stat.) piesahuje
kritickou hodnotu (t krit.), zamitdm nulovou hypotézu. Konstatuji, ze produkce
mikrofizkl na kyselej§im médiu byla vyznamné nizsi.

Stejnym zpiisobem jsem otestovala nulovou hypotézu, ze primérna produkce na

v

zasaditejSim médiu se vyznamné neli$i od produkce na standardnim médiu:

pH 7.2 pH 5,7
Vybérovy primér  4,566667  4,766667

Rozptyl 4,529885  5,84023
Pozorovani 30 30

t stat. -0,34017

t krit. 2,002465

ProtoZe absolutni hodnota vypocteného testovaciho kritéria (t stat.) nepiesahuje
kritickou hodnotu (t krit.), pfijala jsem nulovou hypotézu. Konstatuji, ze produkce
mikrofizkll na zdsaditéjSim médiu se vyznamné (na hladiné pravdépodobnosti 95%)
nelisi od produkce na standardnim médiu.

Lze mit za dostate¢né¢ prokdzané, ze inokulum jefdbu oskeruse, jez je
bezkotenné a pfijima roztok svym povrchem, neni vyslovené acidofilni. Maé dosti
Sirokou ekologickou amplitudu ve vztahu k pH Zivného roztoku, od slabé kyselého po
slabé alkalicky. Pro ptfevedeni laboratornich poznatkii do praxe ma tato tolerance
vyznam, nebot’” pomérné obtizné nastavovani piesného pH pii mikropropagaci tohoto
druhu organovou kulturou neni nutné. Sta¢i prekontrolovat, zda je pfipravené zivné

médium v intervalu od pH 5,7 az po reakci pfiblizn¢ neutralni, aby kultury rostly

vyborné.
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Tento vyborny rist 1ze charakterizovat Ciselné, nebot’ slou¢enim sloupcii pro pH
5,7 a 7,2 vznika velky, tudiz dosti reprezentativni soubor 60 kultur. Z n€ho Ize vypocitat
pramérnou produkei mikrofizkll na jednu Sestitydenni subkulturu. Vybérovy primér je
x = 4,66. Interval spolehlivosti pii hladin¢ pravdépodobnosti 95% je 5,23 > x > 4,09.
ZjednoduSené vyjadieno, pii spravné kultufe in vitro lze spolehlivé pocitat se
ziskavanim asi 4 az 5 mikrofizkli z jednoho vychoziho mikrotizku béhem kazdych 6
tydnt. Teoreticky, kdyby produkce nebyla omezovana kapacitnimi moznostmi
laboratote, lze z jediného mikrofizku ziskat za rok (tj. béhem 8,69 Sestitydennich

subkultur) nejméng 4,09%% =

206 955 mikrotizk. Mohu tedy konstatovat, ze
multiplikacni orgédnové kultury jetdbu oskeruSe dle uvedené metody (kap. 4.2) nejsou

limitujici pii praktickém vyuziti mikropropagace.

5.1.2 Vztah ke svétlu

Obecné kultury in vitro nejsou zavislé na svétle jako zdroji energie, nebot’ jejim
zdrojem je cukr v médiu. Z ucinkt svétla tedy zistdva vliv na morfologii a
bioperiodicitu. V pfirozenych podminkéch je v tomto sméru znamo a ve fyziologickych
ucebnicich popsano vse, ale predurcit chovani jefabu oskeruse v kulturach in vitro podle
toho nelze.

Z dobte rostoucich ctyitydennich kultur byla vytvofena kontrolni skupina 50
lahvicek, jez byly inkubovany nadéale normalnég, na svétle. Stejnd skupina zkusna byla
na rozdil od kontroly nadéale inkubovéana v temnu. Reakce, vyhodnocena po 8 tydnech,
byla rdazu kvalitativniho: Ve vSech piipadech zkusné skupiny nastala népadna
senescence — stonky zistaly zivé, ale olisténi odumfelo. Kultury tedy nerostly, a¢ mély
zdroj energie (cukr) v médiu, nebot’ nedoslo k etiolizaci, jak by se dalo ocekavat.
Popsanou reakci na stres z nedostatku svétla ptisuzuji hypoteticky kyseliné abscisové,
kterou rostliny vylucuji jako stresor. Tato substance je inhibitorem ristu a vyvolava
prave odlucovani listi.

Kontrolni série v téZe dobé byla zivé olisténa a jevila jen nepatrné znamky
senescence, odpovidajici uvedenému celkovému trvani kultivace v tychz lahvi¢kach

(foto 7).
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Jetab oskeruse méa znamou fenologii. Pfirozené ro¢ni biorytmy, at’ jiz jsou fizeny
fotoperiodicky nebo termoperiodicky, mivaji dokonce urcitou setrvacnost, funguji dosti
dlouho i bez urcujicich vnéjsSich podnéti. Organové kultury in vitro jsou ovSem pod
stalym vlivem exogenniho stimulatoru rstu a rostou celoro¢né. Navic jsou inkubovany
pod umélym osvétlenim, zpravidla se stalym cirkadidnnim rytmem 16 hodin svétla a 8
hodin tmy. Zjistila jsem pozorovanim velké série 100 kultur, Ze 1 pii pfirozeném
osvétleni ve 100% ptipadi vegetuji a normaln€ rostou i ptes zimu. Exogenni inhibitor a
nejspise i dostatek zdroji dusiku v médiu tedy staci na to, aby organové kultury nebyly
fotoperiodické (foto 8).

Shrnuji tedy, Ze organové kultury sice nezbytné potfebuji svétlo, ale nejsou

fotoperiodické. Toto konstatovani je dulezité v kontextu a kap. 5.4 a 6.

8 tydnu ve tmé 8 tydnu na svétle

Foto 7.- Typické ptipady zkusnych kultur Sorbus domestica inkubovanych 8 tydnt v
temnu a kontrolnich kultur inkubovanych v téZe dob¢ na svétle.
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Foto 8.- Piiklady kultur Sorbus domestica udrzovanych jiz od 1éta na pfirozeném svétle,
dokumentované dne 11. prosince 2006.

5.1.3 Reakce na nizké teploty

Nizkymi jsou minény teploty branici riistu a pro ucely této prace jsou zkoumany
dva jejich intervaly: chlad 1 az 4 °C a mraz -12 az -15 °C. V pftirozenych podminkach
je chlad faktorem pftispivajicim k pfechodu jefabu do dormantniho stavu a tento stav je
potom spojen s rezistenci vii¢i mrazim. Abnormalni vlastnosti organovych kultur byly
experimentalné demonstrovany jiz ve vztahu ke svétlu, a proto dalsim logickym
postupem je prozkoumani fenoméni zptisobenych chladem a mrazem.

Série 100 lahvicek s dobfe rostoucimi kulturami jetdbu oskeruse byla z
inkubacéniho prostoru pfemisténa do bezmrazého prostiedi chladnic¢ky, kde byla tma. V
tomto prostiedi byly kultury ponechany celych 5 mésici. Bylo zjisténo, Ze vSechny
kultury bez rozdilu jsou i pies absenci svétla zelené, olisténé (foto 9). Jejich rist byl
uplné zastaven, ¢imz vysvétluji markantni rozdil oproti stresujicimu vlivu temna na
kultury inkubované v teple (kap. 5.1.2). Chlad tedy zpisobil zastavu zivotnich projevi,

ale bylo jesté tfeba zjistit vliv na vitalitu. Jinak vyjadfeno, ovéfit, zda tak dlouhodobé
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piechovavany nerostouci materidl je skute¢né schopny obnovit rst a tvofit dalsi
mikrotizky.

Dalsi pokusné kultury byly proto zahdjeny kazda z jednoho mikrotizku
pochazejiciho z predeslych kultur, podrobenych chladu. Inkubace probihala normalnim
zpusobem v teple a na svétle a po 6 tydnech byl pokus vyhodnocen: 71 kultur se
rozrostlo a v nejlépe se mnozicich vzniklo az 9 mikrotizka (foto 10). Zbylych 29 kultur
se nerozrostlo, anebo byly odumielé¢. Mize-li byt 71% dale rostoucich kultur
povazovano za uspokojivy pocet, l1ze z toho vyvodit i vhodnou lhitu, po kterou je
mozné kultury bez pasazovani skladovat v chladni¢ce pro pozdéjsi vyuziti. Ta ¢ini 5
mésict. Kultury skladované v chladu, protoze jsou zelené a olisténé a jsou schopny
thned po vystaveni teplu a sv€tlu pokracovat v rastu, nelze oznalit za dormantni.
Predpokladala jsem, Ze nemaji ani navozenou rezistenci vi¢i mrazu. Ovéfila jsem to
tak, Ze jsem sérii 100 kultur piedplisobenych po dobu 2 mésict chladem premistila do
trvale mrazivého prostoru v ledni¢ce. Po 3 mésicich jsem zjistila 100% mrtvych kultur,
prficemz ovSem zjevné¢ nedoSlo k mechanickému plsobeni vody v bunkach, tj. k

roztrhani pletiv. Kultury pouze ztratily zelen zivych pletiv a zjevné odumiely (foto 11).

Foto 9.- Organové kultury Sorbus domestica po absolvovani 5 mésicu trvajiciho
skladovani v chladu a temnu.
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Foto 10.- Polykormon vypéstovany in vitro z jediného mikrotizku Sorbus domestica
pochazejiciho z kultury skladované 5 mésicti v chladu a temnu.

Foto 11.- Nekroza kultur Sorbus domestica po absolvovani 2 mésicu chladu v Zivém
stavu a nasledn¢ 3 mésict mrazu s letalnim ucinkem.
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Z popsanych pokust 1ze mit za prokazané, Zze organové kultury jetabu oskeruse
jsou rezistentni vici chladu, ale chladem se u nich nenavozuje dormantni stav spojeny s
rezistenci vaci mrazu. Pti skladovani v chladu se v rostlinach nesyntetizuje takové
mnozstvi ristového inhibitoru, aby zabranilo dal§imu riistu po pieneseni do normalnich
inkubac¢nich podminek. Jmenovité kyselina abscisova, jez je takovym obligatnim
inhibitorem, se podle Zivotnich projevii mikrofizkii zfejmé nenahromadila ani jako
disledek stresu z nedostatecné teploty natolik, aby neptevladal exogenni cytokinin v

médiu jako promotor rastu.

5.2 Ekologicka konstituce kalusové kultury Ulmus glabra

5.2.1 Vztah k acidité

Kalusova kultura modelového druhu Ulmus glabra roste rovnéz velmi dobie v
tekutém médiu s piskovym nosi¢em. Diky tomu bylo mozné piipravit média o troji
rizné acidité, stejné jak je uvedeno u organovych kultur Sorbus domestica. Kazda
kultura byla pfipravena v sérii 30 lahvi¢ek a zahajena inokulem 5-8 mm velkého kusu
pletiva. Kvantitativni vyjadieni riistu se vSak u vznikajicich nepravidelné hrudkovitych,
a pfitom rozpadavych utvart hleda stézi. Vyjadfila jsem proto vitalitu kazdé kultury, a
sice pomoci nasledujici odhadové stupnice: odumirajici ¢i stagnujici, anebo rostouci,
anebo rapidné rostouci. Kultury hodnocené jako rostouci se za dobu své existence 6
tydnl zvétSily nejvysSe zhruba na dvojnasobek, rapidné rostouci kultury svou velikost
zhruba ztrojnasobily nebo pfirostly jesté vice. Slozeni média a inkuba¢ni podminky jsou

uvedeny v kap. 4.2.

Tab. 3.- Pocty lahvicek s kalusovymi kulturami Ulmus glabra vykazujicimi uréity
stupen vitality (levy sloupec) na médiich s rozdilnou aciditou.

pH4,5  pHS5,8 | pH 74
stagnujici 1 2 2
rostouci 2 3 26
rapidné rostouci 27 25 2
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Tabulka obsahuje odhadnuty parametr (stupen vitality) vyjadfeny jen hrubou
stupnici. Statistické hodnoceni frekven¢ni tabulky jsem neprovedla, nicméné kalusové
pletivo je zjevné acidofilni. Pfi slabé alkalickém médiu se rapidné rostouci kultury
takika nevyskytuji. Optimum piitom zfejmé neni izce ohrani¢eno, nebot’ prvy a druhy

sloupec se opravdu malo lisi.

5.2.2 Vztah ke svétlu

Kultury ovlivnéné pouhou dobou kultivace bez pasazovani, anebo biochemicky
pomoci média specialniho slozeni, ptfechdzeji do stavu embryogenniho pletiva (kap.
5.3.1). Zatimco zprvu bylo pletivo "vatovité", nabyva vzhledu "tvarohovitého".
Logickym krokem v této fazi vyvinu je vystaveni kultur svétlu, aby se projevilo
piipadné zelenani  somatickych embryi. Pravé tento postup poskytl piekvapivy
vysledek. K jeho vyjadieni je pouzita taz stupnice jako v piedeslé kapitole 5.2.1.
Porovnala jsem kultury inkubované v temnu (kontrola) s pokusnou skupinou kultur

inkubovanych na svétle (tab. 4, foto 12).

Tab. 4.- Frekvencni tabulka vyjadiujici rozdil kultur inkubovanych po dobu 6 tydnii se
svételnym rezimem od kontrolnich kultur inkubovanych v temnu.

temno | svétlo
stagnujici (s) 6 4
rostouci (r) 40 16
rapidné rostouci (rr) 4 30
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Fotol2.- Piiklad na svétle vyrostlé kultury Ulmus glabra, hodnocené jako rapfdné
rostouci.

Udaje z tab. 4 lze hodnotit statisticky, nebot’ kazd4 kultura vznikla z ndhodng
odd¢lené casti pochazejici z predeslé generace temnostnich kultur. Kontrolni i pokusnou
skupinu kultur vznikajicich z takto potizenych inokul lze proto povazovat za nahodny
vybér. Udaje o prostiedi i o rostlinach jsou kvalitativni, a proto se hodi chi*test. Pro
ten ucel jsem tabulku transformovala slouc¢enim prvych dvou radki (stagnujici + pouze
rostouci) a tyto kultury jsem souborné¢ oznacila jako "neuspésné", kdezto rapidné

rostouci jako "uspésné" (tab. 5).

Tab. 5.- Transformace tab. 4 na &tyfpolni tabulku k hodnoceni chi*-testem.

uspésné (rr) | nedspésné (s+r)
temno (a)4 (b) 46 | (a+b) 50
svétlo (c) 30 (d) 20 | (ctd) 50
(atc)34 (b+d) 66 | (n) 100
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Podle nulové hypotézy je frekvence "uspéSnych" kultur v obou vybérech
(temnostnich a osvétlenych kulturach) stejna. Vypocet testovaciho kritéria je proveden

takto:

(ad — be)’
ch’=n.
(at+b) (ct+d) (at+c) (b+d)

Podle toho se vypoétené chi’ = 30,12. Nalezena tabulkové kritickd hodnota pro jeden
stupenl volnosti a hladinu pravdépodobnosti 95% je 3,84 (Jositko 1971). Vypoctena
hodnota je vyssi, coz znamend, Ze nulova hypotéza nebyla potvrzena. Lze proto tvrdit,
ze kalusova kultura, je-1i vystavena svétlu, roste 1épe nez v temnu. Prekvapivost tohoto
zjisténi tkvi v tom, ze pletivo na svétle viibec nezelena. Jedinym logickym vysvétlenim
popsaného jevu potom je pozitivni vliv svételné periody pies biorytmus pletiva, jenz je

nejspiSe i pies dediferenciaci zachovan.

5.2.3 Reakce na nizké teploty

Lze si klast otazku, zda se kalusova kultura lis§i od organové kultury, ktera
obstala v chladu a nesnesla mraz. Oba listnace, Sorbus domestica (v organové kultuie) i
Ulmus glabra (v kalusové kultufe), totiz vyrostly ve stejnych inkuba¢nich podminkach.
Pozorovani cilené na zodpovézeni této otdzky bylo provedeno na sérii 50 lahvicek s
aktivné rostoucimi kulturami embryogenniho pletiva, zalozenymi dle metody uvedené v
kap. 4.2. Bez jakéhokoli piedptisobeni chladem byly lahvicky umistény do mraziciho
prostoru obycejné lednicky a vystaveny mrazu po dobu 7 tydnii. Rozmrzdni bylo
pozvolné, nebot’ po dobu 4 dnti byly kultury ponechény jesté v chladu kolem 4 °C. Po
preneseni na Cerstvé médium byly kultury inkubovany normélnim zpiisobem na svétle a
byl sledovéan jejich rist. Tak jsem stanovila, Ze ndhlé zmrazeni pfeZilo 84% kultur.

Pozoruhodna byla pfitom proména jejich fyziologicko-histologického stavu; nové,
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prirtstajici ¢asti mely vzhled pletiva neembryogenniho (foto 13). Teprve nasledné se

pletivo spontanné navratilo k vychozi podobé pletiva embryogenniho.

Foto 13.- Pletivo Ulmus glabra obnovilo po absolvovani udobi mrazu rist. Z ptuvodniho
okrove¢ zbarveného embryogenniho pletiva vyrusta bilé vatovité pletivo neembryogenni.

Po zjisténi rezistence vi€i mrazu jisté neni piekvapenim i opakované¢ ovéfena
odolnost vic¢i chladu. Chlad ma inhibi¢ni u€inek na rist, ale neprojevoval se ani po
Sestitydennim pilisobeni jako Cinitel navozujici vyvin globularnich somatickych embryi

do pokrocilejsiho stadia polarnich embryi torpédovitého tvaru.

5.3 Limity somatické embryogeneze studované u Ulmus glabra
a Abies— hybridu

5.3.1. Troficky a fytohormonalné indukované stavy

Tato kapitola je zaméfena na modelové kultury listnace a jehlicnanu, v prvém

ptipadé pochazejici z pupene dospélého stromu, v druhém ze zygotick¢ho embrya
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vypreparované¢ho z nezralého semene. Tak rozdilné kultury jsou zvoleny proto, aby se
dalo usuzovat, jak specifickou, ¢i nespecifickou platnost mohou ziskané poznatky mit.

Pii embryogenezi je potieba neembryogenni pletivo ziskané z inicidlni faze
prevést v pletivo embryogenni, produkujici globularni somaticka embrya. Tato embrya
se potom mohou vyvijet déle, coz je patrné na zméné tvaru a pod mikroskopem i v
anatomii. Embryo pfipadné zplsobilé k vyvinu skutecnych rostlinek je polarni a ma
anatomicky zjevnd primordia kofene a déloh. Vyvin kalusové kultury je zpravidla
ovlivilovan exogennimi fytohormony, ale i troficky, kdyz je do média ptidan jiny cukr
nez obvyklé sacharoza. Pouziva se laktozy a jesté spolehliveji maltozy.

Pozorovala jsem, Ze inicialni kalusovd kultura jilmu horského se neda
dlouhodob¢ udrzet jako neembryogenni pletivo. Chové se, jako by doslo k produkci
néjakého endogenniho fytohormonu. Do médii je n¢kdy pridavana k navozeni vyvinu a
vyzravani somatickych embryi ABA ¢ili kyselina abscisova (Vookova et Kormut'ak
2003). Tato substance je u rostlin obecné rozsifena a je produkovéana v souvislosti se
starnutim organti, se stresem, anebo s biorytmy. Z tvahy, Ze mozna kultury samy
produkuji pravé ABA, jsem vysla, kdyz jsem pfipravila tfi série kultur po 50
lahvickach, s médii rozdilnych vlastnosti. Kazda kultura byla zapocata z 5-8 mm
velkého oddélku embryogenniho pletiva, pasdzovaného a dobfe se rozristajiciho jiz
jeden rok. Prva, kontrolni série méla médium zakladni, tj. obsahujici cytokinin BAP,
znamy jako stimuldtor antagonisticky vac¢i kyseliné abscisové. Druha série
neobsahovala zadny cytokinin, ale auxin IBA. Tteti série neobsahovala zadny exogenni
fytohormon, ale zdrojem energie byla maltéza (viz kap. 4.2). Maltoza se pravé nékdy
pouziva v kombinaci s ABA. Vliv téchto médii na rostouci pletivo m¢l byt kvalitativni.
Dle ptedpokladu, pod vlivem IBA mohlo pletivo pokracovat v ristu jako obycejny
neembryogenni kalus, kdezto pod vlivem maltézy mohla byt embryogeneze oproti
kontrole pokrocilejsi. Ani uvedené dosti velké série vSak nic takového neukazaly, nebot’
kvalitu pletiva po 7 tydnech inkubace (na svétle) bylo mozno oznacit jen jako vSude
stejnou. V kazdé lahvi¢ce vznikalo embryogenni pletivo, s charakteristickou
"tvarohovitou" (nikoli vatovitou) morfologii i patrnymi globularnimi somatickymi

embryi (foto 14 — 17).
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Foto 14.- Embryogenni pletivo Ulmus glabra pod mikroskopem.
oznacena vznikajici somatickd embrya.

Sipkami jsou

Foto 15.- Kultura jilmu inkubovand na modifikovaném médiu 2 MS s cytokininem
BAP. Pletivo je embryogenni.
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Foto 16.- Kultura jilmu inkubovan4 na modifikovaném médiu % MS s auxinem IBA.
Pletivo je embryogenni.

Foto 17.- Kultura jilmu inkubovand na modifikovaném médiu 2 MS bez fytohormoni,
ale s cukrem maltézou misto sachar6zy. Pletivo je embryogenni.
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Hybridni jedle byla inkubovana ve tmé¢ jednak na SH médiu pro inicialni fazi
somatické embryogeneze, jednak na modifikaci s maltézou misto sachardzy, urcené pro
"vyspivani" somatickych embryi. Ob¢ série sestavaly z 30 lahvic¢ek, naockovanych
pletivem udrzovanym v rustu jiz 13 mésict. Rust pletiva byl zdlouhavy a po 5 mésicich
(bez pasazovani) jsem pozorovala u prvych kultur hlavné neembryogenni pletivo, u
druhych vesmés embryogenni. Za tohoto stavu jsem vSechny kultury vystavila
svételnému rezimu, aby piipadna dobte diferencovand embrya zezelenala. Za dalSich 5
meésict (bez pasazovani) se sice zadné zelenani neprojevilo, ale morfologie pletiv se

behem uplynulého ¢asu u obou sérii sjednotila, byla to pletiva embryogenni (foto 18).

Foto 18.- Pletiva hybridni jedle ziskand v kulturach se sachar6zou (S) a s maltézou (M)
jsou v obou ptipadech embryogenni, ve stadiu tvorby globulédrnich somatickych embryi.

Zestarnuti kultur vedlo i zde ke smazani rozdilnych vlivi média a pletiva
spontanné piesla do faze tvorby globularnich embryi. Z toho Ize usoudit, ze byla
podfizena endogennim fyziologickym pisobkiim. Pozorovany jev je stejny u jilmu i

jedle.
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5.3.2 Reakce kalusového pletiva na mechanickou disturbanci a desikaci

Pti pasdzovani kalusovych kultur se provadi také jejich déleni, tedy vlastné
mechanické rozruseni. Kdyz pletivo roste v tekutém médiu na piskovém nosici, je
moznost rozptyleni zivnych i odpadnich latek do daleko vétsitho objemu neZ na plose
gelovitého média. Uvedené dvé skutecnosti mne vedly k Givaze, ze prozkoumani reakce
kalusového pletiva na disturbanci by mohlo byt nejen zajimavé, ale i1 prakticky
vyuzitelné. Empiricky bylo ptedem zifejmé, ze kultury jilmu i hybridni jedle jsou na
tento ekologicky vliv znacné odolné. Pro presnéjsi prokazani této zkuSenosti jsem
pouzila embryogenni pletivo hybridni jedle. Experimentalné méla byt potvrzena
hypotéza, ze disturbanci 1ze docilit zlepSeného vyuziti média a prostoru in vitro. Pro
kvalitativni posudek jsem zalozila 40 kultur (kap. 4.2). Po 4 tydnech od naockovéni
jsem je rozdélila na kontrolni skupinu a zkusebni skupinu. Kontrolni skupina byla pouze
v celistvém stavu pfenesena na Cerstvé médium, kdezto zkusebni skupina byla bez
pasazovani mechanicky disturbovana; pletivo bylo razantnim protfepanim s piskem
rozlamano na kousky mensi nez 3 mm. Pisek a pletivo maji rozdilnou specifickou véhu,
a proto po tomto zasahu je mozné znovu vytvofit z pisku Sikmou plochu, s fragmenty
pletiva na povrchu. Vyhodnoceni bylo provedeno po 5 mésicich, kdy kontrolni skupina
prave projevila ptiznaky starnuti (foto 19).

Skupiny se od sebe vesmés neliSily kvalitou pletiva, nebot’ to bylo v obou
pfipadech embryogenni. Rozdil byl ovSem v tom, ze kontrolni kultury mély tvar
hrudkovity, kdezto zkusebni skupina vesmés vytvorila souvislé porosty po Sikmé plose
nosi¢e. Zadné znamky strarnuti je$td ani po uvedené dlouhé dob& od nao¢kovani
nejevily (foto 20). Pozorované chovani po disturbanci Ize proto interpretovat také jako
prodlouZeni zivotnosti jednotlivych subkultur.

Jestlize disperze pletiva v pokusnych kulturach znamenala vyhodnéjsi distribuci
nez shluky v kontrolnich kulturdch, pak mezi voln€ spojenymi bunkami nejspise
dochazi k soutézi o pristup ke zdrojim. Nékteré Casti shlouceného nedisturbovaného
kalusu nejpravdépodobnéji praveé proto casem odumiraly.

Bylo také vyzkouSeno, Ze pisek je jako nosi¢ vyhodny tim, Ze pfi disturbanci

funguje jako mechanické agens. Doporucena zrnitost (kap. 4.2) je pfi tom dilezita.
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Foto 19.- Prvni pfiznaky stdrnuti kultury hybridni jedle, spocivajici v pocinajici
nekrdze, hnédnuti nejstarsich bun¢k V tomto stadiu byly takovéto kultury neovlivnéné
disturbanci porovnany s kulturami disturbovanymi.

Foto 20.- Kazda z disturbovanych kultur () méla vyhodné&jsi, rozsahlejsi disperzi nez
kontrolni kultury neovlivnéné disturbanci (P).
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Experimentatoti vSak uzivaji jest¢ jiny zptisob disturbance, a sice osychanim
embryogenniho pletiva ve sterilnich podminkach, aby doslo k vyspivani somatickych
embryi zalozenych v embryogennim pletivu. Toto naruseni rostlinného pletiva jsouciho
bez jakékoli ochrany pokozkou lze také vysvétlovat jako drasticky stres z nedostatku
vody. Vysychani proto musi byt pozvolné a mirné. Jestlize vSak bylo byt jen mirné
desikaci na vlhkém pisku v lahvicce vystaveno pletivo jilmu anebo hybridni jedle,
reagovalo ve 100% piipada rekalcitranci.”  Zustalo dlouho Zivé, aviak nikdy nebylo
schopné obnovit po opétném pieneseni do média riist nebo néjak dale vyvijet somaticka

embrya.

5.3.3 Vitalita kalusovych kultur jilmu a hybridni jedle

U mateénych stromt, hybridni jedle a jilmu, je déna pfirozend zivotnost,
omezena délka zivota. Jak je to vSak u neustdle délenych a v organy nediferencovanych
kalusovych kultur? V literatufe (viz kap. 2) jsou zminky o tom, ze ve skutecnosti se
celkova délka Zivota takovych kultur pocitd jen na mésice, nanejvySe na roky. Jak
vypada smrt stromu se vSeobecné vi. Smrt kalusové kultury je ovSem také po vSech
strankach zajimavym fenoménem, nebot' omezuje potencidlni vyuzitelnost kultur in
vitro.

Podle mych cetnych pozorovéani vztahujicich se k experimentiim rtizného typu
se s kazdym, byt i v€asnym pasazovanim snizuje schopnost specializace bunék. Je to
jev znadmy i z literatury, kdy somaticka embrya diferencovana natolik, aby z nich mohly
vznikat alesponi v malém poctu rostlinky, jsou tvofena jen v inicidlni nebo prvni
nasledné generaci kultur. Dokumentuji zajimavou proménu v ¢asnych generacich jilmu,

kdyz z inicialni temnostni kultury ockované explantovanym pupenem dne 30.3.2006 na

Rekalcitrance [angl. recalcitrance]: Nezddouci a vétSinou ireverzibilni stav
nastavajici u kultur in vitro, kdy buiiky, pletiva nebo organy ustrnou ve vyvinu i riistu a
ac¢ jsou zivé, nereaguji ani na zménéné kultivaéni podminky (recalcitro = piistup
odpiram, vyhazuji — o koni). Pfi¢iny jsou spatfovany v ekologické konstituci rostlinného
materidlu (donora), manipulacich in vitro a stresorech in vitro. Vazny problém v
biotechnologii. Ptiklad uziti terminu: Benson 2000.
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72 MS médium byl material pasdZovan a nadale udrZzovan v temnu, a presto se kromé
kalusu vytvortil zeleny Gtvar podobny zakladu stonku (foto 21).

Kdyz byl v dalsi generaci jilm inkubovan pii svételném rezimu, byl sice
pozorovatelny rapidni rast dediferencovaného pletiva, ale diferencovand pletiva
abortovala. Nov¢ vznikal jen tu a tam v dediferencovaném pletivu 1 maly zeleny sektor
ze specializovanych asimilujicich buné€k (foto 22). Morfologicky ovSem viibec neslo ani
o somatické embryo, ani o pocinajici organogenezi. V prubéhu celého dalSiho zivota

tohoto histologického materidlu se jiz tato schopnost specilalizace bunc¢k nikdy

neprojevovala.

Foto 21.- Zeleny diferenéovan}? Gtvar vznikly v poué 4 tydny trvajici kalusové kultute
Ulmus glabra.

Kalus presel v embryogenni pletivo a byl v dalSich generacich kultur udrzovan
na 2 MS médiu s obsahem hydrolyzatu kaseinu a cytokininu BAP (kap. 4.2). Ve stavu
dokumentovaném dne 7. 8. 2008, tedy po 28 mésicich, jiz toto pletivo stagnovalo, témét
nepfirtstalo a nereagovalo na uvedeny exogenni stimuldtor. Tento stav lze oznacit jako
rekalcitranci, zptsobujici nepouzitelnost materidlu k dal$im experimentim, pfestoze

pletivo nelze prohlasit za mrtvé (foto 23).
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h kultur Ulmus glabra inkubovanych pfi
svételném rezimu se naposledy objevovaly zelené specializované burky.

Foto 22. U sedmimésic¢nich pasdzovanyc

Al

o
ia.

ad
Hrudky embryogenniho pletiva, velké 2-3 cm, jsou Zivé a nerostou (rekalcitrance).
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Hybridni jedle rostla z vypreparovanych jesté se vyvijejicich bilych zygotickych
embryi v inicialni kultufe na pevném SH médiu tak, Ze po mésici inkubace v temnu
zalala tvofit tzv. embryonalni suspensorovou masu (ESM)."" Pasazovani jsem
provadéla s odstupem 7 tydnl a zjistila jsem, Ze po preneseni na modifikaci média s
maltézou mohou nékteré povrchové "ostrivky" pletiva na svétle béhem této
sedmitydenni subkultury zezelenat (foto 24). Nejsem si vSak jista, zda tato specializace
bunék byla pritvodnim jevem pii vyvinu somatickych embryi. Stejné€ jako v ptipadé
jilmu, ze zelenych Casti se nic nevyvinulo a tato schopnost zelenat se pozdéji u
embryogenniho pletiva vytraci, a¢ pletivo i nadale dobie roste i1 tvoii globularni

somatickd embrya (kap. 5.3.1, foto 18).

Addand

bb

bbb b b

Foto 24.- Povrchové bunky tohoto
kalusového pletiva hybridni jedle
na svétle zezelenaly.

13

" Ze zygoty vznika bun&énym délenim jednak zarodek (embryo), jednak zavésovadlo
(suspensor), jimz je zarodek spojen s matetskym organismem. Po extirpci embrya a
inokulaci se zpravidla na stran¢ suspensoru zacne tvofit embryogenni pletivo vyuzitelné
pfi somatické embryogenezi. Tomuto pletivu patii uvedené oznaceni. Piiklad uZziti

terminu: Mathur 2001.
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Z ptehledu literatury (kap. 2) je ovSem ziejmé, ze pro kultury in vitro se leckdy
¢asem nalezne jiné vyuziti nez k produkci sazenic. Zivotnost kalusovych kultur zistava
proto zajimavym aspektem. Pod vlivem ptedeslych poznatki, ze tekuté médium s
piskovym nosi¢em mize pifindSet markantni zlepSeni zivotnich podminek a vést k
vitalngjSim kulturdm nez je bézné, jsem piipravila srovnavaci experiment. Ziskané
kalusové pletivo jsem naockovala na plvodni modifikaci SH média (Vookova et
Kormut'ék 2003) zpevnéného 6% agaru a tim jsem vytvotila kontrolni soubor 20 kultur.
Totéz médium v tekutém stavu jsem u stejné velkého souboru pokusného pouzila s
piskovym nosic¢em (kap. 4.2). Protoze inokulum bylo vSude piiblizné¢ stejné velké, bylo
mozné po uplynuti 8 tydnl inkubace jiz odhadovat, zda inokulum rapidné rostlo
(znaceno RR), tj. zvétSilo objem zjevné vice nez alespont dvojndsobné. Ptipady, kdy
inokulum sice rostlo, ale nanejvyse se zdvojnasobilo, byly oznaceny R. Pokud inokulum
odumfelo, bylo oznaceno O. Tak hrubym odhadim sice neni adekvatni statistické

testovani, nicméné viditelny fenomén lze znazornit diagramy (obr. 1).

mO

ORR

agar pisek

Obr. 1.- Pozitivni vliv tekutého média s piskovym nosi¢em ve srovnani s pevnym
agarovym médiem podle experimetu s kalusovymi kulturami hybridni jedle. (O =
odumfelé, R = rostouci, RR = rapidné rostouci)

62



PresvédCivy kvalitativni rozdil, ilustrujici vliv zpevnéného a tekutého média, je i
na fotodokumenttech (foto 25 a 26). Kazd4 z téchto fotografii reprezentuje "typické", tj.
podle obr. 1 relativné nejvice zastoupené piipady kultur.

Kultury jilmu a hybridni jedle projevily velmi podobné vlastnosti. Jejich
schopnost tvofit builkky s chlorofylem se Casem vytraci, mezi ranymi a pozdéjSimi
subkulturami je tudiz rozdil ve fyziologické konstituci. Vitalita, posuzovana podle
schopnosti rozriistat se, klesa po delSim Case v tfadu mésict. Lze ji vSak kladné
ovliviiovat a jako ucinné byly prokazany dvé jednoduché metody, spocivajici v uziti

piskového nosice s tekutym médiem a v uplatnéni mechanické disturbance.

5.4 Vitalita a rezistence mikrorizka Sorbus domestica

Mikrotizek pochazejici z organové kultury (kap. 5.1) je subtilni rostlinnd cast,
mensi oproti obycejnému bylinnému fizku, a také zchoulostivéla nanoklimatem uvniti
kultivacni sklenicky. Také jeho fyziologickd konstituce je zvlastni, nebot je i po
vyjmuti z kultury in vitro ovlivnén pfijatym exogennim cytokininem, fungujicim pfti
mikropropagaci jako promotor proliferace. Uginek cytokininu je, pokud se tyka potieby
zakofenit mikrofizek, antagonisticky auxiniim. Zakofeniovani mikrofizkl je vSeobecné
nejslabsim ¢lankem mikropropagace. Obvyklou praxi je pfevedeni kultur in vitro na
sterilni zakofetiovaci kultury. Ty obsahuji néktery z auxinti (ponejvice IBA) a nékdy i
dalsi substance, jako je aktivni uhli rozptylené v agarovém médiu aj. Vyckava se na
vytvoreni kofentl, a teprve potom dochazi k pfenosu extra vitrum a aklimatizaci.

Subkulturu na médiu s obsahem auxinu v pfipadé zkoumané¢ho druhu S
domestica pouzivali Arrillaga, Marzo et Segura (1991). Misto opakovani jimi
provéfeného postupu jsem zacala experimentovat se zpracovanim mikrofizki
zahradnickym zplsobem.

Vyhonky piimo z rostoucich organovych kultur maji v pazdi listd wzlabni
pupeny, a proto z nich Ize udélat nejen vrcholové, ale 1 osové tizky. Zahradnicka prace
s mikrotizky se v ni¢em neli$i od bézné prace s bylinnymi (mékkymi) fizky dfevin.

Prvni kofeny se objevuji u obou typt fizki skoro synchronné za 2 tydny a od té doby
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maji byt rostlinky jiz otuzovany. Neuvadim statistické vyhodnoceni, protoze pti pouziti
kvalitnich, nikoli zcela slabych a pfili§ kratkych (méné nez 2 cm) mikrotizkli a
opatrném otuzovani mirnym vétranim, sniZzujicim vice a vice vzduSnou vlhkost, se
zakofenélé tizky musi preCkat v bezmrazém chladném skleniku, nebot maji
nezdievnatéld pletiva a jsou jesté pod vlivem cytokininu z kultur in vitro. Proto jim
neopadavaji listy, anebo opadévaji jen Castecné, prestoze pfirozené osvétleni pii zimni
fotoperiodé je ptirozenym induktorem dormance. Vysadba do venkovni $kolky byla
kvtli nebezpeci pozdnich mrazikl pro olisténé sazenice provedena az v poloviné kvétna
(foto 27 az 30).

ZkouSela jsem dale, zda mikrofizky pochdzejici z kultur podrobenych
chladnému obdobi (kap. 5.1.3) jsou také ptipraveny k rychlému ristu, a proto i dobrému
zakofenéni. Opak se projevil, kdyz bylo jiz nékolik hodin po nafizkovéani pozorovana
rychle postupujici hniloba, navzdory chemickému oSetfeni proti mnozarenskym
mykozam (kap. 4.2). Podil ptezivSich kofenicich rostlinek byl bezvyznamny a tento
zpisob fizkovani oznaCuji za nevhodny. Po pulsobeni chladu, zpravidla kvili
zakonzervovani kultur, je nutno pokracovat inkubaci na multiplikacnim médiu in vitro.
Az kdyz je obnoveno pfirtistani vyhonki, 1ze ziskat mikrotizky vhodné k zakotenovani.
Ackoli tedy organové kultury podrobené chladovému obdobi vypadaji vitalné (foto 9),
jejich fyziolologickd kondice zpiisobuje minimalni rezistenci k vné&j§im vlivim po
vyjmuti z lahvicek, specidlné vii€i patogennim houbam.

Je patrné, ze dokumentované experimentovani se zakotenovanim mikrotizkl v
nesterilnich podminkach je slibné pro pouziti ve Skolkaiské praxi. Vznikd ovSem
logicka otazka, zda kofenovy systém ze samych adventivnich kotend, a tedy odlisny od
semenackld s primdrnim kofenem, je zpusobily k vyvinu vitdlni sazenice. Kvalita
sazenic zhruba za rok od vyjmuti z lahvic¢ek, provedeného dne 10. srpna 2007, je
dolozena fotografii pofizenou na pozemku Botanické zahrady Liberec dne 13.zati 2008.
K tomuto datu byl jiz ukoncen rist stonku v prvni vegetacni sezon¢€ a u fotografovanych
exemplafti dosahl 70 a 72 cm. Vitalita je zjevné a u vSech sazenic vyborna (foto 31).

Podzimni opad listti probéhl normalné.
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Foto 26.- Rapidné rostoucti kulry hybidni jedl pfi pouziti tekutého média s piskom
nosi¢em, inkubované soubézné s kulturami z foto 25.
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10. cervence 2007

9. srpna 2007

14. dubna 2008

31. ¢ervence 2008

Foto 27 az 30.- Ontogeneze jetdbu oskeruse pocinajici od jedincti pravé vyjmutych z
organové kultury.
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Foto 31.- Za pouhych 14
mesicit od vyjmuti z orga-
nové kultury dosahly tyto
exemplafe jefdbu oskeruse
délky kminku 70 a 72 cm.

6. Diskuze

S mikropropagaci jefabu oskeruSe se experimentuje zejména v zahranici a pocet
nalezenych studii na toto téma je nevelky. Pti diskuzi lze ptihlizet také k poznatkiim o
blizce piibuzném jefabu ptac¢im (Sorbus aucuparia L.), s nimz se ¢astéji pracovalo také
v Ceskych laboratofich. Optimalizace médii a kultiva¢nich podminek je spole€nym
predmétem vsech takto vzniklych studii, nicméné mij z4jem se soustied’'uje na celkové
(i pti experimentech nevitané) ekofyziologické chovani rostlinného materialu. Leckdy

je jako vedlejsi nezaddouci efekt zminiovéano jen letmo a neni dokumentovano, nicméné
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ve svétle poznatkll z kap. 5.1 a 5.4 predlozené dizertacni prace jsou i takové zminky
pouzitelné k diskuzi.

Na Slovensku se po 2 roky zkoumaly vlastnosti riznych klont jefabu oskeruse a
pfi tom bylo, stejné jako pfi mych experimentech, pouzito inicidlnich kultur z embryi
vyjmutych ze zralych semen. Inicidlni 1 multiplika¢ni organové kultury byly téz
udrZzovany na 2 MS médiu. Je zajimavé, ze zatimco inicidlni kultura probihala na
médiu obsahujicim z fytohormonti pouze cytokinin BAP, multiplikacni subkultury
potifebovaly podle autori jesté ptidavek 0,04 mg/l auxinu IBA ¢ili kyseliny
indolylmaselné (Miko, Gazo et Biros¢ikova 2004).“ Podle mych poznatka je tento
exogenni fytohormon zcela zbyte¢ny, nebot’ i bez né&j za urcitych podminek kultury
dobfe rostou a zjevné maji dostatek endogenniho auxinu. Postacuje tudiz nechat piisobit
pouze zminény cytokinin, promotor multiplikace vyhonki. Je to dulezité proto, ze
auxiny pi1 organogenezi pusobi vzdy podle poméru vic¢i cytokinintim: Podporuji
apikdlni dominanci, kdezto pii dominanci cytokininil je apikalni dominance potlacovana
a z adventivnich pupent zakladanych uvniti pletiv vznika vice stejné disponovanych
vyhonki. Pravé to je cilem multiplika¢nich subkultur pro produkci mikrotizkl. Zde je
nutno pii diskuzi nad naznacenym rozporem poukazat na rozdil mezi uzitim v podstaté
téhoz média citovanymi autory a v experimentech prezentovanych v predlozené praci.
Na zékladé ptedeslych stanoveni provedenych s jinym druhem jefdbu jsem vyuzila
prednosti kombinace média v tekutém stavu s piskovym nosi¢em (Prknova 2007).
Jestlize ptredesle citovani autofi potfebovali k dosazeni dobrého pfirtistani kultur jako
stimulator rastu dodéavat auxin, lze to nejpravdépodobnéji vysvétlit nutnosti prekondvat
dasledky brzy se zhorSujiciho zédsobovani zvétSujicich se orgdnl spocivajicich na malé
sty¢né plosce s pevnym povrchem zivného média. Na modelu Sorbus domestica jsem
rozdil mezi obéma metodami pouziti /2 MS média prokazala statisticky vyznamnymi
soubory dat (tab. 1). Po ekologické strance lze konstatovat, Ze u rostlinného materialu
bez moZnosti piijimat ziviny normalné pomoci kotfenl, a tedy vyuZzivajiciho
mimokofenové vyzivy, je nutno jako podstatny faktor brat v tivahu rozsah a zplsob
styku s médiem. Mnozi experimentatoti, kdyz uzivali vzitych laboratornich postupt,

tento vlastné¢ velmi logicky a nabizejici se fakt zcela opominuli (Chalupa 1988,

¥V ptipadé Saucuparia L. totéZ publikovali Lall, Mandegaran et Roberts (2006).
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Arrillaga, Marzo et Segura 1991, Mauleova, Vitamvas et Tusek 2004, Lall, Mandegaran
et Roberts 2006, etc.). Agarem zpevnéné médium sice vypadé jako "Cisty" laboratorni
prostiedek pfipravovany ve standardni kvalité pfesné opakovatelnym postupem, avSak
jaky je to omyl jsem popsala a zdlraznila jiz diive (Prknova 2004, 2007). V tom vSak
nejsem jedind a ani nemam primat, nebot’ s tekutymi médii v kombinaci s jinymi nez
gelovymi nosici experientovali 1 jini autofi a pfimo piskovy nosi¢ byl s tspéchem pouzit
jiz pro organové kultury bylinnych druhii (Studnicka 1989, Tanimoto et Kagi 1994).
Dalsi alternativy nosic¢ti vhodnych pii pouziti tekutych médii, zkousenych na riznych
pracovistich, jsem uvedla ve své diivéjsi praci (Prknova 2007). Kdyby se vztah k
substratu tykal normélni ekologie a nikoli kultur in vitro, bylo by mozné vyjadiit jej
terminem "hygrofyt" (druh vlhkomilny). Jetdb oskeruse ovSem v normalnich
podminkach hygrofytem naprosto neni a je naopak povazovan za druh odolny vici
suchu (Prudi¢ 1998, Kubat 2005-2007, Paganova 2008). V daném piipadé se ovSem
nesnazim o hticky se slovy, ale je to prvni pfileZitost poukazat na hluboky rozdil v
manifestaci téze genetické vybavy v rozdilnych situacich. Jinak vyjadieno, poznané a
dolozené chovani orgdnovych kultur jefdbu oskeruSe je prokdzanym signalem, ze pfi
mikropropagaci bude tfeba pocitat s ekologii druhu specifickou pro kultury in vitro.

Na predeslé prvni zjisténi jsem navazala prozkoumanim vztahu tychz kultur ke
svétlu (kap. 5.1.2). Je vSeobecné znamo, Ze jestlize jsou organové kultury inkubovany
pii umélé konstantni fotoperiodé a stimulovany cytokininem obsazenym v médiu, nejevi
ro¢ni bioperiodicitu. Jako v listopadu se vSak za¢nou pryty Sorbus domestica v téchto
kulturach chovat, jestlize se zrusi svételny pozitek, tj. zacnou byt inkubovéany v temnu.
Nestane se to vSak, kdyz se ptida plsobeni chladu (kap. 5.1.3). Po procteni zevrubné
monografické studie o kyselin¢ abscisové (Addicott et Lyon 1969) povazuji prave tento
rostlinny inhibitor za nejpravdépodobnéjsi pfiinu pozorovanych fenoménti, a¢ bez
biochemické erudice a piislusného vybaveni jsem se nemohla pokusit ji pfimo prokézat.
Tato latka je totiz dosti univerzalni pii reakcich rostlin na stresy a pii pfechodu do
dormantniho stavu. Pozorovand senescence zplsobena stresem z nedostatku svétla pfi
inkubaci v teplot¢ vhodné k rustu nenastane v chladu, kdyz jsou pravé chladem
biosyntetick¢é pochody zpomaleny ¢i zastaveny. Je-li tato tivaha spravna, potom pfii
kulturach in vitro je nutno pocitat s produkci kyseliny abscisové nejstarSimi listy, a

protoze odumielé bunky podléhaji autolyze, tato ve vod¢ rozpustna latka se muze

69



octnout v médiu a v uzavieném prostoru muze zpétn¢ pusobit jako exogenni
fytohormon. Exogenni plisobeni kyseliny abscisové bylo skutecné experimentalné
prokazano, 1 kdyz na jiném rostlinném materidlu (Studnicka 1989). Podruhé tedy
konstatuji, Ze ekofyziologie in vitro je zcela svérdzna a porozumime-li ji vice, mohou
nabyt zvlastniho vyznamu takové jevy, jako je lepsi ¢i horsi difuze latek v gelovitych a
tekutych médiich (Prknova 2007).

Plsobenim chladu na organové kultury se podafilo na celé¢ mésice pozastavit rst
a zase jej inkubaci in vitro teplem a svétlem navodit. Tim jsem potvrdila poznatky
autorti citovanych v piehledné kapitole 2.4, ziskané u jinych listna¢i. Prakticky vyznam
je velky, nebot moznost zakonzervovat zdsobu mikrofizkli ve formé zchlazenych
organovych kultur in vitro ¢ini mikropropagaci v provoznich podminkach flexibilngjsi i
levngj$i (material 1ze skladovat; odpada nutnost ¢astého pasazovani). Je ovsem nutné
neptehlédnout dals$i moje zjisténi, ze takto oSetfené mikrotizky nelze pouzit pfimo k
zakofeniovani, ale je nutna subkultura na obnoveni riistu pryta (kap. 5.4).

Féaze multiplikacni byla tedy uspokojivym zptisobem dofeSena a odzkouSena. Po
ni vSak nastava faze zakofenovani mikrofizkli, predstavujici samostatny problém.
Zajimaveé se experimentovalo se zakofenovanim mikrofizkiit komeréné vyznamnych
dfevin, naptiklad rtiznych odrtid jabloni. Tvorba kofenli byla navozena in vitro znaéné
komplikovanym zplsobem: Pfed pasdzovanim na specialni zakotenovaci médium byly
mikrofizky infikovany Ccistou kulturou Agrobacterium rhizogenes. Tato bakterie
indukuje zakofenovani tim, ze malou ¢ast svého genomu s informaci pro rhizogenni
ucinek véleni do genomu napadenych bun¢k rostliny. Po vytvofeni kotfenti bylo potieba
dal§i médium, obsahujici antibiotikum usmrcujici tuto bakterii. Teprve potom byly
mikrotizky pouzitelé k pfevedeni na pfirozeny substrat (Damiano et Monticelli 1998). S
odstupem 10 let 1ze konstatovat, ze tato metoda se neprosadila.

Jiz v kap. 5.4 jsem zminila nejcastéjSi zpiisob, pfi némz se navozuje tvorba
kofend in vitro pomoci nékterého auxinu, pfipadné dalSich aditiv (aktivni uhli aj.).
Podrobnosti k zakofeniovani in vitro timto zpisobem byly v literatufe popsany také v
souvislosti s tendenci podpotit lesnické i jiné vyuziti tfe$né ptaci (Prunus avium L.)
diky klonovani pomoci organovych kultur (Hammatt et Grant 1997, Muna et al. 1999,
Mala et al. 2002). V piipadé S domestica se také dosud postupovalo timto
komplikovanym zpisobem (Arrillaga, Marzo et Segura 1991, Miko, Gazo et
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Miros¢ikova 2004). Prokéazala jsem vsak, ze mikrotizky jsou diky vysoké vitalité¢ a
rezistenci vici zmén¢ vSech vnéjsich podminek kromé teploty a osvétleni disponovany
k zakofeniovani pifimo v nesterilnich podminkéach do zahradnického substratu. Také pii
tomto postupu je uplatnén auxin, a sice kyselina naftyloctova v kombinaci se podptrné
ptsobici kyselinou nikotinovou. Po urcitou dobu také jesté pasobi "historicky faktor",
spocivajici v jiZ zminovaném zruSeni pfirozen¢ho biorytmu. Osvéd¢ilo se mi tedy prvni
prezimovani ftizkovancli v chladném skleniku. V literatufe jsem nalezla zpradvu o
zakofeniovani né¢kolika druhli jetdbll vcetné jefabu oskeruse tim zplsobem, ze
mikrotizky byly pfedplsobeny auxinem pomoci subkultury in vitro a ve stavu, kdy
nckteré vyhdnély kofeny a nékteré nikoli, byly vyjmuty ze skla a nasdzeny do pudy
(Piagnani et Bassi 2000). Kofenily potom vSechny. Tuto pfechodnou subkulturu in vitro
lze ovSem na zékladé mych poznatkli povazovat za zbyteCnou. Zaujala mne jesté
moznost zlepSit zakotfenovani kazdodennim postiikovanim mikrofizki tresSné ptaci 1,0
mM roztokem kyseliny askorbové (Vassar 2003). Je to podnét pro pozdéjsi overeni
této praktiky téz u jefdbu oskeruse.

Zahradnické oSetfovani sazenic jetabu oskeruse pochazejicich z laboratote vedlo
az k vysledné vysce = 70 cm dosazené za 14 mésicti od vyjmuti ze skla (kap. 5.4).
Rapidni rist nastal po pfesazeni z kvétnikii do volné pidy, kde se mohla vyvinout
rozmérnéjsi rhizosféra. V literatufe jsem nalezla Udaj, Ze pii vysevu za umélych
podminek se podaftilo za jednu vegetacni sezonu ziskat semenacky 80 az 120 cm vysoké
(Rohmeder 1951 non vidi, sec. Prudi¢ 2000). Vzrastnost exemplaiti z mikrotizkll neni
ve srovnani s tim nijak podfadna. Na zaklad¢ tohoto poznatku lze povaZzovat za nadéjny
navazny projekt cileny na srovndvaci morfologické studium vcetné rhizologickych
rozborti a biometriky. M¢l by se tykat dostate¢né velkych souborti generativné a
vegetativné (tj. mikropropagaci) mnozenych jedincti pochazejicich z téhoz mate¢ného
stromu a mél by byt realizovan soubézné pro oba typy sazenic na pokusnych
Skolkatskych plochach.

Diskusi k vysledkim kultivace jilmu horského (Ulmus glabra) lze oteviit
lapidarnim konstatovanim, Ze se mi nezdafila produkce mladych jedinct. Kultura
embryogenniho pletiva se ovSem rozrastala velmi dobfe. Literarni prameny jsou se
zfetelem na poznatky uvedené v kap. 4.1 a 5.2 neobycejné zajimavé. Bylo-li pouzito

jako primarniho explantatu uzlabnich pupenti odebranych v unoru z vétvicek 80letého
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stromu, potom na MS médiu s obsahem 0,2 mg/l BAP + 0,1 mg/l IBA vznikla organova
kultura (Mala et al. 2005). Jini autofi postupovali podobnym zplsobem, odebrali
pupeny v bieznu a pouzili médium oznacované WPM bez fytohormonti (Biros¢ikova et
al. 2004). Tito autofi ovSem v rozporu s predeslou praci udavaji, ze material ze 70letého
stromu projevoval rekalcitranci, tj. nerostl. Z pupent mladého 15letého jedince ovSem
pupeny, piipadné Spicky ¢i segmenty vyhont, mohou byt zdrojem orgdnovych kultur
jediné kdyz média neobsahuji fytohormony nebo jen velmi nizké koncentrace. Je-li vice
cytokininu, vzniké kalus (Chalupa 1994). Zde nachazim piicinu chovani pupent jilmu
na médiu s relativné vysokym obsahem 1 mg/l cytokininu BAP, na némz vznikal pfi
mych experimentech bujné rostouci kalus. V kontrastu s tim Ize uvést organové kultury
kultivaru jilmu "Pioneer’, které rostly na MS médiu i pfi velmi vysoké koncentraci 2,2
mg/l cytokininu BAP (Fink et al. 1986).

Corredoira, Vieitez et Ballester (2002, 2003) experimentovali s kalusovym
pletivem odvozenym z nezralych zygotickych embryi Ulmus glabra a U. minor a na
modifikovaném MS médiu sporadicky dosdhli vzniku somatickych embryi.
Konstatovali vSak, ze pro zZivot téchto embryi je nezbytné tekuté¢ médium, kdezto na
zpevnéném médiu dochazi k hnédnuti 1 desikaci. Tekuté médium oznacuji za podstatné.
To je v souladu s mymi poznatky, i kdyZ jsem dosdhla pouze somatickych embryi v
casném globuldrnim stadiu. Pokud byl ovSem kalus ziskdn z dospé€lého stromu,
somatickd embrya se nedafilo ziskat viibec (0. c. 2002). I embrya, kterd tito autofi
vypéstovali do stavu dobie vyvinutych déloh a zdkladi priméarniho kofene, byla
defektni, protoze jejich apikdlni meristém byl zakrn€ly nebo chybél uplné. Nebyla
nasledkem toho schopna dal§i morfogeneze. Somatickd embryogeneze U. glabra tedy
je cestou problematickou. Nicméné pokusy s kalusovym pletivem U. minor ziskanym z
vegetativnich ¢asti, kdy primarnim explantatem byly segmenty listi odebranych z
organovych kultur in vitro, byly Uspésné az po zakotenéni rostlinek do normdlni pady
(Conde, Loureiro et Santos 2004). K indukci tvorby kalusu z listd bylo pouzito
modifikované MS médium s obsahem 0,5 nebo 1,0 mg/l kyseliny 2,4-

dichlorfenoxyoctové™. Tvorba embryi musela byt podpofena téZ kinetinem (alternativa

% Synteticky fytohormon ze skupiny auxinii.
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mnou pouzivaného BAP). Druh U. minor je tedy piipadem dfeviny, kde je
mikropropagace moZna organovou i kalusovou kulturou. Je to také zfejmé poprvé, kdy
bylo dosazeno u néckterého druhu jilmu somatické embryogeneze z organt
pochazejicich z dospélého jedince a nikoli z nezralého semene, jak je obvyklé. Je
pozoruhodné, Ze uvedeni autofi také piiznavaji asi 60procentni mortalitu embryi na
pevném médiu v disledku desikace i1 pfi Castém pasdzovani. Znovu tedy muze byt
pfipomenuta vyhodnost tekutého média v kombinaci s piskovym nosi¢em, jak jsem je
odzkousela na U. glabra.

Se zietelem na vytCené cile této dizertacni prace je nalezeni "slepé ulicky" pfi
kultivaci kalusovych kultur U. glabra neuspéchem, nebot’ produkce embryogenniho
pletiva nestaci. Miize vSak pomoci k akceptovani reality v podobé limitu somatické
embryogeneze dané¢ho druhu a nasmérovani dalsich projektl u tohoto materialu spise na
organov¢ kultury in vitro.

V ptehledu literatury, v zavéru kap. 2.1, jsem uvedla piiklad vedlejsiho vyuziti
kalusové kultury jilmu in vitro. S rostoucim pletivem jsem proto laborovala, abych
popsala jeho vlastnosti. Je samoziejmé, ze vztah pletiva k prostfedi musi byt jiny nez je
tomu u integralniho organismu. Napiiklad zatimco pletivo je acidofilni, stromy jsou
vuci pH pidy naprosto tolerantni (Svoboda 1953). Tvorba kalusového pletiva se
obvykle indukuje ve tmé& (Corredoira, Vieitez et Ballester 2002, etc.) a ve tmé také
muze byt dlouhodobé péstovano. M1j vysledek, podle né¢hoz toto nezelené pletivo roste
1épe na svétle nez ve tmé¢, je kvantifikovan pomoci velmi hrubych odhadu (tab. 4). Je
ovSem natolik zvlastni, ze by v ramci dalSiho vyzkumu stil za ovéfeni napiiklad
vazenim inokula a konecného produktu. Prokézalo by se tim, Ze i nespecializované
buitky maji funkéni fytochromovy systém.  Praktické disledky pro laboratorni
metodiku, potvrdi-li se tento novy poznatek, by byl: Inkubaci kalusového pletiva za
ucelem maximalni produkce neprovadét tradicnim zplisobem v temnu, ale na svétle.
Diikaz, ze nediferencované pletivo nepotiebuje na rozdil od pletiv v organech Zadnou
fyziologickou pfipravu k ziskani rezistence vii€i mrazu, je téZ pozoruhodny. I to ma
vyuziti v laboratofich, nebot’ ptfipadd v tvahu velmi jednoduchd kryoprezervace

zmrazenim na nevelky stupen (15 °C).

™ Tento systém regulujici fotoperiodismus pracuje ve svétlené oblasti "red — far red".
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Souhrn zatim jen dosti malych uspéchi v mikropropagaci botanickych druht
nebo hybridil jedli jsem uzaviela s tim, Ze od konce devadesatych let minulého stoleti
nebyl ucinén objev Cinici ze somatické embryogeneze spolehlivou metodu mnozeni ve
velkém (kap. 2.3). Pro malou uspés$nost vSak ji nelze zavrhnout, nebot’ jsou zde také
moznosti organovych kultur z apikalnich pupenti odebranych z juvenilnich exemplait,
objevené na A. fraseri (Bergmann, Sun et Stomp 1997). Kombinace obou pfistupi
nebyla zatim vyzkousena, ale 1ze poukazat na pripad Picea glauca (Park 2002). Jedinci
ziskani somatickou embryogenezi jsou dale mnozeni fizkovanim a toto mnozeni jiz
funguje v lesnické praxi. Mam-li naznacit nejslibnéjsi smér dalSiho experimentovani s
jedlemi, pak jej spatiuji ve snaze pievést produkt somatické embryogeneze v orgdnovou
kulturu poskytujici opakované v nékolika subkulturach mikrotizky.

Modelova hybridni jedle byla pii mych pokusech uspésné prevedena do formy
ESM, tj. inicidlni faze somatické embryogeneze. Také faze multiplikacni byla vyfesena
s jistym uspéchem, nebot’ pomaly rast kalusového pletiva na pevném agarovém médiu
se podafilo urychlit pfevedenim na piskovy nosi¢ s tekutym médiem (kap. 5.3.3). Ve
stadiu globularnich somatickych embryi, at’ jiz vzniklych na specidlnim médiu s
maltézou, anebo za jinych okolnosti, vSak kultury ustrnuly ve vyvinu a polarni embrya
nevznikala. Limitem metody zde je nejspiSe konstituce dana genetickymi vlohami, a tak
se zde pfili§ brzy projevilo starnuti kultur popsané véetné pticin v literatuie (Roth,
Ebert et Schmidt 1997). Nicméné, kalusové kultury hybridni jedle i jilmu shodné
signalizovaly urcitou schopnost specializace bun¢k (zelenani) v nejranéjsi fazi rtstu
nediferencovaného pletiva (kap. 5.3.3). Pokud by se pfi dal§im vyzkumu hybridni jedle
mélo vénovat Gsili novym pokusim o embryogenezi, pak mohu na zéklad€¢ dosavadnich
poznatkl po inicialni kultufe doporucit jedinou subkulturu, a sice provedenou na svétle,
za pouziti piskového nosi¢e a s médiem obsahujicim maltézu misto sacharozy.
Multiplikacni fazi je lepsi zcela vynechat, nebot’ pravdépodobné ireverzibilné potlacuje
schopnost diferenciace. Je ovS§em mozné pletivo z inicidlni kultury pfi ptepasdzovani
délit, nebot’ dle mych poznatkli lze pocitat se znac¢nou rezistenci vici mechanické
disturbanci. Kdyby se podafilo docilit vyvinu a "vykliceni" somatickych embryi, bylo
by zadouci pievést je v organové kultury pomoci média bez fytohormoni. Pozdéjsim

pasdzovanim na tekuté médium s velmi nizkou koncentraci cytokininu (napt. BAP 0,1
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mg/1) by snad bylo mozné indukovat proliferaci. Jista perspektiva pro dalsi projekt tedy

existuje, a¢ urcité neptjde o tzv. vyzkum s jistym vysledkem.

7. Zavéry

Byly prokdzany vyhody metodické upravy, kdy se misto organovych a
kalusovych kultur modelovych dfevin na pevném médiu pouziji kultury na piskovém
nosici s tekutymi médii. Ukazuje se tak, Ze moje predeslé poznatky z experimentovani s
timto typem nosice pro organové kultury Sorbus sudetica (Prknova 2004, 2007) mohou

mit $irs$i uplatnéni; zlepSuji vitalitu i v ptipad¢ kalusovych kultur.

Kalusové kultury Ulmus glabra by mély byt hned po inicialni fazi vystaveny
svétlu, nebot’ na svétlo reaguji kladné. Stejné kultury hybridni jedle nebyly z tohoto

hlediska testovany, avsak lze je téz svétlu vystavit, byly pfinejmensim indiferentni.

Kalusové kultury podléhaly senescenci pozdéji, kdyz byly ovlivnény
mechanickou disturbanci. Po disturbanci neni tfeba je pasdzovat a rist pokracuje az do
obsazeni prostoru na piskovém nosi¢i. Tento fenomén lze vysvétlit jeding tim, Ze
rozvolnéné pletivo mize optimalné¢ vyuzit vyhod tekutého média, v némz dobie
difunduji ziviny odCerpavané pletivem a dobie se fedi Skodlivé odpadni produkty ze

zestarlych bunék podléhajicich autolyze.

Embryogenni pletiva modelovych dfevin jsou extrémné citlivd na desikaci, a¢
pravé desikace je jednou z technik Castéji pozivanych k indukci vyzravani somatickych
embryi. V ptipadé Ulmus glabra je tim potvrzen dfivéjsi poznatek jinych autort
(Corredoira, Vieitez et Ballester 2002, 2003). Pro tento material se z toho divodu
nemuze doporucit kultivace na zpevnénych agarovych nebo podobnych médiich.
Desikace jako prostfedek k ovliviiovani pletiv je u jilmu i zkoumané hybridni jedle

nevhodna.
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Kalusové kultury modelovych dievin (jilmu 1 jedle) lze diky popsanému
jednoduchému a extrémné levnému zpiisobu kultivace péstovat dosti dlouho a znaéné je
pomnozit, a¢ subkultury nasledujici po inicialni fazi potlacuji schopnost diferenciace.
Snadna kultivace je minimalné v ptipadé Ulmus glabra potencialné vyuzitelna v
aplikované biochemii, nebot’ jiz davno je zndma produkce skopoletinu (s fungicidnimi
uc¢inky) pomoci slozité realizovanych suspenznich kultur U. campestris a U. pumila
(Valle et al. 1967).

Organové kultury Sorbus domestica mohou byt diky vyvinuté a do detailu
popsané metodice pouzity v lesnické praxi. Mohou pieklenout ekologickou nevyhodu
tohoto druhu v nagich podminkach, kde se tento jetab nerozsemetiuje.””™ Na rozdil od

umélého vysevu ve Skolkach lze oveéfenou nenaro¢nou mikropropagaci klonovat.

Vyvin kmene v prvém roce je u jedincti pochazejicich z mikropropagace Sorbus
domestica blizky vyvinu semenac¢t, zminénému v literatufe (Rohmeder 1951 non vidi,
sec. Prudi¢ 2000). Je to tedy metoda pouzitelna a lze doporucit navazny projekt
zaméfeny na srovndni ontogeneze a rhizologie vegetativné (mikropropagaci) a

generativé mnoZenych jedincti ve statisticky vyznamnych souborech.

Pii mikropropagaci Sorbus domestica pomoci organovych kultur lze zcela
vynechat fazi zakofenovani in vitro, jestlize mikrofizky maji velmi vysokou vitalitu
dosahovanou pomoci navrzenych kultur s piskovym nosi¢em. Tim se metoda podstatné

zjednoduSuje o jednu narocnou laboratorni operaci.

Organové kultury Sorbus domestica nelze piechovavat pomoci kryoprezervace,
ale mohu doporucit inhibici ristu chladem. Tento zplsob pifechovavani absolvuji
kultury ve stavu olisténém a zcela zeleném. Tyto kultury lze pfimét k opétnému ristu in
vitro, ale nelze je pfimo pouzivat k fizkovani. Mikrotfizky se zasadné odebiraji z

rostoucich a nikoli inhibovanych kultur.

T Neschopnost rozsemeiiovat se je oviem velkou vyhodou pii zavadéni jefabu oskerue jako cenné

dfeviny s vynikajicim vzhledem i kvalitnim dfevem do krajiny. Introdukovana dfevina se nemize

N

samovolng §ifit, a proto nelze mit vaznych namitek z hlediska ochrany ptirody.
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V neposledni fadé, ve vztazich k uréitym ekologickym faktorim klonovaného
materidlu in vitro, at’ jiz diferencovaného nebo dediferencovaného, se prokéazala Casto
propastna odliSnost od obecné ekologie druhti. AC¢ to muselo byt mnoha badateli v
laboratofich pozorovano a akceptovano jako logickd samoziejmost, zustdvalo to
postulatem ¢ili predpokladem bez ditkazu. Na zdklad¢ nékolika dikazl popsanych ve
vysledcich mych experimentti tedy navrhuji pro badatelsky smér zabyvajici se zvlastni
ekologii pfi laboratorni mikropropagaci novy termin "laborekologie".*** Rozumi se jim

ekologie v laboratornich podminkach, ve kterych se mikropropagace uskuteciuje.
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