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1 Uvod

Oresak krdlovsky (Juglans regia, Linnaeus, 1753) je strom s dlouholetou tradici péstovani.
Jednd se o rostlinu vyhleddvanou zejména pro jeji produkci chutnych a nutricné velmi
bohatych plodi, znamé jako vlasské ofechy. Tyto ofechy jsou bohatym a koncentrovanym

zdrojem vitaminl, nenasycenych mastnych kyselin, mineral( a bilkovin.

Ofech vsak nenachdzi své vyuZiti pouze v potravinarstvi, ale i vjinych a neméné

v

dllezitych odvétvich. Latky obsazené v listech ofesaku ¢i slupkach lze vyuzit jako barvivo, Ci

Ve

ucinné latky ve farmacii. Drfevo oreSaku kralovského se povazuje za jedno
z nejvyhledavanéjsich a znama ,kofenice” je jedna z nejcennéjSich ¢asti ofesdku pro vyrobu
dekoraéniho ndbytku. Vyuziti oresdku kralovského je skutecné rozsahlé, a proto je o jeho

péstovani i nadale velky zajem.

Pro komercéni prodej rostlin je duleZité zachovani odrlidové stalosti a toho Ize
dosahnout pouze vegetativnim mnozenim daného rostlinného druhu. Musime tedy vytvofit

klony, abychom zajistili, Ze potomstvo bude genotypové identické.

Vegetativni mnoZeni ofesaku kralovského je velmi slozity, nakladny a ¢asové narocny
proces a vdnesni dobé zndme prakticky jen jeden osvédéeny a funkéni postup, a tim je
roubovani certifikovanych odriid na podnoZe vypéstované ze semenace orfesaku. | roubovani
je vSak postup ndrocny a drahy, a proto je Zadouci zkoumat jiné metody vegetativniho

mnoZeni ofeSaku, které by jejich produkci zjednodusilo.

Mikropropagace in vitro, nebo také tvorba explantatovych kultur, je metoda
vegetativniho mnozZeni rostlin ve zkumavce. Vpraxi to znamena oddélit ze sterilné
vypéstované nebo povrchové sterilizované rostliny uréitou €ast, umistit ji do sterilniho

prostredi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych podminek.

Predkladana diplomovad prace ftesi pravé metodiku in vitro mikropropagace
aplikovanou na vegetativni mnoZeni ofe$aku kralovského ve sterilnich podminkach. Uplné
zvladnuti in vitro mikropropagace a Uspésné vegetativni rozmnozené oresaku kralovského lze

rozdélit na vice dil¢ich krok, které vystihuji cile této diplomové prace.
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Cile prace

1. Zpracovani literdarniho prehledu o problematice péstovani oreSaku kralovského
pomoci techniky in vitro mikropropagace.

2. Odvozeni sterilni explantatové kultury ofesaku z matecné rostliny.

3. Optimalizace kultiva¢nich podminek pro mnoZeni ofeSaku pomoci mikropropagace.

4. Indukce korfenéni u explantdtd a nasledna aklimatizace rostlin v nesterilnich

podminkach.
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2 Oresak kralovsky

2.1 Taxonomie a morfologie

Oresak kralovsky (Juglans regia, Linnaeus, 1753), zndmy také jako orfesak vlassky, ¢i oresak
persky, je taxonomicky klasifikovan do fiSe Plantae, oddéleni Magnoliophyta, tfidy Rosopsida,
radu Fagales, Celedi Juglandaceae a do rodu Juglans. Samotny rod Juglans zahrnuje 21
dlouhovékych opadavych stroml obecné oznacovanych jako ofe$aky. Tento strom roste
plvodné na vychodu Balkdnu po Himaldj, aZ po jihovychodni Cinu (Al-Mizory, Azad, 2012).
Nejvétsi lesy, které jsou v mnoha pripadech i Cisté orfesakové, se nachazi v Kyrgyzstanu
v nadmorskych vyskdch 1000 — 2000 metri nad morfem (Al-Mizory, Azad, 2012). Mezi
nejdulezitéjsi patii Juglans regia L. (ofesak vlassky, persian walnut), Juglans nigra L. (ofe$ak
cerny, eastern black walnut) a Juglans cinerea L. (ofes$dk popelavy, butternut), které jsou

povaZovany za podstatné v komeréni produkci ofechl (Payghamzadeh, et al., 2011).

Oresaky jsou krytosemenné, opadavé, pomalu rostouci, mohutné stromy rostouci do
vysky az 45 metra. Kdra strom( je v mladi hladka a stfibrita, starsi stromy maji kGiru hluboce
brazditou. Listy jsou vejCité lichozperené a, spolu s dalSimi ¢astmi rostlin, vydavaji
charakteristické aroma. Oresaky jsou stromy jednodomé (monoické). Samci kvéty tvofri
jehnédy, které obsahuji pouze tycinky, samici plody jsou spiSe nenapadné a obsahuji pouze

pestiky (Obr. 1).

Samci kvétenstvi tvofi svlj zaklad jiz v ervnu az Cervenci, kdy vytvofi v pazdi list(
prasnikové pupeny, které vydrzi az do jara nasledujiciho roku, na rozdil od samicich kvétd,

které se vyvijeji az na jare z nové rostoucich letorostl (Jablrek, 2008).

Samci kvétenstvi je plvodné klas, jelikoZ je ale hlavni vieteno slabé previslé, je
oznacovan jako jehnéda. Plody, které se klasifikuji jako peckovice, jsou nespravné oznacované
jako orechy (Jablrek, 2008). Plody maji zelené oplodi, které zakryvd hnédou skorapku,
skryvajici semeno (Hladik, 1966). Plody, tedy peckovice (drupa), ma oplodi (pericarp)
rozdélené na tfi zakladni vrstvy: vnéjsi tenkou, zpocatku zelenou slupku (epikarp), duznaty
(mezokarp) a sklerenchimaticky tvrdy (endokarp) (Obr.1), ktery tvoti pecku uzavirajici semeno

(,jadro ofechu”) (Jabuarek, 2008).
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Plody

Pecka (orech)

" — Samici kvety

Listy

Rasici pupen
—— Samci kvéty

Obr. 1 - Morfologie ofesaku kralovského (Juglans regia, L.). Pfevzato a upraveno z:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Juglans_regia_K%C3%B6z%C3%B6ns%C3%A9ges_di%C3%B3.jp

2.2 Hospodarsky vyznam

Oresak kralovsky je jako strom a jeho produkty velmi vyuzivany, a to v mnoha smérech. Vlassky

v v

k
ofesak Ize pouzit jako strom ovocny, lesni, alejovy, parkovy, ¢i dekoracni. Dfevo je cenéné
v nabytkarstvi, produkty metabolismu napfiklad v léCitelstvi. Hospodarsky vyznam stromu
Juglans regia je velmi rozmanity, ovsem nejvétsi a nejrozsifené;jsi vyznam oresdku maji jadra

jeho plod( (Obr. 2).
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Obr. 2 - Plod ofesaku kralovského (Juglans regia, L var. Alsoszentivani) a Cerstvé jadro v ném obsazené (vpravo), urceny pro
primou konzumaci, ¢i jiné zpracovani. Plod ofesaku kralovského (Juglans regia var. Rosetta) (vlevo) s vyslechténymi cervenymi
jadry urCené prevaziné pro cukrarsky primysl. Pfevzato a upraveno z: http://www.lubera.co.uk/plants/ornamental-plants-
for-outdoors/wild-shrubs-bushes/walnut-rosette-red-nuts

Jadra maji nejvétsi hospodarsky vyznam v potravindrském odvétvi. Sucha jadra jsou
velmi nutricné bohatou potravinou, obsahujici nejdllezitéjsi Ziviny, které ¢lovék nezbytné
potfebuje ke svému zivotu. Celkové Ize fici, Ze 100 g suSenych jader se vyrovna nutri¢né asi

dvéma kilogram@m jadrového ovoce, které obsahuje velké mnozstvi vody (Sobek, 1958).

Jadra ofeSaku jsou bohatd na rdzné vitaminy. Napftiklad cerstvy plod, vazici 15 g,
obsahuje asi 0,30-0,50 mg vitaminu C. Ve 100 g Cerstvych jader je kromé vitaminu C jesté asi
0,25 mg vitaminu B1, stopy B2 a karotenu (Hilkenbdumer, 1953). Vlasské ofechy jsou bohatym
zdrojem nenasycenych mastnych kyselin, naptiklad a-linolenova kyselina. Maji i vysoky obsah
bilkovin a mineral(, naptiklad drasliku a horciku. Bilkoviny v jaddrech jsou svym sloZenim
podobné bilkovindm v mléce a jejich obsah se pohybuje v rozmezi 15 — 22 % v poméru k vaze

suchého jadra (Sobek, 1958).

Velmi dllezité slouceniny obsazené v jadrech jsou aminokyseliny (kyselina glutamova,
arginin a leucin) a tuky. MnoZstvi tuku v jadrech je kolisavé. Zavisi na odrGdé, klimatu a
stanovisti ofeddku. Nejvy$si procento tuk( je cca 68 % a priimér byva 54,5 % (Sobek, 1958).
Orechy jsou znacné obohacené o omega-3 a omega-6 mastné kyseliny, které jsou pro ¢lovéka
esencialni (Amaral, et al. 2003). Olej ziskany ze suchy jader je velmi jemny, rychle vysychavy
a ma chut a vliini mandlového oleje. Hodi se proto k ptipravé jidel, k vyrobé 1éc¢iv, mydel, barev

atd. (Sobek, 1958). Podle (Heupke, 1951) obsahuje 100 g jader konkrétné nasledujici slozky:
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7,1 g H20; 17,4 g bilkovin; 62,2 g tuku; 7,2 g glycid(; 3,2 g celuldzy; 372 mg K,0, 13 mg Na;O,
200 mg Ca0; 116 mg MgO a 405 mg P,0:s.

Kromé svych vyraznych nutri¢nich hodnot jsou vlasské orechy pouzivany v cukrarském
pramyslu jako dekoraéni doplriky, a to nej¢astéji odridy specidlné vyslechténé tak, aby jejich
jaddra méla cervenou barvu (Obr. 2). Tyto odridy jsou pro cukrare atraktivni a jejich nutri¢ni

hodnoty se nelisi od jader ofechi klasické hnédé barvy.

Vlasské ofechy se povazuji za nejlepsi fesSeni pfi prevenci korondrnich onemocnéni
srdce. Bylo zjisténo, Ze pravidelnd konzumace ofechl ptiznivé méni lipoproteinovy profil
¢lovéka a zdroven snizuje hodnoty skodlivého cholesterolu (Amaral, et al., 2003). Jedna se tedy

ze vSech stran o velmi prospésnou potravinu.

Vlasské orechy a jiné produkty stromu se vyuzivaji i mnoha jinymi zplsoby neZ jen
v potravinarstvi. Skorapky plodl jsou dobrym palivem a vyrabi se z nich aktivni uhli. Zeleny
obal plodl obsahuje velké mnoiZstvi vitaminu C (1050-3036 mg), ktery je ovsem sloZité
vyextrahovat do pozivatelné podoby (Zarubin, 1954). Ddle je v zeleném obalu obsazeno hnédé

barvivo, které se pouziva k barveni hedvabi, viny, kliZe, dfive i vlasu.

Drevo oresakl svou jakosti predci dievo vétsiny u nas rostoucich drevin. Je pevné,
trvanlivé, jemné vlaknité, rovnomérné husté, dobfe lestitelné, tuhé a nepfili§ ohebné (Sobek,
1958). Pro vSechny tyto vlastnosti je oreSakové dievo jednim z nejcennéjSich pro nabytkarsky

pramysl. OfeSakovy nabytek je po celém svété oblibeny a poptavka je stala.

2.3 0Odrady vhodné pro péstovani v Ceské republice

V Ceské republice existuje velké mnozstvi odriid, které jsou pro nase podminky idedlni, ¢i se
v nadi zemi pfimo vyslechtily. Mezi nejznamé&;jsi odridy v Ceské republice patfi odridy Apollo,

Mars, Jupiter a Sefiersdorfsky.

e Apollo
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©)

Mars

Jupiter

o

Jedna se o bujné rostouci strom, ¢aste¢né samosprasny, s mohutnou korunou,
tzn. odrlida vhodna do vétsich zahrad. Je to strom ¢aste¢né samosprasny. Plody
ma velké, typem skorapky se radi do polopapirakd. Doporucuje se pro teplejsi
oblasti, jeho rané raseni muze byt ohrozeno jarnimi mraziky (Dvorak, 1978,
DeSmallekamp.nl, 2018). Jeho prednosti jsou bujny zdravy rist, dobrd plodnost
a velké plody s velkym obsahem jadra. Naopak jeho nedostatek je velky obsah

vody v plodech, a proto je tfeba véasné suseni ihned po sklizni (Dvorak, 1978).

Kvétenstvi této odrlidy je proterogynické, doba kveteni samcich a samicich
kvétl schopnych opyleni se cCastecné kryje, proto je moiné velmi dobré
samoopyleni. Stromy jsou stfedné bujné az bujné s jadry velkymi s velkym
pomérem jadra ku skotfdpce. Tato odrlda rodi velmi brzy, a to jiz cca ve 3. roce
po vysadbé. Plodi dobfte a pravidelné. Je to strom, ktery rasi velmi pozdné, tedy
jarni mraziky jej nemlzou ohrozit a je vhodny i do chladnéjSich podminek

(Dvordk, et al., 1978).

Cizosprasna odruda vyslechténa ve Valticich. Jedna se o stfedné velky strom
s Sirokou korunou. Pfednostmi jsou dobry a zdravy rust, fidka koruna a velké
plody s velkym podilem jadra, které navic zraji stejnomérné. Tato odrida ma
také plody s vysokym obsahem vody, a proto je tfeba je ihned susit. Jedna se
o odrldu, kterd se mizZe péstovat ve vsech mistech nasi republiky. Je to odrlida

vhodna do zahrad i pro velkovysadbu (Dvordk, et al., 1978).

Seifersdorfsky

o

Jedna se o samosprasnou odrddu s velkymi plody s velkym obsahem jadra.
Velmi dobre plodi, ale jeho skofdpka je ponékud tvrdSi nez u vSech vyse
zminénych odrdd. Stromy této odrldy jsou stfedné dobre az dobre odolné proti

mrazim (Jan, 2012).
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e Saturn
o Tato ¢astecné samosprasna odrlida roste bujné hlavné v mladi. Ma plody
stfredné velké s polopapirovou skofdpkou. Zacind plodit asi ve 4. roce po
vysadbé a jeho plodnost je stfedné pozdni. VyZaduje svahovité oteviené plochy
a vysoky padni profil. Je dostate¢né odolny proti zimnim mrazim, ale jarni
mraziky jej mohou ohrozit, jelikoZ rané rasi. Také vytéinost jadra je nizsi

z dlivodu nepatrného zasychani (Dvorak, et al., 1978).

Popsané odrldy jsou velmi vhodné do nasich podminek, ovsem existuje velké mnozstvi
odrld stejné dobrych, ne-li lepsich, které se v nasich podminkach nepéstuji mnohdy z dGvodu
neznalosti dané odrldy, ¢i zdavodu prehnané konzervativnosti ¢eského naroda. Odrady

zminéné v (Tab. 1) v jinych zemich prodavaji bézné a tési se velké oblibé.

Nasleduje stru¢ny vycet odrid, které jsou vybrany podle aktudlni obchodni nabidky
a informaci nizozemské firmy Nursery De Smallekamp, kterd nabizi velké mnozZstvi odrid
v Ceské republice nezndmych a nepéstovanych, a které navic je ve svém katalogu struéné
popisuje. Tato firma je jen jednou z mnoha Evropskych firem, které nabizi potencialné vhodné
odrldy pro nase klimatické podminky a vypsané odr(idy jisté nejsou vSechny, které mimo
Ceskou republiku existuji, nasledujici tabulka uvadi ptiklady viceméné nezndmych odrad, které

v nasich podminkach maji péstebni potencidl (Tab. 1) (DeSmallekamp.nl, 2018).

Tab. 1 - Seznam a strucnd charakteristika méné zndmych odrid, které by se mohly péstovat v klimatickych podminkdach na

uzemi Ceské republiky. Zdroj informaci o odriiddch pochdzi z (DeSmallekamp.nl, 2018).

Nazev odrldy Strucna charakterizace

Ampyon Tato odrlida rasi pozdné a je tedy odolnd jarnim

mrazik(m. Je také odolnd proti béznym chorobam.

Aufhasen Baden Samosprasna odrlida plvodem z Némecka s velkymi

plody.
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Bolle Jan

Broadview

Bucaneer

Chandler

Dionym

Hansen

Odrada, ktera na jare rasi az velmi pozdé, takZze mrazy
jej neohrozi. Bohuzel mda ponékud tvrdsi skorapku a

neni samosprasny.

Odrada pochazejici plvodné z Ukrajiny. Je mensiho
vzrlstu, takze je vhodnd i do mensich zahrad a odoldva
i mrazam, které dosahuji az -30°C. Tato odrida ma
apomixni semena a velky vynos uz od velmi mladého

véku.

Pozdné rasici samosprasna odrlda, ktera je odolnéjsi
proti bakteriovym chorobam. Mrazy na jafe i v zimé jej
neohrozi. Uddva se jako vhodnd odrlida do studenych

oblasti.

Chandler je moderni americka, ¢astecné samosprasna
odrida. Vzhledem k tomu, Ze bohaté plodi i na
lateralnich vyhonech, velmi dobfe sndsi fez, a to
i strojovy. Trva cca 4-5 let nez zaplodi. Podle USDA
Hardiness Zones je Chandler vhodny do klimatické zény
6-9, coZ je odolnost k teplotdm az -31 °C, tedy vhodné

pro péstovani ve vétsiné oblasti Ceské republiky.

Caste¢né samospraind odriida sapomixnimi plody
a s pozdnim rasenim, tedy odolnd proti jarnim

mraziklm. Plody také dozravaji pomérné brzo.

Odrada vyslechténd v Severni Americe. Roste pomalu
a velikost dospélého stromu je také mald. Tento
kultivar se vyznacuje velkym vynosem. Orechy totiz

rostou v trsech, které nékdy citaji i tfinact ofechd.
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Kirchnuss

Lake

No. 26 Kwanten

Dwarf Karlik 3a 5

Mini Multiflora nr. 14

Wunder von Monrepos

Ceska odriida, kterd rasi pozdné a spolehlivé vydrii
mrazy v nasi pfirodé. Je to odridda samosprasna

a zajimava svymi cervenymi plody.

Tento samosprasny kultivar ma stfedné bujné koruny
a velké plody. Udava se jako vhodny do chladnéjsich

poloh.

Samosprasna odrlda s pozdnim rasenim, které

zajistuje odolnost proti jarnim mraztm.

Zajimavé odrady pavodem z Ukrajiny, jsou cizosprasné
a idedlné jen mezi sebou. Jedna se o trpasli¢i odrhdy,
které maji ve 20 letech vysku maximalné 2.3 metru

a primeér koruny 1, 8 metru.

Dalsi z trpaslic¢ich kultivarl, tentokrat samosprasny.

Plodi jiz ve velmi mladém véku.

Odrada s apomixnimi plody. Jedna se o velky strom,
ktery rasi pozdné, vyhne se proto jarnim mrazim a je

odolny proti chorobdam.

Tyto zdny, urcuji zemépisné regiony celého svéta, které mizeme povaZovat za vhodné

2.3.1 Zd6ny rostlinné odolnosti (USDA Hardiness Zones)

Které odrldy lze pravdépodobné péstovat na nasem Uzemi ukazuji mimo jiné i tzv. ,zény
rostlinné odolnosti“, které vytvoril americky institut United States Department of Agriculture

(USDA) v roce 2012 (USDA Plant Hardiness Zone Map, 2018).

pro pfirozeny rist daného rostlinného druhu. Zény jsou definovany vztahem klimatu v dané
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oblasti a hranicemi teplotni odolnosti rostlin, tedy minimalni a maximalni teplotou, kterou je
druh schopen prezit. Tyto zény jsou ureny minimalni teplotou namérenou béhem nékolika

zimnich obdobi (definované jako prliimérna minimalni ro¢ni teplota).

evvs

jednoho z hlavnich faktor( ovliviujici preziti rostlin. Hodnoty zjisténé podle zénovych map je
ale tfeba brat s mirnou rezervou, protoze preziti daného rostlinného druhu nezdvisi pouze na
odolnosti k extrémni teploté, ale i na odolnosti vici teplu, pldni vihkosti, srazkdm, ozarenosti,
délce mrazivého obdobi, atd. Mapy odolnosti ukazuji pouze odolnost rostlin vici extrémnim,
nizkym teplotdm a jsou zjednodusené (nezohlednuji mikroklimatické rozdily klimatickych

regionl) (USDA Plant Hardiness Zone Map, 2018).

Na zakladé téchto udajli mizZzeme predpovidat, které odriady oresakl by se v nasich
podminkach teoreticky daly péstovat. Podle webové interaktivni mapy PlantMaps se Ceska
republika nachdzi v zénach s oznacenim 7a az 8a (PlantMaps, 2018). Minimalni priimérné
teploty z tohoto regionu klesaji az k teplotdam -17,8 °C (Obr. 3). Odrady, které jsou odolné
témto, nebo nizsim teplotdm maji potencidl v nasich klimatickych podminkach Uspésné

prezivat.
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Obr. 3 - Zény teplotni odolnosti rostlin v Ceské republice podle (PlantMaps, 2018). Obrazek prejat a upraven z:

http://www.plantmaps.com/interactive-czech-republic-plant-hardiness-zone-map-celsius.php
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2.4 Rozmnozovani Oresaku kralovského

Oresak kralovsky (Juglans regia, L.) je, tak jako vSechny druhy rodu Juglans, strom jednodomy
s kvéty anemofilnimi (pfenos pylu vétrem) a jednopohlavnimi (Sobek, 1958). Kvéty rostou sice
na jednom stromé, ale u ofesaku kralovského dochazi k ¢asové oddélenému vyvoji samcich
a samicich pohlavnich organl. Samci kvétenstvi tvofi svlj zaklad jiz v ¢ervnu aZ Cervenci
z kuzelovitych pupenu, které vyrostly v predeslém vegetacnim obdobi, a které vydrzi az do jara
nasledujiciho roku, na rozdil od samicich kvét(, které se vyvijeji az na jare z nové rostoucich

letorostd (Jabtirek, 2008; Sobek, 1958).

Tyto kultivary jsou oznacovany jako cizosprasné, protoZe potiebuji druhého jedince,
ktery by je oplodnil. Této vlastnosti, kdy prasniky a blizny rostou, ¢i dozrdvaji v rliznych
¢asovych obdobich, fikdime dichogamie. (Sobek, 1958) Jednd se o vlastnost, ktera v pfirodé
vyrazné pomaha tvorbé ZivotaschopnéjSiho potomstva, usnadiuje kfiZzeni a zabrarnuje

dlouhodobé degeneraci pfi samosprasnosti.

U nékterych kultivarll mize dochdzet k asovému prekryvu v ristu samcich a samicich
pohlavnich orgdn(. Takovéto kultivary potom mohou byt ¢astecné, Ci zcela samosprasné

(Jaburek, 2008).

Z hlediska komeréni produkce péstitele zajima hlavné moznost mnoZit oresaky
vegetativné, a tedy zachovat jejich odrlidovou stalost. Existuji postupy, které jsou ovérené
a pouzivaji se béiné, jako napfriklad nejbézinéjsi roubovani. Naopak existuje vegetativni
mnozeni, které je méné prozkoumané a ma velky potencial (mikropropagace). Nicméné

vegetativni mnozeni ofesaku je obecné narocné, at uz ¢asové nebo finan¢né.

2.4.1 Apomixie

Stava se, Ze oresaky vytvofi plody, aniz by jejich samici kvéty byly opyleny vlastnim nebo cizim
pylem. Tento jev se nazyva ,apomixie”. Jednd se o pfirozené se vyskytujici jev, ktery je
vyuZivany pri vegetativnim mnozeni nékterych kultivar(i oresaku kralovského (Cosmolescu, et

al., 2012). Nékteré vyslechténé kultivary se vyznacuji pomérné velkym podilem apomixnich
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plodi a existuji kultivary (nékteré z nich jsou zminény i v Tab. 1), které se komeréné prodavaji
a jsou zadané pravé kvlli této vlastnosti. Napfiklad kultivar, ktery v Tab. 1 zminény neni,
Quinquan 1 se vyznacuje procentudlnim pomérem az 48,53 % apomixnich plodd (Guiliang, et
al., 2010). Apomixie se vyskytuje nejcastéji u kultivard, které maji protandrické kvétenstvi,
tedy u kultivard, u kterych samci jehnédy dozravaji diive nez samici kvéty a v jejich okoli se
nevyskytuje Zadny jiny ofesak. Stava se to také u kultivar(, které nejsou dobfe pfizplisobeny
na jarnim mrazikim a jehnédy zmrznou. Plody vzniklé apomixii na rozdil od parthenokarpie
maji pIné vyvinuta jadra, normalné kli¢i a potomstvo z nich je bezchybnym klonem materského

stromu (Sobek, 1958).

Plody vzniklé apomixii mohou byt v nékterych pfipadech i nedokonale vyvinuté a pomér
apomixnich plodl pravidelné kolisa. Mohou byt mensiho vzrlstu, ¢i vyschlé. Nicméné
apomixie vyskytujici se u ofesaku kralovského budi zajem Slechtitell a vyzkumnych pracovniki
po celém svété, a to hlavné kvlli homozygotnosti vytvorenych plod(, ¢ehoz se da vyuZit pfi

zdokonalovani vlastnosti Slechténych kultivari (Cosmolescu, et al., 2012).

2.4.2 Roubovani

Pokud neni tfeba zachovat odridovou stalost ofesakul, nejlepsi moznosti je zasazeni semena.
Roubovani je komeréné nepouzivanéjsi metoda vegetativhiho rozmnoZovani oresaku
kralovského. Jedna se prozatim o jedinou moznost, jak sloZité péstovatelny oresak

rozmnozovat, pti zachovani odridy.

Roubovani je metoda nepfimého rozmnozZovani, pfi némz prenasime ¢ast uslechtilé
odrldy (roub) na rostlinu druhou (podnoz) (Obr. 4). NamnozZena rostlina se v tomto pfipadé
sklada ze dvou, nékdy i z vice organismU. Jednotlivé ¢ast spolu srostou, vzajemné se ovliviuji
a Ziji v symbidze (Bilek, 1975). Podnoz by méla z péstitelského hlediska pfiznivé ovliviiovat rist
a plodnost ovocného stromku. PodnoZz svymi kofeny upeviuje stromek v zemi, pfivadi do
celého organismu Ziviny a ovliviiuje naroubovanou odridu k plodnosti, rlistu a odolnosti proti
chorobdm. Vlastnosti podnozi jsou velmi dulezité, a proto je vyhodné i podnoZe produkovat

klonovanim (Kapitola 4.3).
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Podle (Bilek, 1975) je postup roubovani ofesakl nasledujici. Jako podnoz je pouZit
semendac oresaku krdlovského nebo oresaku cerného. Dvoulety semenac je vykopdn na
podzim z pady a vysazen do kvétinacu, kde zakoreni a je pfipraven poslouZit jako podnoZovy
material. Jako rouby se pouZivaji jednoleté vrcholové vyhony se dvéma pupeny, 12 az 15 cm
dlouhé, které se sklizi také na podzim. Ofesak je roubovan na korfenovy kréek podnoze rlznymi

zpusoby (klinek, sedélkovani, kozi nozka, atd.). Roub je zavazan a zasazen do volné pudy po

zimé, nejcastéji v kvétnu.

Obr. 4 - Morfologie Cerstvé srostlé roubované rostliny ofesaku kralovského (madarsky kultivar Alsoszentivani).

Podle délky péstovani podnoZového materidlu a délky kultivace ¢erstvého roubovance
je patrné, Ze roubovani je ¢asové narocny a ndkladny proces. U ofesaku vsak v této dobé
nejpouzivanéjsi, protoze jiné druhy vegetativniho rozmnoZovani nejsou dostatecné
prozkoumané (mikropropagace), nebo nejsou pro vegetativni mnozeni ofesdku vhodné

(Fizkovani).

2.4.3 Rizkovani

Vegetativni rozmnozovani pomoci zakorenovani fizka je nejbéznéjsi a nejjednodussi metoda
mnoZeni rostlin. Jednd se o metodu, pfi niZ se ¢ast rostlinného téla oddéli od matecné rostliny
a nechd znovu zakorenit. Nicméné Uspésnost této metody a schopnost celkové regenerace

kofenového systému se obrovsky liSi druh od druhu. Stonky nékterych rostlin bez problému
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koreni v polnich podminkdch, ale nékteré nevytvori kofenovy systém ani po specialni stimulaci
(Gautam, 1989). Pfi pokusech o fizkovani ofesaku bylo dosazeno velmi Spatnych vysledku

(Gautam, 1989; Giines, 1999; Smyers, 1977).

Néktefi autofi piSi o fizkovani ofesaku jako o komeréné nevhodném, ¢i dokonce
nemozném (Rodriguez, et al., 1989). MUZou za to Spatné vysledky pfiiniciaci kofenéni u stonkd
oresaku. (Allemand, et al., 1995) rika, Ze hlavnim ddvodem neschopnosti zakorenit, je
rostlinny metabolit vyskytujici se v ofeSacich — juglon (5-hydroxy-1,4-naftochinon), jehoz
koncentrace ovliviiuje schopnost tvorby adventivnich kofent. DalsSim moznym dlivodem muze
byt zvySeny vyskyt sklerenchymatickych bunék, které obrustaji floém a inhibuji tvorbu
a prorUstani korentl (Giines, 1999). Rizkovani ofe$aku kralovského je tedy velmi naro¢né a

komercné nepouzivané.

2.4.4 Rozmnozovani in vitro

Mikropropagace, neboli rozmnozovani in vitro, ofesaku kralovského ma v budoucnu obrovsky
potencial. Existuji firmy, které jiz dosahly uspéchu a produkce ofe$akli pomoci
mikropropagace je u nich béznou praxi (Lopez, 2004). Takovéto firmy ovSem své védecké
postupy mnohdy zatajuji, a proto poznatky o mikropropagaci ofeSaku kralovského nejsou

zdaleka kompletni (Kapitola 4).
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3 Metoda prace — Mikropropagace

»Explantatové kultury” jsou vSeobecné oznacdeni pro vSechny druhy rostlinnych kultur
kultivovanych in vitro. Jmenovité se jednd o kultury kalusové, protoplastové, embryo,
meristémové, organové, Ci prasnikové (lliev, et al., 2010). V dnesni dobé se explantatové
kultury rostlin (mikropropagace, ¢i in vitro sterilni kultury rostlin) staly nepostradatelnou

soucasti biologickych obort, zabyvajicich se studiem rostlin.

Vyuziti mikropropagace mizZeme nalézt v biochemii, fyziologii, morfologii i genetice
rostlin. Jeji vyuZiti se neomezuje pouze na aplikovany ¢i zakladni vyzkum, ale celd fada
spole¢nosti tuto metodiku povaZzuje za nedilnou soucédst zemédélské produkce rostlin (Kovac,
1992). Stovky komercénich laboratofi po celém svété se nyni zabyvaji produkci rostlin pomoci
mikropropagace. Nékteré z nich produkuji i vice nez 20 miliéna rostlin rocné (Kleyn, Kyte,
2013). Explantatové kultury vytvareji cestu k péstovani a vegetativnimu rozmnozovani rostlin,

které se jinak péstovat nedaji, nebo jen s velkymi obtizemi.

3.1 Metodika

Obecné se mikropropagaci mysli vegetativni rozmnoZzovani rostlin ve zkumavce. Kousek
rostliny, ktery mGze byt cokoliv od listu, stonku, pupenu az po jedinou buriku, se kultivuje ve
sterilnim prostredi, které neobsahuje Zadné mikroorganismy a obsahuje médium slozené
z vyvazeného poméru chemikalii, které rostlina potrebuje k preziti a ke zdarnému rastu (Kleyn,
Kyte, 2013). V praxi to znamend oddélit ze sterilné vypéstované nebo povrchové sterilizované
rostliny urcitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostredi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych
podminek (definovana kultivaéni média, teplota, vlihkost, kvalita a kvantita svétla) (Kovac,

1992).

Regenerovat v dospélou rostlinu se da ze své podstaty kazdd izolovana rostlinna ¢ast.
Zakladem této rostlinné schopnosti je totipotence vsech rostlinnych bunék (lliev, et al., 2010).
Kazda rostlinna bunka je schopna dediferenciace a opétovného déleni a tvorby novych
rostlinnych organu. Proces dediferenciace je zaloZen na tzv. diferencéni genové aktivité, kdy se

specializace buniky vytvafi na zdkladé aktivace, ¢i inaktivace urcitych genl pfislusného
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rostlinného druhu (Kovac, 1992). Teoreticky je tedy kazdé pletivo, obsahujici buriky s funkénim
jaddrem, schopné poslouzit jako explantat a v kone¢ném dusledku zregenerovat celou funkéni

rostlinu.

3.2 Vyuziti

Kultivace rostlin in vitro v kontrolovaném prostfedi spolecné se znalosti sloZzeni kultiva¢niho
média, fyziologie rostliny a jejich ptirozenych potieb, zarucuje velmi efektivni klonalni
propagaci geneticky stabilnich jedincl (lliev, et al., 2010). Podle vyse uvedenych principl Ize
vyvodit moZnosti vyuZiti této techniky. Mikropropagace se nepouzivd pouze ke
komerénimu vegetativnimu rozmnozovani rostlin, ale vyuziti je mnohem vic, a to jak
v aplikovaném, tak v zdkladnim rostlinném vyzkumu. Podle (Kovac, 1992) Ize vyuZiti metodiky

mikropropagace rozdélit takto:

1. Kultivace vegetacnich vrcholl a pupend, ¢i indukce rlstu adventivnich pupen( na
izolovanych rostlinnych organech za ucelem vegetativniho rozmnozZeni dané matecné
rostliny.

2. Kultivace izolovanych meristém0 jako metoda ozdraveni rostlin od virovych infekci.
Meristematicka pletiva nejsou virovou infekci zasazena a regenerovana rostlina

3. Pomoci izolovanych embryi Ize docilit pfekonani fyziologickych bariér pfi hybridizaci
taxonomicky vzdalenych druh.

4. Regulace procesu oplozeni a jeho ovliviiovani in vitro.

5. Produkce haploidniho potomstva pfi kultivaci prasnik(i, mikrospor a vajicek.

6. Spontanni vyskyt a indukce genovych a genomovych mutaci v bunéénych a tkdnovych
kulturdch a jejich selekce na Urovni regenerovanych rostlin.

7. Rizena fuze protoplast( s cilem vytvoreni novych hybridg.

8. Inkorporace ciziho genetického materidlu do bunky s cilem modifikace rostlinného

genomu.
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4 In vitro mnozeni oresaku kralovského

Mikropropagace oreSaku kralovského je extrémné slozitd a cely proces provazi mnoho
problému, které budou detailnéji vysvétleny v nasledujicich kapitolach, které popisuji
jednotlivé faze mikropropagace z hlediska experimentl rGznych autord. Uspéch dokonalé
regenerace rostlin in vitro se nedostavuje prevazné z divodu odumirani explantatl kvali ¢asté
vnitini kontaminaci, vypousténi jedovatych exudatl do média a vSeobecné z nedostatku

odpovédi na provadénou metodiku mikropropagace (Kleyn, Kyte, 2013).

Védci se usilovné snazi o zavedeni stabilni in vitro kultury ofesaku kralovského nejcastéji
proto, aby se vyhnuli ¢asové ndrocnému a vysledkové nestabilnimu roubovani (Kleyn, Kyte,

2013).

4.1 Meédia a rust

Jednim z nejdulezitéjsich faktor ovliviiujicich rlst a morfogenezi v tkanovych kulturach je
sloZzeni kultivacniho média. Média pouzivana pro kultivaci izolovanych rostlinnych ¢asti
obsahuji bézné tyto komponenty: makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny
nebo jiny zdroj organického dusiku, sacharidy, dalsi nedefinované organické slozky, zpevnujici

latku (agar) a rlistové regulatory (Kovac, 1992).

Pro kultivaci explantat( z celedi Juglandaceae bylo v pribéhu let vyuZzito mnoho
raznych kultivacnich médii v mnoha rliznych experimentech. Podle (Payghamzadeh, et al.,
2011) se vyuzivala média: médium Driver a Kuniyuki (1984) — DKW (Tab. 3), médium
Murashige a Skoog (1962) — MS (Tab. 2), ,woody plant medium“ — WPM podle (Lloyd
a McCown, 1980) a mnoho dalSich. Tato média vykazovala velmi rdznorodé vysledky
a uspéchy. Na zakladé téchto vyzkum( bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi média pro kultivaci
ofesaku kralovského, stejné jako pro kultivaci ostatnich rostlin ¢eledi Juglandaceae, jsou
média DKW a médium MS (Payghamzadeh, et al., 2011) a v dnesni dobé jsou také nejbéznéji
vyuzivana. DKW a MS média jsou totiz média, ktera obsahuji vysoké koncentrace soli, coz se
ukazalo jako vhodné pro kultivaci orfesdku (Payghamzadeh, et al., 2011). MS médium se

vyznacuje vysokym obsahem dusiku. Oproti tomu napfiklad médium WPM obsahuje nizké
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koncentrace soli a je také méné vhodné pro in vitro kultivaci ofesaku (Saadat a Hennerty,

2002) (Driver, Kuniyuki, 1984).

Tab. 2 - Jednotlivé komponenty zdkladniho sloZeni MS média podle Murashige a Skoog (1962), které je vhodné pro in vitro
kultivaci oresdku krdlovského.

Komponenty MS (mg/L)
NHsNOs 1650
KNO3 1900
CaCl2.7H20 440
MgS04.7H,0 370
KH2PO4 170
MnS04.7H,0 22.3
Kl 0.83
Zn(S0a4) 8.6
H3BOs 6.2
NaMoO4 0.25
CuSOq4 0.025
CoCl, 0.025
FeS04.7H20 27.8
Na;EDTA.2H,0 37.3
Sacharosa 30g
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Tab. 3 - Jednotlivé komponenty zdkladniho sloZzeni DKW média, obsahujici vitaminy, podle (Driver a Kuniyuki, 1984), které je

vhodné pro in vitro kultivaci ofesdku kralovského.

Komponenty DKW (mg/L)
NHsNOs3 1416
Ca(NOs),.4H,0 1968
CaCl.2H,0 149
K2SO4 1559
MgS04.7H,0 740
KH2PO4 265
MnS04.4H,0 33.5
Na;Mo04.2H,0 0.39
Zn(NO3),.6H,0 17
H3BO3 4.8
CuS04.5H,0 0.25
NiSO4.6H20 0.005
FeS04.7H,0 33.8
Na;EDTA.2H,0 45.4
Myo-inositol 100
Thiamin-HCL 2
Kyselina nikotinova 1
Glycin 2
Sacharosa 30g
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4.2 Odvozovani sterilni kultury

Sterilni in vitro explantdtovou kulturu je tfeba nejdfive odvodit pfimo z tzv. matecné rostliny,
ktera roste v aseptickém prostfedi a je vystavena veskerym ptirodnim patogen(im, vliviim
vnéjSiho prostredi a u ofesdku s velkou pravdépodobnosti je i nakazena vnitini bakterialni
kontaminaci. S odvozovanim in vitro kultur s matecnych rostlin ofesakd je spojovano velké
mnozstvi ndaro¢nych mezikrokd. Je tfeba hlavné desinfikovat explantat a zbavit jej vnitfnich
kontaminaci. Vzorky, které se odebiraji z matecnych rostlin mohou byt rlizného charakteru.
Odebiraji se napriklad embrya nebo jednotlivé noddalni segmenty (Revilla, et al., 1989), ¢i bocni

nebo apikalni pupeny (Preece, et al., 1989).

4.2.1 Prubéh odvozovani sterilni kultury ofesaku kralovského

Zakladnim a vétSinou prvnim krokem po odebrdni vzorku z matecné rostliny, je povrchova
sterilizace celého vzorku. Rlzné zdroje udavaji rizné protokoly pro vnéjsi desinfeci explantata.
Naptiklad (Al-Mizory, Azad, 2012) udava pfti vnéjsi sterilizaci nasledujici postup: explantatem
byly juvenilni pryty, cca péti nodalni segmenty o délce primérné 10 cm. Tyto explantaty byly
ponofreny na 30s do 70% ethanolu a ndsledné ponoreny na 10 minut do desinfekéniho roztoku
obsahujiciho 0,05% roztok HgCl,. Tyto explantaty byly poté 3x promyty v destilované vodé a
nasledné nasazeny na kultivacni médium. Dalsi mozny desinfekéni protokol uvadi napfiklad
(Leal, et al., 2007). Tito autofi provadéli desinfekci zdfevnatélych vétvi, asi 20 cm dlouhych,
zdvou az c¢tyr letych strom( rostoucich v polnich podminkach. Vnéjsi desinfekce byla
provedena v laminarnim boxu, a to nejdfive mixem fungicidd (Captan + Benomyl, oba
o koncentraci 1 g/I"') za neustdlého michani po dobu 20 minut. Vétve byly 3x promyty ve
sterilni vodé a na filtranim papife zanechany k Uplnému povrchovému vysuseni. Poté byly
vétve preneseny do 200 ml lahvi a ponechany ve sterilnich podminkach, dokud nezacaly rasit
pupeny. Tyto rasici pupeny uz byly sterilni, a proto prace s nimi nevyzadovala dalsi povrchovou

sterilizaci.

(Bourrain, 2009) pouZila ve svém experimentu ndsledujici sterilizaéni postup: pouzity

byly mladé, polodievnaté, cca 10 cm dlouhé, nékolika nodalni segmenty. Ty byly v laminarnim
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boxu promyty vroztoku Mecryl (kombinace chemikalii chlorhexidine gluconate a
benzalkonium chloride), nasledné promyty v 70% alkoholu (ethanol, isopropanol) a po dobu
20 minut byly promyty v 1-2% roztoku chlornanu vapenatého (SAVO). Na zavér byly

explantaty promyty 3x v destilované vodé.

Jak je z uvedenych postupt ziejmé, protokolli pro povrchovou desinfekci je mnoho,
jsou velmi rliznorodé a lisi se od autora k autorovi. Ve své podstaté se ale opakuji stale ty samé
principy, a to je promyti ve sterilni vodé a v roztoku alkoholu. V mnoha ptipadech jsou také
pouzity nékteré komercéné prodavané fungicidy. Podle Khoshkhoye (2005) vyrazné zvysuje
Uspésnost povrchové sterilizace, pokud explantaty ihned po odbéru z matecné rostliny
nechdame promyvat v tekouci vodé po dobu od 30 minut po 2 hodiny. Tento autor také uvadi,

Ze promyvani vodou s mydlem je efektivnéjsi nez promyvani pouze Cistou vodou.

4.2.2 Problémy pfi odvozovani sterilni kultury ofeSaku kralovského

Mezi hlavni problémy pfi odvozovani sterilni kultury ofesakl je fenomén hnédnuti média,
které je zpUsobené chemikdliemi, které oresak v pfirodé pouziva pro alelopatické interakce
s okolnimi rostlinnymi organismy (napf. znama latka juglon — 5-hydroxy-1,4-naftalendion).
Hnédnuti je vysledek oxidace polyfenolickych latek, které explantaty vypoustéji do okolniho
média (Payghamzadeh, et al., 2011). Tyto chemikalie v médiu zpUsobuji kromé hnédého

zbarveni také inhibici bunécného rlistu explantatu, ktery na médiu roste (Tarinejad, 2013).

Eliminace, Ci inaktivace téchto chemikalii je jakési prekroceni nejvétsi bariéry, ktera
existuje pro mikropropagaci ofesaku in vitro. BéZna metoda pro eliminaci této bariéry je
prepasazovani explantatl na Ccisté médium ve velmi kratkych intervalech, napftiklad
v intervalech 1 — 2 dnli po dobu 5 dni (Long, et al., 1995). Dal$i mozZnosti je podle (Curir, et al.,
1985) kultivace explantatu na médiu obsahujicim aktivni uhli po dobu 3 dn{ s naslednym

prenesenim na Cisté médium. Tato metoda se ukdzala jako vysoce Uéinnd a explantaty

vvvvv

Jednim z dalSich hlavnich problém( oreSdkovych explantdtd jsou jejich wvnitini

bakterialni kontaminace (Obr. 5). Aby byly eliminovany, nejCastéji se pouZivaji rdzné
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antibiotické pripravky, které jsou pridavany pfimo do média, jako to napftiklad bylo provedeno
v experimentu (Revilla, et al., 1989), kde bylo testovdno a do jednoho média pridano nékolik
riznych antibiotickych pripravkd. Tato smés byla oznacena jako ,mix A“ a obsahovala:
cefotaxim 25-75 mg/I%, tetracycline 25 mg/I%, rifampicin 6 mg/I", streptomycin 1-2 mg/I%,
ampicillin 25 mg/I"t. Tento mix umoznil 50 % explantatd dokonalou regeneraci, a tedy uplné
zbaveni vnitfni kontaminace. Bylo také zjiSténo, Ze vyssi koncentrace cefotaximu zpUsobuje

nekrdézy a smrt explantata.

Jednim z pouzivanych a komercné vyrabénych prostiedki na tfeseni kontaminaci
u explantatovych kultur je PPM™ — Plant Preservation Mixture. Jednd se o antibiotikum, které
plsobi Sirokospektralné a na vice druh(i kontaminaci. Zabiji bakterie i houby, zabranuje kli¢eni
spor a ve vysSich koncentracich dokaze i vylécit vnitini kontaminace u explantatovych kultur.
Podle oficidlnich informaci firmy Plant Cell Technology, je pouzZiti pro vylééeni vnitinich
kontaminaci explantdtu ofe$dku krélovského potfebnd koncentrace 2 ml/I'* Obrovskou
vyhodou tohoto produktu je jeho vysokd tepelnd stabilita, Ize jej tedy pfidat do média jesté

Ve

pred autoklavovanim, aniz by pfisel o své ucinky (Plantcelltechnology, 2018).

Obr. 5 - Viditelna vnitfni kontaminace v podobé bakteridlni kultury, rozsitené do kultivacniho média u explantatu oresaku
kralovského, odvozeného z nesterilnich prirodnich podminek a kultivovaného experimentalné na médiu J4. Tento explantat

byl nakonec vlastni kontaminaci zahuben v casovém intervalu nékolika dni.
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4.3 Tvorba kofenového systému

Pro metodu in vitro mikropropagace kterékoli rostliny je indukce tvorby kofenového systému
dllezity krok predchazejici Uspésnému vyvoji rostliny v pudé, a tedy v jiz nesterilnich
podminkach. Zakofenovani rostlin je jednou z nejobtiznéjSich etap mikropropagace vétsiny
rostlinnych druhd, ale u nékterych druhu je zakofenovani in vitro jedinou UspéSnou metodou
zakorenovani in vitro odvozenych pryta (Kova¢, 1992). Tvorba kofenového systému je

u explantdtovych kultur ofesdku nesmirné sloZity proces.

Se zakorenovanim rostlin ofe$dkll rozmnoZenych in vitro se zacalo aktivné
experimentovat od roku 1984, kdy bylo predstaveno Driver Kuniyuki Walnut (DKW) médium
specidlné vytvorené pro rozmnozovani otresakll (Driver a Kuniyuki, 1984). Driver a Kuniyuki
(1984) popsali metodu ex vitro zakoreriovani explantatu u kultivaru ,,Paradox”, zaloZzenou na
namoceni explantatd v 0,5 mM roztoku IBA. Nasledovalo prosté preneseni do substratu

obsahujici smés pisek:raselina:perlit.

V roce 1987publikovali Driver a Suttle (1987) metodu pfimého zakorenovani v pudé u
predem vypéstovanych rostlin in vitro, které rostly na modifikovaném DKW médiu
(McGrahanan, et al., 1987) v podminkdch snizeného osvétleni a nizsi teploty. Explantaty byly
poté omyty v roztoku systematickych fungicidd a bazalni konce namoceny do zakoreriovaciho
prasku obsahujiciho 2 g IBA ve 100 g mastku. Takto oSetfené rostliny byly poté umistény pfimo
do substratu a venkovniho nesterilniho prostredi. Byly pouze prikryty plastovymi kelimky, ci
polystyrenem pro udrzeni vyssi vzdusné vlhkosti a zaroven kredukci sluneéniho zéareni
dopadajiciho na rostliny, a tedy ke sniZeni tepla v okoli rostliny. Tyto metody byly sice Uspésné
a k vytvoreni kofenového systému doslo, jednd se ale o Uspésnost spiSe experimentalni

a z komeréniho hlediska jsou témér nevyuzitelné, jelikoz mira Uspésnosti nebyla dostatecna.

Jay-Allemand et al. (1992) vymyslel a jako prvni pouzil metodu dvoufazového
zakoreniovani in vitro. Zaroven také pfridal do média vermikulit, aby tak zvysil provzdusnéni
média pri druhé (expresni) fazi tvorby korenového systému. Tento pokrok usnadnil
a zefektivnil zakorenovani explantatll, diky zvySeni poctu kotenicich rostlin in vitro. Rostliny
zaroven, diky stejnym kultivacnim podminkam, tvorily velmi podobné korenové systémy, coz
usnadnilo jejich naslednou aklimatizaci na nesterilni venkovni prostredi. V prvni fazi, a tedy

indukci zakorenovani, Allemand (1992) pouzil DKW médium o ctvrtecni sile s pridavkem
34



24.6 uM IBA. Explantaty prepasazované na toto médium kultivoval ve tmé po dobu 6 dnU pfi
teplotach 24+1 °C po dobu 16 hodin a 21+1 °C po zbyvajicich 8 hodin. Ve druhé fazi auxinem
oSetfené explantaty prepasazoval na % DKW médium, které neobsahovalo zddné hormonalni
regulatory rastu, ale obsahovalo navic vermikulit (Fertil-Vermagri, Size M, France) v poméru
1:1,25. Pfidani vermikulitu vedlo k navySeni schopnosti tvofit kofenovy systém in vitro

(Allemand, et al., 1992)

Tohoto dvoufdzové zakorenovani nyni vyuzivd prevdind vétSina védcl, pokousejici se
zakorenit explantaty ofeSaku kralovského in vitro. Napfiklad v roce 2001 této dvoufazové
metody vyuzili Navatel a Bourrain (2001), ktefi metodu modifikovali a poprvé ji zkouseli na
tfech silnych komeréné Zadanych kultivarech J. regia (,Lara“, ,Chandler” a ,Franquette”).
Zjistili, Ze rGzné kultivary se navzajem velmi lisi ve schopnosti vytvofit korenovy systém in vitro.
Také Sadaat a Hennerty (1999) zkoumali tuto dvoufazovou metodu, a to s pouZzitim nékolika
modifikaci. Nejvice se jim osvédCilo zakoreriovat explantaty kultivaci na %2 DKW médiu
doplnéno o 20 uM IBA ve tmé po dobu 9 dn(, které poté pfimo zasadili do papirovych
kvétinaca Jiffy-7©.

Dvoufazové zakorenovani se stalo nejpouzivanéjsi metodou zakorenovani in vitro. Mnoho
autord popsanou metodu pouziva s riznymi modifikacemi pro jednotlivé kultivary oresakl se
snahou optimalizovat podminky experimentu pro co nejlepsi vysledky. (Vahdati, et al., 2004)
pouzili tuto metodu pro tfi kultivary (,Sunland”, ,Chandler” a ,Vina“). Tyto tfi kultivary rostly
na kultivaénim médiu obsahujici zakladni médium DKW s pFidavkem 2,1 g-I"! fytagelu (sigma
chemicals Co., St. Louis), 30 g-I't sacharosy, 4.4 uM BA a 0.05 uM IBA. Médium upravili na pH
5.5 a to pred pfidanim fytagelu a autoklavovanim. Explantaty byly kultivovany v pokojové
teploté (25 — 30 °C) pfi 16-hodinové fotoperiodé o osvétleni 40-60 pmol-m2-sL. V prvni fazi
indukce tvorby korenového systému byly explantaty sefezdny na bazalnim konci a zbaveny
veskerého kalusu a ndsledné pfepasazovany na indukéni médium. Poté byly umistény do tmy
na sedm dni do teploty 22 °C. Indukéni médium bylo sloZzeno z MS média o 100 % obsahu soli
a vitaminG s pfidavkem 15 pM IBA, 30 g-I'* sacharosy a 9 g.I"* agaru Kobe (Serva Co.). Zdménu
MS za DKW provedli na zdkladé vysledku Navatele a Bourraina (2001). Médium bylo upraveno

na pH 5.5 pred pridanim agaru a autokldvovanim.

Ve druhé fazi (expresni) byly explantaty preneseny na médium podporujici tvorbu

kofenového systému. Toto médium bylo sloZzeno z mixu 1:1,25 (v/v) DKW médium o ¢tvrtinové
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sile s vermikulitem. SloZeni takového média bylo dosazeno smichanim 100 ml DKW média o
¢tvrtinové sile obsahujici 2,4 g.L* fytagelu a 30 g.L ™! sacharosy a 125 ml vermikulitu. Médium
bylo autoklavovano a do kazdé sklenice bylo prepasdazovano osm explantatl. Tvorba

kofenového systému na tomto médiu trvala 28 dni.

Takto kultivovany byly explantaty vSech tfi kultivard a vysledky experimentu byly
u kazdého z nich procentualné odlisné. NejlepSich vysledkd dosahnul kultivar ,Sunland®,
jeho? Uspé&snost tvorby kofend byla 94 % (88 vzork(). Uspé&$nost vytvoreni koten( in vitro
u kultivaru ,,Chandler” byla 55 % (76 vzorku) a nejhorsi vysledky byly pozorovany u tézce
koreniciho kultivaru ,,Vina“ (67 vzorka), u kterého byl korenovy systém vytvoren pouze u 27 %
vSech explantatu. Vysledky jejich experimentu také ukazaly, Ze pro indukci tvorby kofenu je
optimalni teplota 22 °C a kultivace ve tmé na indukénim médiu po dobu 6 dnd. Navatel
a Burrain (2001) dosahli nejlepsSich vysledk( pfi kultivaci na indukénim médiu ve tmé po dobu

8 dni.

Obr. 6 - Vysledek v experimentu zakofenovani explantatl ofesaku a vysledné korenové systémy podle (Vadhati, et al., 2004).
Vysledky experimentu Vadhatiho, et al. (2004) (Obr. 6) také ukdazaly, Ze nejlepsi vysledky pfi
vysledném zakoferiovani ma médium s koncentraci sacharé 40 — 60 g.L'' (aZ 62 %
zakofenénych explantatd) a naopak média s koncentracemi sacharosy 10 ¢i 20 g.L™t mély
procentudlni Uspésnost zakoreriovani 0 — 3 %. Koncentrace sacharosy neméla vliv na kvalitu a

velikost vytvorenych korenu.
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5 Vyznam mnozeni Oresaku kralovského in vitro

Aplikace metodiky in vitro mikropropagace oreSaku krdlovského je vyznamnd z mnoha
dlvodu. Nejdllezitéjsi je zvladnuti jedné z technik vegetativniho rozmnozovani oresaka, pfi
soubéZzném omezeni vysokych ndkladl spojenych se standartnim roubovanim. Oresaky
rozmnozené in vitro zarucuji dokonalou odrlidovou stalost, protoze se jednd o vegetativni

mnozeni (Payghamzadeh, et al., 2011).

Pravokofenné odrady

Oresaky vypéstované in vitro maji vyvinuty vlastni kofenovy systém, coz ze znalosti fyziologie
rostlin musi byt pro rostlinu pfinosné. Rostliny mnozené roubovanim jsou vlastné srostlé dvé
rizné rostliny a jejich funkce je proto v nékterych smérech omezena. Také z hlediska
nabytkarského prlimyslu (kapitola 2.2) je tvorba pravokorennych rostlin vhodna. Drevo je
vys$si kvality a na pravokofenném stromé lze nalézt zcela neposkozenou korenici (vysoce
cenéné drevo z oblasti korenového kréku stromu). Teoreticky se mohou Slechtit kultivary

urcené primo na produkci dfeva o vysoké nabytkarské kvalité.

Vysledky vyzkumu firmy Vitrotech Biotechnologia Vegetal (Lopez, 2004) ukazuji, ze
produkce ofechl na pravokofennych stromech je v mnoha pfipadech vyssi nez produkce
ofech(l na rostlinach stejného kultivaru, které jsou ale mnozené pomoci roubovani. Zaroven
poukazuji na skutecnost, Ze pravokorenné stromy vykazuji vitalné;jsi rast. (Hasey, et al, 1999)
zjistili, Zze kultivar Chandler, rostouci jako pravokorenny, vykazuje mnohem vétsi vitalitu a vétsi
miru rastu nez kultivar Chandler rostouci na podnozi komeréné mnozené — podnoz kultivaru
Paradox (viz podnozovy materidl). V tomto pripadé byl dokonce po 5 letech zméreny vynos

trikrat vyssi u pravokofenného Chandleru, nez u Chandleru roubovaného.

(Lopez, 2004) zjistil, Ze pravokorenné oresaky rostou svysokou vitalitou

i v podminkach, které se velmi vzdaluji od idedlnich pro ofesak kralovsky.
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Obr. 7 - Kofenovy systém triletého pravokorenného oresaku kralovského kultivar Vina (Lopez, 2004)

PodnoZovy material

Pro roubovani se béiné jako podnoZe pouZivaji obycejné jednoleté semenacky oresaku
kralovského. Pfi tomto zpUsobu produkce podnozi vsak existuje mozny problém a tim je
rGznorodost genotypu podnoZového materidlu. Kazdad podnoZ urcuje vlastnosti dospélého
stromu, a proto je Zadouci produkovat podnozovy material, ktery ma stabilni genotyp,
specifické vlastnosti nebo tyto vlastnosti predava roubu, a tak i dospélému stromu (Lopez,

2004) (DeBuse, et al., 2010).

Znamym podnoZzovym materidlem pro vlaSské ofechy mnoZenym pomoci
mikropropagace je kultivar Paradox. Tento kultivar se bézné pouziva jako podnozZ pfi
roubovani naptiklad v Kalifornii (DeBuse, et al., 2010). Jedna se o genotyp, ktery svému roubu
udava vlastnosti jako jsou vysoka vitalita, lepsi adaptabilita na rizné podminky péstovani a
lepsi toleranci k plidnimu kmenu parazitl Phytopthora, ktery zplsobuje kofenovou hnilobu

(DeBuse, et al., 2010).

Nedavné studie vedly ke komeréni dostupnosti tfech novych kultivara, které jsou

péstovany pomoci mikropropagace. Témi jsou: RX1, VX211 a Vlach, které taktéz svym roubim
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predavaji kvalitni vlastnosti a zvySeni rezistence proti chorobdam a skidclim (DeBuse, et

al.,2010).

Ozdraveni od virt a onemocnéni

Jelikoz vétsina orfesakl obsahuje vnitfni bakteridlni kontaminace (kapitola 4.2.2.), je vhodné
pouziti mikropropagace jako zplsob jejich Ié€eni. Metoda mikropropagace produkuje rostliny,
které jsou bez jakychkoliv vnitfnich kontaminaci, at uz virovych nebo bakteriadlnich, pokud se
jedna o meristematickou kulturu (Bhatia, et al., 2015). Pokud odvodime stabilni a zdravou in
vitro explantatovou kulturu a dale ji mnoZime, pak produkujeme potomstvo, které je prosté

jakychkoliv virovych ¢i bakterialnich kontaminaci.
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6 Postup experimentu

6.1 Seznam pouzitych pomtcek a chemikalii

Pomticky pouiité pfi pFipravé médii a pfi praci s explantaty:
- vahy (mg), mikrovinna trouba, michacka na média, pH metr, autokldv, laboratorni sklo

a pomucky, sterilni laminarni box a pomucky potiebné k praci vtomto boxu.

Chemikalie pouzity pro pripravu médii:

- demineralizovand H,O, DKW basal mixture (D0246.0025 Duchefa), myo-inositol,

thiamin HClI, kyselina nikotinov3, glycin, BA, mT, IBA, glukosa, sacharosa, agar S1000

Chemikalie pouZité pro sterilizaci explantatu:

- sterilni H20, 0,1 % HgCl;, isopropanol, 70% ethanol

6.2 Faze |l — Odvozeni sterilni explantatové kultury z matecné rostliny

Experiment odvozovani sterilni explantatové kultury byl proveden dvakrat vletech 2017
a 2018, a to vidy na jafe, kdy matecné rostliny ofesaku kralovského ukonéily svou zimni
dormanci a pupeny zacaly rasit. Experimenty byly provedeny na zakladé ziskanych informaci

pfi zpracovavani teoretické ¢asti diplomové prace (Kapitola 4.2).

Nejdfive byl proveden zkusSebni experiment, aby bylo moZné porovnat vhodnost
pouziti specidlné navrzeného média J5. Vtomto experimentu bylo cca 30 vicenodalnich
juvenilnich pryta kultivaru Mars o délce 2-5 cm povrchové vysterilizovdno a preneseno na

médium J4.

Dalsi explantaty prenesené z aseptickych podminek materskych rostlin byly nejdfive
povrchové vysterilizovany a poté preneseny na kultivacni médium s oznacenim J5 (Tab. 4)

obsahujici mimo jiné i 2 ml/I PPM™ (Biotech.cz 2017) a 2 g/| aktivniho uhli. Médium J5 bylo
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pfipraveno na zakladé nastudovani teoretickych informaci o problémech tykajicich se
odvozovani sterilni kultury (hnédnuti média, vnitfni kontaminace).

Tab. 4 - SloZeni kultivacniho média J5. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem

DKW basal salt mixture: D0246.0025 Duchefa 5,4795 g

Inositol 100 mg
Thiamin HCI 2,0mg
Nicotinic acid 1,0mg
Glycin 2mg
mT 2mg
IBA 0,01 mg
Aktivni uhli 2g
PPM™ 2ml
Glukosa 30g
Agar $1000 358
pH 6

Odvozovani sterilni kultury v roce 2017.

Pro odvozovani sterilni kultury v roce 2017 byly vybrany kultivary Mars, Jupiter, Seifersdorfsky
o celkovém poctu 150 explantatd. Po ukonéeni dormance a po zacatku kli¢eni jednotlivych
kultivar byly odebrany nékolikanodalni juvenilni pryty o délce cca 5-10 cm (Obr. 8).
Explantaty byly nejdfive ponechany k proplachu v tekouci vodé po dobu 60 minut. Explantaty
byly dale sterilizovany nejdrive 3 minuty v 0,1 % HgCl, a poté jednou promyty ve sterilni vodé.

Takto vysterilizované explantaty byly pfeneseny na médium J5 a ponechany ke kultivaci
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v podminkach: 16 h den (24 °C), 8 h noc (21 °C); osvétleni zafivky znacky Philips TLD 58W/840
- cool white, ve vzdalenosti 30 cm od rostlin produkuji ozédfenost 50 pmol/sec/m?. Tyto
explantaty byly prepasazovany na cerstvé médium vidy v intervalu vidy po jednom tydnu

kultivace.

Obr. 8 - Vicenodalni segmenty orfesaku kralovského kultivaru Seifersdorfsky, kultivované na médiu J5 v roce 2017.

Odvozovani sterilni kultury v roce 2018.

Pro odvozovani sterilni kultury v roce 2018 byly vybrany kultivary Mars, Jupiter a Chandler o

celkovém poctu 100 kust explantata.

ZpUsob odebrani explantatd: Po ukonceni dormance a po zacatku kli¢eni jednotlivych
kultivari byly odebrany nové juvenilni pryty o délce cca 5-10 cm, které byly nafezany na
jednonodalni segmenty (Obr. 9). Explantaty byly nejdfive ponechany k proplachu v tekouci
vodé po dobu 60 minut. Explantaty byly dale sterilizovany nejdfive 3 minuty v 0,1% HgCl;

a poté jednou promyty ve sterilni vodeé.
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Obr. 9 - Segmenty ofesdku kralovského pouzity pro odvozovani sterilni kultury in vitro v roce 2018.

Vysterilizované explantdty byly preneseny jednotlivé do sterilnich zkumavek
obsahujicich cca 5 ml odvozovaciho média J5 (Obr. 10) a kultivovany v podminkach: 16 h den
(24 °C), 8 h noc (21 °C); osvétleni zarivky znacky Philips TLD 58W/840 - cool white, ve
vzdélenosti 30 cm od rostlin produkuji ozafenost 50 pumol/sec/m?. Tyto explantaty byly

prepasazovany vidy na Cerstvé médium v intervalu 2 az 5 dn(.

Obr. 10 - Jednonodalni segmenty kultivaru Mars kultivované na médiu J5 v uzaviratelnych plastovych zkumavkach.
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6.3 Faze Il — Optimalizace kultiva¢nich podminek pro mnozeni oreSaku kralovského

pomoci mikropropagace

Pro fazi optimalizace kultivaénich podminek pfi mnoZeni ofeSaku kralovského pomoci
mikropropagace byla pouZita jiz stabilni in vitro kultura poskytnuta firmou Jan Holub s.r.o..
Tato kultura byla odvozena z vice Cerstvé klicicich semen otfeSaku kralovského. In vitro kultury
pouzity pro tuto fazi jsou tedy in vitro péstované semenace s pracovnim oznacenim S1-S7. Pro
tyto explantaty, které jiz nevypoustéji polyfenolické latky do média a zaroven nejsou
kontaminované vnitfnimi kontaminacemi bylo navrzeno médium J2 (Bourrain, 2009) (Tab. 5),
které obsahuje modifikaci v hormonalnim sloZeni. Byl pouZit misto latky BA
(benzylaminopurin) jiny hormon mT (meta-Topolin) (Moyo, et al., 2018), dale bylo navrieno

dalsi modifikované médium J4 (Tab. 6).

Médium J4 bylo navrieno na zakladé nastudovanych informaci v teoretické casti
diplomové prace (Kapitola 4.1). Také na zdkladé vlastnich poznatkd o rlistu explantat(i na

médiu J2 bylo navrZzeno modifikované médium J4, které obsahuje jiny pomér hormond.
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Tab. 5 - SloZeni modifikovaného kultivacniho média J2 (Bourrain, 2009). PouZité Iatky byly michdny do vysledného objemu 11

média.

Latka Hmotnost/Objem
DKW basal salt mixture: D0246.0025 Duchefa 5,4795 g
Inositol 100 mg
Thiamin HCI 2,0mg
Nicotinic acid 1,0mg
Glycin 2mg

BA 0,5mg
mT 2mg
IBA 0,01 mg
Fe-EDDHA 100 mg
Glukosa 30g
Agar $1000 358

pH 6
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Tab. 6 - SloZeni kultivacniho média J4. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem

DKW basal salt mixture: D0246.0025 Duchefa  5,4795¢g

Inositol 100 mg
Thiamin HCI 2,0mg
Nicotinic acid 1,0mg
Glycin 2mg
mT 2mg
IBA 0,01 mg
Fe-EDDHA 100 mg
Glukosa 30g
Agar $1000 358
pH 6
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Explantdty na téchto médiich jsou kultivovany v SD sklenicich, které obsahuji cca 50 ml

kultivacniho média.

Podminky v kultivaéni mistnosti: 16 h den (24 °C), 8 h noc (21 °C); osvétleni zafivky znacky
Philips TLD 58W/840 - cool white, ve vySce 30 cm od rostlin produkuji ozarenost
50 umol/sec/m?.

6.4 Faze Ill - Indukce kofenéni u explantatl a naslednd aklimatizace rostlin

v nesterilnich podminkach

Experiment ¢. 1

Prvni experiment byl proveden po UspéSném zavedeni sterilni kultury na médiu J4, na kterém
explantaty rostly do takové miry, Ze bylo moziné pouZit je na dvoufazové korenéni podle
(Bourrain, 2009). Celkové bylo pro tento experiment pouzito 15 explantatl s variabilni délkou

mezi 1,5 az 4 cm délky kultivaru S4.

Byly pouzity dvé kultivacni média pro fazi indukce a pro fazi exprese kofenéni
explantatu ofesdku kralovského kultivaru S4 s pracovnim oznacenim Jin.1 a Jex.1 (Tab. 8, Tab.

9).
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Jin.1 —,,Indukéni no. 1“ (Bourrain, 2009)

Tab. 7- SloZeni indukcéniho média Jin.1. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem
MS zasobni roztok 100 ml

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Vitaminy MS 5 ml

Glycin 2mg

IBA 2mg

Sacharosa 30g

Agar S1000 858

pH 6
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Jex.1 - ,,Expresni no.1“ (Bourrain, 2009)

Tab. 8 - SloZeni expresniho média Jex.1. PouZité Idtky byly michdny do vysledného objemu 1 | média. Po autokldvovdni média
bylo médium smichdno s vermikulitem v poméru 1:1.25.

Latka Hmotnost/Objem
MS zasobni roztok % 25 ml

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Vitaminy MS 5 ml

Glycin 2mg

Glukosa 30g

Agar $1000 858g

pH 6

Kultiva¢ni podminky: Doba kultivace byla u tohoto experimentu celkem 5 tydn.

Nejdfive byly explantaty kultivovany jeden tyden na indukénich médiu ve tmé po dobu
jednoho tydne pfi stfidajicich se teplotach 24 °C po dobu 16 h a 21 °C po dobu 8 h.

Dalsi 4 tydny po kultivaci na indukénich médiich byly explantaty pfeneseny na média
expresni do nasledujicich kultivacnich podminek: 16 h den (24 °C), 8 h noc (21 °C); osvétleni
zarivky znacky Philips TLD 58W/840 - cool white, ve vysce 30 cm od rostlin produkuji ozarenost

50 pmol/sec/m?2.

Experiment ¢. 2

Na zakladé vysledkd z prvniho experimentu, a hlavné na zakladé nastudovani dalsi teorie
o iniciaci kofenéni explantatl ofesaku kralovského (Kapitola 4.3), bylo pro druhy experiment

navrzeno vice typl indukcnich a expresnich médii (Tab. 10, Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14),
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které byly pouZity pro nejlépe rostouci explantaty semenace s ozna¢enim S4. Explantdaty byly
vybrany o rldznych délkdch, aby bylo moZiné sledovat efekt délky stonku na schopnosti
zakorenit. Pro kazdou kombinaci médii byly pouZity pouze 4 explantaty z divodu nedostatku

materialu vhodného pro experimenty tvorby kofenového systému.

Média byla testovdna pfi dvoufdzovém kofenéni explantati ve vSech moinych
kombinacich, a to konkrétné: Jin.1 + Jex.1, Jin.1 + Jex.2, Jin.2 + Jex.1, Jin.2 + Jex.2, Jin.3 + Jex.1,

Jin.3 +Jex.2.

Kultiva¢ni podminky: Doba kultivace byla celkové u tohoto experimentu 8 tydnu.

Nejdrive byly explantaty kultivovdny jeden tyden na indukénich médiich ve tmé po dobu

jednoho tydne pfi stfidajicich se teplotach 24 °C po dobu 16 h a 21 °C po dobu 8 h.

Dalsich 7 tydnt po kultivaci na indukénich médiich byly explantaty pfeneseny na média
expresni do nasledujicich kultivacnich podminek: 16 h den (24 °C), 8 h noc (21 °C); osvétleni
zarivky znacky Philips TLD 58W/840 - cool white, ve vzdalenosti 30 cm od rostlin produkuji

ozafenost 50 umol/sec/m?2.
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Pouzita média:

Jin.1 -, Indukcni no. 1 (Bourrain, 2009)

Tab. 9 - SloZeni indukcniho média Jin.1. PouZité Iatky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem
MS zasobni roztok 100 ml

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Vitaminy MS 5 ml

Glycin 2mg

IBA 2mg

Sacharosa 30g

Agar $S1000 858

pH 6
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Jin.2 -, Indukéni no.2“ (Vahdati, et al., 2004)

Tab. 10 - SloZeni indukcniho média Jin.2. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem
MS zasobni roztok 100 ml

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Vitaminy MS 5 ml

Glycin 2mg

IBA 3mg

Sacharosa 30g

Agar $1000 858g

pH 5.5
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Jin.3 —,,Indukéni no.3“ (Allemand, et al., 1992)

Tab. 11 - SloZeni indukcniho média Jin.3. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média.

Latka Hmotnost/Objem
% DKW (D0246.0025 Duchefa) 1.369¢g
Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg
Glycin 2mg
Thiamin-HCL 2mg
Kyselina nikotinova 1mg
IBA 5mg
Sacharosa 40g
Agar (51000) 85g
pH 5.5
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Jex.1 - ,,Expresni no.1“ (Bourrain, 2009)

Tab. 12 - SloZeni expresniho média Jex.1. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média. Pred autokldvovanim

média bylo médium smichdno s vermikulitem v poméru 1:1.25.

Latka Hmotnost/Objem
MS zasobni roztok % 25 ml

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Vitaminy MS 5ml

Glycin 2mg

Glukosa 30g

Agar $1000 858g

pH 6
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Jex.2 — ,,Expresni no.2“ (Vahdati, et al., 2004; Allemand, et al., 1992)

Tab. 13 - SloZeni expresniho média Jex.2. PouZité latky byly michdny do vysledného objemu 1 | média. Pred autokldvovdanim

média bylo médium smichdno s vermikulitem v poméru 1:1.25.

Latka Hmotnost/Objem
% DKW (D0246.0025 Duchefa) 1,369¢g

Inositol 100 mg
Fe-EDDHA 100 mg

Glycin 2mg
Thiamin-HCL 2mg

Kyselina nikotinova 1mg

Sacharosa 30g

Agar S1000 8,5g

pH 6

Po vyhodnoceni tvorby kofenového systému byly vSechny explantaty vyjmuty ze
sterilnich podminek a zasazeny do raseliny. Kazdy explantat, u kterého nebyla pozorovana
zadna tvorba korenového systému byl dodatecné oSetfen 0,5% IBA v talku. VSechny
explantaty (s vytvorenym korenovym systémem i ty bez néj, oSetfené 0,5% IBA v talku) byly
zasazeny do substratu v PE nadobé a prekryty pérovitou félii (Obr. 11), aby byla zajisténa vyssi

vzdusna vihkost.
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Obr. 11 - Rostlinky oresaku kralovského prevedené ze sterilnich podminek in vitro do podminek nesterilnich a kultivované po
dobu jednoho mésice v zahradnickém substratu v prihledné PE nadobé prekryté poérovitou folii k zajisténi vyssi vzdusné
vlhkosti.

Po mésici kultivace v nesterilnich podminkach byly rostlinky z PE nddoby vyjmuty a byla
zkontrolovana tvorba kofenového systému u rostlin dodatecné oSetfenych praskovou IBA a
zaroven byl zkontrolovan vyvoj kofenového systému vytvoreného jiz na expresnim médiu.

Rostlinky s vytvofenym kofenovym systémem byly zasazeny do kvétinacd o priiméru 9 cm do

raselinového substratu.
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7 Vysledky

7.1 Faze |l - Odvozeni sterilni explantatové kultury z matecné rostliny

Odvozovani sterilni kultury v roce 2017

Vysledkem zkuSebniho experiment, ktery byl proveden na médiu J4, byl dhyn 100 %
explantatd. VSechny kultivované explantaty se projevily viditelnou vnitini kontaminaci, ktera

je v fadu nékolika dni zcela zahubila (Obr. 5).

Vicenodalni pryty v dalSim experimentu na médiu J5 byly pfepasazovany kazdych 7 dni
po dobu 5 tydnU. Z pavodnich 150 odvozenych explantatd (50 ks Mars, 50 ks Jupiter a 50ks
Seifersdorfsky) neprezil Zadny. VSechny znekrotizovaly nebo byly zahubeny vnitfni
kontaminaci a proces odvozovani sterilni kultury pro rok 2017 byl zcela neuspésny. V roce

2018 byl pokus opakovan se zménénym postupem.

Odvozovani sterilni kultury v roce 2018

JiZ treti den po preneseni vysterilizovanych exlantatl na médium J5 bylo vidét, Ze segmenty,
které plvodné rostly blize k apikalnimu konci explantatu, ¢ernaji a nekrotizuji (Obr. 12 vievo).
Nodalni segmenty o vétsich primérech po dvou dnech nejevily Zddnou znamku nekrotizace
a dva dny po preneseni na médium J5 bylo z celkového poctu 100 ks explantatu odstranény

jen 4 nekrotizujici kusy.
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Obr. 12 - Caste¢né nekrotizovany (vlevo) a zcela zdravy (vpravo) jednonodalni segment, poufity jako explantaty vhodné

k odvozovani sterilni kultury. Tyto explantaty byly kultivovany na médiu J5 po dobu tfi dnG.
Po jednom tydnu kultivace a po tfetim preneseni na Cerstvé médium byla nalezena
z celkového poctu 96 ks explantatli jen jedna nekrotizace a jedna vnéjsi kontaminace. Nodalni

segmenty z distalni ¢asti prytu se tedy jevi jako vhodnéjsi kandidati na odvozovani sterilni

kultury, nez apikalni, které vykazuji okamzitou nekrotizaci (Obr. 13).

Obr. 13 - Zcela nekroticky explantat vytvoreny z apikalni ¢asti juvenilniho prytu kultivaru Mars, kultivovany po dobu jednoho

tydne na médiu J5.

Po tfech tydnech kultivace explantatd na médiu J5 nebyla sledovana Zzadna dalsi

7 v s

nekréza. Bazalni ¢asti nodalnich segmentl produkuji kalus a pupeny zacinaji rasit (Obr. 14).
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Obr. 14 - Rasici jednonodalni segmenty ofesaku kralovského kultivaru Jupiter, které jsou kultivované na médiu J5 po dobu tii
tydn(.

7.2 Faze Il — Optimalizace kultiva¢nich podminek pro mnozeni oreSaku pomoci

mikropropagace

Proces optimalizace kultivacnich podminek je ¢asové velmi naroc¢ny. Jednotlivé pasaze na nova
média probihaly vidy po 5 tydnech kultivace a experimenty probihaly kontinualné od podzimu

roku 2016 do dnesni doby.

Jako prvni bylo pouzito médium J2, které bylo navrieno na zadkladé prace (Bourrain,
2009), ale s modifikovanym hormonalnim slozenim. Jiz na tomto médiu byl pozorovany
stabilni rist vSech explantatl, tedy médium se jevilo jako vhodné pro kultivaci explantat
oresaku kralovského (Obr. 15). Rust byl stabilni a jiZz po par tydnech bylo dosazeno stabilniho
poctu 35 ks explantdtd na kazdy kultivar, tedy kultivovano bylo stabilné 245 explantatud
oreSaku kralovského. U vétsiny explantatl (az 90 %) nebyla pozorovana Zadna nekroza.

Kultivovanych bylo sedm rliznych semendacl s oznacenim S1 —S7.

Rast explantatl byl sice stabilni, nedochazelo k nekrézam, ale rast byl velmi pomaly,

a proto byl navrien dalsi experiment a vytvofeno médium J4.
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Obr. 15 - Explantaty semenace S2, které byly na médiu J2 kultivované po dobu t¥i tydnd.

Médium J4 obsahuje jiné hormondlni sloZeni a jiné komponenty, které byly upraveny
na zakladé nastudované literatury a na zakladé zkusenosti ziskanych pfi kultivaci ofesakd na

médiu J2.

Bylo pozorovano, Ze oresaky semendacl S1 — S7 na médiu J4 vykazuji mnohem vétsi
vitalitu a jejich rast je urychlen. Jiz po dvou tydnech bylo pozorovano, Ze explantaty dosahuji
pramérné vyssiho ristu nez explantaty na médiu J2 po tfech tydnech (Obr. 15, Obr. 16). Dale
byl pozorovany vétsi vyskyt postrannich vyhon( (Obr. 17). Na médiu J4 je tedy moiné
dosdhnout vyssiho mnoziciho koeficientu nez na médiu J2. Médium J4 je proto vhodnéjsi pro

kultivaci oresaku kralovského v in vitro podminkach.

Vyhodnocovat rust jednotlivych explantatl se jevi jako nemozné. Kazidy explantat
vykazuje jinou vitalitu. Explantaty stejného semendce (S1 az S7) maji rlizné délky po stejném

Casu kultivace, maji rzny pocet prytd, rdzné vyvinuty kalus atd.
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Obr. 17 - Detail vyssi schopnosti rozvétvovat se u explantatd ofesaku kralovského semendde S4 kultivované na médiu J4.
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7.3 Faze Il — Indukce kofenéni u explantati a nasledna aklimatizace rostlin

v nesterilnich podminkach

Experiment €. 1

PFi tomto experimentu ani po mésici kultivace na expresnim médiu J.ex1 nebyla pozorovana
tvorba korenového systému ani u jednoho z 15 pouZzitych explantatu semendce S4. Explantaty

byly pfevedeny zpét na médium J4.

Experiment ¢. 2

Po 8 tydnech kultivace explantatl semenace S4 na médiich Jin.1 + Jin.2 + Jin.3 a Jex.1 + Jex.2
v riznych kombinacich byla provedena kontrola rlstu kofenového systému u jednotlivych

skupin explantat(. Nasledujici fotografie ukazuji vysledek tohoto experimentu.
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Obr. 18 - Explantaty semenace S4 kultivované pfi dvoufdzovém zakorernovani na médiich Jin.1 a Jex.1
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Obr. 19 - Explantaty semenace S4 kultivované pfi dvoufazovém zakorernovani na médiich Jin.1 a Jex.2

Obr. 20 - Explantaty semenace S4 kultivované pfi dvoufdzovém zakoreriovani na médiich Jin.2 a Jex.1
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Obr. 21 - Explantaty semenace S4 kultivované pfi dvoufdzovém zakorerovani na médiich Jin.2 a Jex.2

Obr. 22 - Kontaminace na médiu Jex.1 v experimentu dvoufazového zakoferovani explantatl semenace S4 na médiich Jin.3

+Jex.1, kterd zapficila smrt vSech Ctyf explantatd.
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Obr. 23 - Explantaty semenace S4 kultivované pfi dvoufdzovém zakorernovani na médiich Jin.3 a Jex.2

Na zakladé vyhodnoceni vysledkd bylo pozorovano nékolik faktord, které ovlivni budouci
experimenty se zakorenovanim explantatd ofeSakd. Kofeny se u explantatl objevily pouze
u vzorkud rostoucich na expresnim médiu Jex.2 (Vahdati, et al., 2004; Allemand, et al., 1992).
Tento vysledek poukazuje na vhodnost pouziti expresniho média se zakladem podle (Driver
a Kuniyuki, 1984), tedy médium se zakladem DKW, podobné jako je zaklad DKW vhodny pro

kultivaci explantatové kultury ofesaku kralovského.

Vyska u explantat( hraje nejspiSe roli pfi vytvareni korenového systému. Kofenovy systém
byl vytvofen u explantatl s délkou minimdlné 2,5 cm, z c¢ehoz vyvozujeme, ze mensi

explantaty nelze pouzit pro experiment indukce korenéni.

Po vyhodnoceni tvorby kofenového systému in vitro byly vSechny explantaty vyjmuty ze

sterilnich podminek a zasazeny do raseliny.

Po dostatecné dlouhé kultivaci v nesterilnich podminkach bylo zjiSténo, Ze i po
dodatecném oSetfeni praskovou IBA nedoslo vétSinou ke tvorbé kofenového systému
u explantdtu s vyjimkou jediné rostliny, u kterého ale jiz byly pozorovany zaklady kofenového
systému. Do kvétinacl byly tedy pfesazeny pouze 4 (Obr. 24) rostlinky s kompletné vyvinutym

kofenovym systémem.

Pfes zimu a obdobi dormance bohuzel preZila jen jedna rostlina (Obr. 25)
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Obr. 24 - Rostlinky semenace S4 s pIné vyvinutym kofenovym systémem, které byly zasazeny do kvétinacd a zahradnického
substratu a vysazeny k dalSimu réstu do skleniku.

Obr. 25 - Prezivsi rostlina semendde S4, ktera prezila zimu a Uspésné roste v nesterilnich podminkach.
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8 Diskuse

Faze | - Odvozovani sterilni kultury

Odvozovani stabilni kultury se na zakladé provedenych experiment( jevi jako nejslozitéjsi faze
z celého procesu in vitro mikropropagace ofeSaku kralovského. JelikoZz experimenty lze

provadét pouze na jare, kdy matecné rostliny opousti obdobi dormance a jejich pupeny

vevys

Desinfekéni protokol, ktery byl v této diplomové praci pouzit se opird o vysledky (Al-
Mizory, Azad, 2012), ktefi ve své prdci pfi povrchové sterilizaci pouzili mimo jiné i roztok HgCl,.
Na zakladé zkuSenosti ve firmé Jan Holub s.r.o. byla pouzita a modifikovdna desinfekce mimo
jiné i roztokem HgCl,. Tato povrchova sterilizace ma 100% Uspésnost a vsechny vzorky, které
byly desinfikovany byly po nasazeni na médium povrchové sterilni. Velkou zasluhu na popsané
procentudlni Uspésnosti ma nejspiSe i pouziti dlouhodobého proplachu v tekouci vodé
(Khoshkhoye, 2005). Proplach pod tekouci vodou odplavuje velké mnozstvi povrchovych

patogend, ktefi se na explantatech mohou vyskytovat.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.2.2 v teoretické ¢asti diplomové prace, povrchova
sterilizace u explantatu oresaku kralovského je nejmensi problém. Explantaty byly nasazeny
na médium J5 navrzené specialné na reseni popsanych problému, které provazi odvozovani
sterilni kultury této rostliny. Podle (Curir, et al., 1985) bylo do média pfidano aktivni uhli, které
mélo navazat explantatem vypousténé polyfenolické latky, které samotny explantat zahubi.
Dalsi pfidanou latkou do média je komeréni antibioticky pfipravek PPM™ (Plant Preservation
Mixture, Biotech.cz), jehoz Sirokospektralni vyuziti mélo zajistit vyreseni problému vnitini
kontaminace (Plantcelltechnology, 2018), kterd je podle pozorovani (Obr. 5) ptitomna ve

vSech explantatech ofesdku kralovského prevzatych z pfirody.

V roce 2017 bylo popsané médium J5 pouZito pro explantaty, které byly nasazeny ve
formé vicenoddlnich juvenilnich prytld. Vicenodalni segmenty byly kazdych 7 dni
prepasazovany na cerstvé médium a pokazdé byla pozorovana nekrdza bazalni c¢asti
explantatu. Tato nekrdza sice byla kazdy tyden odstranéna, ale i pfesto nakonec 100 %

explantatl zahynulo. Jelikoz médium, které obsahuje aktivni uhli, je cerné (Obr. 8), nebylo
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mozné vysledovat, zda za nekrézu muze vnitini kontaminace, ¢i vypousténi polyfenolickych

latek do média, coZ se projevuje jako viditelné hnédnuti média.

ZlepSeni situace a feSeni nékterych problému zroku 2017 pfinesly modifikace
odvozovaciho protokolu vroce 2018. Vtomto experimentu byly pouzity jednonodalni
explantaty (Bourrain, 2009) s cilem nechat vyrlst a nasledné odizolovat rasici nodalni pupeny,
které by, jakozto meristematické pletivo, mély byt prosté kontaminaci a polyfenolickych latek.
Dalsi modifikaci bylo zajisténi ¢astéjsiho prenaseni explantat(i na cerstvé médium (Long, et al.,

1995).

Tyto zmény zajistily, Ze explantaty rostouci na médiu J5 projevovaly mnohem vyssi
vitalitu, nez explantaty v roce 2017. Vysledky z roku 2018 také potvrdily, Ze jednonodalni
segmenty jsou pro odvozovani sterilni kultury vhodnéjsi, coz potvrzuji napriklad i vysledky

autora (Bourrain, 2009), ktery jednonodalni segmenty také uspésné poutil.

Na explantatech pouzitych v roce 2018 nedochazelo k nekréze bazalnich ¢asti a pupeny
vykazovaly stabilni rlist. Tento experiment, spolecné s vysledky z roku 2017, zaroven potvrdil,
Ze pouziti apikalnich ¢asti juvenilnich prytd je nevhodné k odvozovani sterilni kultury, protoze

opét dochazelo k nekr6zam bazalnich ¢asti (Obr. 12, Obr. 13).

Naopak u jednonodalnich explantatd z distalni casti stonku se i po tfech tydnech
kultivace neprojevila Zddna nekrdza, ale naopak dochazelo ke tvorbé kalusu u bazalni ¢asti
explantatl a noddlni pupeny rasily. Vétsina explantatl v roce 2017 byla za tuto dobu jiz zcela
nekroticka. Vysledkem téchto experimentl je tedy potvrzeni, Ze k odvozovani sterilni kultury
jsou vhodnéjsi jednonodalni segmenty z distalni ¢asti juvenilniho prytu a Ze Uspésnost
odvozovani zavisi také na frekvenci pasazi na cerstvé médium.

Bylo vypozorovano, Ze explantaty zkusebné odvozené z pfirody, které byly kultivovany
na médiu J4, byly ve velmi kratkém case zahubeny vlastni kontaminaci (Obr. 5), di
polyfenolickymi latkami. Lze tedy predpokladat, Ze pouZiti antibiotického pfipravku
a aktivniho uhli je pfinosné. Castéjsi pasdze mohou také zarudit, 7e pfipadné vnitini
kontaminace a polyfenolické latky, nestihnou explantat zahubit.

Dalsim krokem v projektu mikropropagace ofeSaku kralovského bude izolace rasicich
pupenl z jednonodalnich segment( a jejich pasaz na navrzené médium J4, kde bude zajisténa

stabilni produkce sterilnich rostlin. U téchto rostlin bude zaruéena odridova pravost.
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Faze Il — Optimalizace podminek kultivace ofesaku kralovského pomoci mikropropagace

V této fazi byla navriena dvé rizna média, jejichz zakladem byly informace nastudované
v teoretické ¢asti diplomové prace. Tato média by méla zarudit stabilni rdst explantatl oresaku
kralovského in vitro. Podle vysledkd ruznych autori (Payghamzadeh, et al., 2011) byla
navrzena média se zakladem DKW (Driver a Kuniyuki, 1984), na kterém bylo v pribéhu let
vyzkumU dosazeno nejlepSich vysledkll, spolecné s médii se zdkladem MS. Médium se
zdkladem MS nebylo pouZito z dlvodu, Ze DKW médium bylo navrieno specialné pro

mikropropagaci ofesaku kralovského (Driver a Kuniyuki, 1984).

Jiz prvni modifikované médium s oznacenim J2, jehoz zdaklad tvotily latky podle
(Bourrain, 2009), pUsobilo ptiznivé na explantaty orfesaku kralovského a v podminkach
kultivace bylo dosazeno stabilniho ristu. Na zakladé (Moyo, et al., 2018), byla navrzena zména
hormonalniho sloZzeni média podle (Bourrain, 2009). Autofi zjistili, Ze pfi kultivaci explantat
na médiu obsahujici mT v rlznych koncentracich bylo dosaZzeno lepSich vysledk( oproti
médiim obsahujicim BA. Explantaty rostliny Amelanchier anifolia, kterou autofi pouzili, rostly
s mT nejlépe, mély nejvice postrannich vyhoni a nejlepsi zakoreriovaci schopnost. Tyto kladné
vysledky pro rlst na médiu obsahujici mT potvrzuji také (Werbrouck, et al., 1996), ktefi pouZzili
rostlinu Spathiphyllum floribundum. Tento hormon byl proto pouzZit i v této diplomové praci

s cilem zlepsit rdstové podminky pro explantaty oresaku kralovského.

Na zakladé vlastnich vysledkl lze predpokladat, Zze pouziti mT ma pfriznivy vliv na
explantaty ofesaku kralovského, jejichz kultivace je jinak velmi slozita. Explantaty na médiu J2

rostly stabilné, nedochdzelo k nekrézdm a celkova vitalita rostlin byla uspokojuijici.

Pouziti média s mT bylo také navrZzeno, z divod( zajisténi lepsi pfipravy explantatd na
fazi zakorenovani. BA mé oproti mT schopnost se kumulovat v bazalni ¢asti explantatu a tim
negativné pusobit na zakofenovaci schopnosti explantatu (Moyo, et al., 2018). Korenici
schopnost explantatl ofesaku kralovského je i tak velmi mald (Navatel a Bourrain, 2001)
a pouziti hormonu mT by procentuadlni vytéznost korenéni ofesaku kralovského in vitro mohlo

zvysit. Hormon mT ma jiné chemické sloZzeni nez BA (Werbrouck, et al., 1996), které mimo jiné
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zarucuje, Ze se v bazalni ¢asti rostliny kumulovat nebude, a proto je podporeno lepsi kofenéni

explantatd.

Dalsi modifikované médium J4 bylo navrZeno tak, aby bylo dosazeno jesté lepsSiho ristu
a vyssiho mnoziciho koeficientu. V. médiu J4 bylo zcela eliminovano pouziti hormonu BA a byly
sledovany pfipadné zmény v rlstu explantatu na médiu obsahujici pouze hormon mT.
Médium J4 se na zakladé vysledkl jevi jako vhodnéjsi pro kultivaci explantatl oresaku. Bylo
dosazeno vyssiho vzristu v kratSim Case a explantaty prokazovaly vyssi mnozici koeficient ve
100 % pripadd.

| po mésicich kultivace na tomto médiu je rlst explantatu stabilni a produktivni.
Oresaky vykazuji vyssi hodnotu mnoziciho koeficientu a dlouzivého rlstu, a proto lze
explantaty exponencidlné mnozit a zajistit tak stabilni produkci rostlin. Dochazi také k minimu
nekréz. Pouziti hormonu mT, jako hormonu nahrazujici béiné pouzivany BA, bylo

experimentalné vyhodnoceno jako vhodné pro kultivaci explantatu oresaku kralovského.

Tato faze experimentll byla provedena Uspésné a podminky pro kultivaci byly uznany
jako stabilni a funkéni. PouZiti hormonu meta-Topolinu je vhodné pro kultivaci oresaku
kralovského in vitro. Explantaty na médiu rostou a ndsledné experimenty budu zaméreny na
dalsi vylepSeni kultivacnich podminek a zajisténi nejrychlejSiho moZného rlstu spolu
s vysokym mnozicim koeficientem, aby vysledna produkce pravokorennych oresakd byla co

nejvyssi a nejvyhodnéjsi.

Faze Il — Indukce kofenéni u explantati a nasledna aklimatizace rostlin v nesterilnich

podminkach

Pro zakorenovani explantatll zkoumaného rostlinného druhu bylo pouZito dvoufazového
zakorenovani in vitro, které jako prvni provedl (Jay-Allemand, et al., 1992), a které podle jeho
vyzkumu dosahovalo lepsich vysledk(l, nez zakoreriovani v pidé (Driver a Suttle, 1987; Driver

a Kuniyuki, 1984).

Pro experimenty byly pouzity semendace S1-S7, u kterych jiz byl zajiStén stabilni rlst in

vitro na médiu J4. | presto, Ze rast na médiu J4 je v naSich podminkach stabilni, nebyl bohuzel
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zajiStén dostatek materialu pro statisticky vyznamnéjsi experimenty, u kterych by bylo pouzito

vice vzorka.

Pro vyzkum zakofenovani ofesaku in vitro bylo v prabéhu let navrzeno nékolik riznych
médii pro indukéni i expresni fazi, které obsahuji nejriznéjsi modifikace. Pro vlastni
experiment bylo tedy navrZeno vice riznych médii, které byly pro vyzkum pouZity ve vSech
raznych kombinacich. Média byla navrzena se zaklady podle (Bourrain, 2009; Vadhati, et al.,
2004; Allemand, et al., 1992). Bylo zjistovano, které z téchto navrzenych médii je vhodné pro

indukci korenéni.

Explantdty, které byly kultivované na indukénich médiich byly kultivovany bez svétla,
protoze ve tmé dochazi k rozdilné distribuci a aktivité hormonl v rostling, a tedy signdly
v rostliné iniciujici tvorbu kofenového systému by mély byt aktivnéjsi (Sadaat a Hennerty,
1999). V expresnich médiich byla pouzita modifikace podle (Jay-Allemand, et al., 2009), kdy
byl do média pridan vermikulit. Podle autora by se timto krokem méla zlepsit kvalita,

rozvétveni a pevnost vyslednych kofenovych systém.

V prvnim experimentu byla pouZita expresni a indukéni média podle (Burrain, 2009),
které tvorily zaklad média MS. Podle vlastnich vysledk( z prvniho i druhého experimentu se
média se zdkladem MS jevi jako nevhodné pro indukci kofenéni u orfesaku. Vysledky
neprokazaly tvorbu kofenového systému ani u jednoho explantatu kultivovaném na médiu se

zakladem MS.

Ve druhém experimentu bylo dokdzano, Ze kofenovy systém se vytvofil pouze
u explantatl kultivovanych na indukcnich expresnich médiich podle (Vadhati, et al., 2004
Allemand, et al., 1992), a to jsou média, kterd tvori zaklad DKW (Driver a Kuiynuki, 1984).
V této diplomové praci bylo tedy jiz vicekrat dokazano, Ze pouzité médii se zakladem DKW je

vhodné pro mikropropagaci ofesaku kralovského.

Jak jiz bylo dfive naznaceno, pouziti hormonu mT (Moyo, et al., 2018; Werbrouck, et
al., 1996) by mélo mit také kladny vyznam na tvorbu kofenového systému. Ve fazi optimalizace
experimentu pro tvorbu kofenového systému u explantdtu ofeSaku kralovského budou
navrzeny experimenty, které porovnaji pouZziti mT a BA pfi kultivaci ofesaku in vitro a nasledné

indukce tvorby korenovych systému. Pro dalsi experimenty budou selektovana média, ktera
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dosahuji nejvyssi miru tvorby kofenového systému a bude se sledovat i vliv kultivacnich

podminek (naptiklad tma pfi indukéni fazi).

Na zakladé vysledk( této diplomové prace bylo pti aklimatizaci explantatd zjisténo, ze
nema smysl pouzivat explantaty, které si vlastni kofenovy systém nevytvofily jiz v expresni fazi
in vitro. Na zakladé prace (McGrahanan, et al., 1987) byly explantaty bez kofenového systému
oSetfeny dodatecné 0,5% IBA vtalku. Explantaty, které byly kultivovany na nékterém
z navrzenych indukénich a expresnich médii a dodatecné osetieny praskovou IBA si nevytvari
korfenovy systém v nesterilnich podminkdach. Proces aklimatizace v substratu v PE nadobach
prikryté pérovitou félii se tedy jevi jako vhodny pouze pro explantaty, které vlastni kofenovy
systém maji vytvoreny jiz z in vitro prostredi. Tyto rostliny neznekrotizovaly a Uspésné se na

nesterilni prostredi aklimatizovaly.

V dalsi fazi bude projekt zaméren mimo jiné na kultivaci jiz aklimatizovanych rostlin
v nesterilnich podminkach. Bude treba vytvorit podminky vhodné pro péstovani oresaku
kralovskych tak, aby bylo dosazeno maximalni efektivity produkce pravokotrennych orfesaku
kralovskych. V dalsSim vyzkumu bude tedy sledovan napftiklad efekt pH pouzitého substratu,

teplotni a vlhkostni podminky v prostorech, kde se budou pravokorenné oresaky péstovat.
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9 Zavér

Pfedkladand diplomova prace se zabyva metodikou mikropropagace oresaku kralovského
(Juglans regia, L.) in vitro. Pouziti mikropropagace by narocny proces vegetativniho mnozeni
ofeSadku vyrazné zlevnilo, zjednodusilo a ¢asové zvyhodnilo. Rostliny kultivované in vitro
by mély zajisténou odridovou stélost, byly by prosté chorob a byl by zajistén vyssi mnozici
koeficient. Cile diplomové prace jsou shodné s jednotlivymi fazemi procesu mnozeni ofeSaku

kralovského in vitro.

V prvni fazi diplomové prace byly provedeny experimenty s cilem odvodit sterilni
in vitro kulturu. Po nastudovani literdrniho zadkladu byl navrzen postup povrchové i vnitini
sterilizace a samotné odvozovaci médium. Sterilizacni protokol byl Uspésné aplikovdn
a navrzené médium se jevi jako vhodné pro odvozovani sterilni kultury ofesaku kralovského.
Po sérii experimentl bylo zamezeno uUhynu explantatl kvali vnitfnim kontaminacim

a polyfenolickym latkam.

Ve druhé fazi byla navriena kultivaéni média pro optimalizaci ristu explantatd in vitro.
Explantaty se podarilo uspésné stabilné kultivovat na navrzenych médiich a byla i Uspésné
zavedena hormonalni modifikace v médiich, které se na zakladé vysledku jevi jako vhodné pro
kultivaci oresaku kralovského in vitro. Hormonalni modifikace spocivala v pouziti hormonu
meta-Topolin misto béZné pouzivaného 6-Benzylaminopurinu. Tato modifikace méla pozitivni

vysledky a byla Uspésné zavedena do protokolu kultivace oresaku kralovského.

Ve treti fazi experimentalni casti diplomové prace bylo tfeba zajistit korfenéni
explantatl a jejich aklimatizaci ex vitro. Byly navrieny experimenty dvoufazového
zakorenovani in vitro a nékolik riznych indukénich a expresnich médii. V nékterych ptipadech
bylo dosaZeno tvorby kofenovych systému a nékteré in vitro zakorenéné rostliny se podafrilo

uspésné aklimatizovat ex vitro.

| presto, Ze oresak kralovsky je rostlina, jejiz mikropropagaci provazi mnoho probléma,
cile diplomové prace byly spinény. V budoucnu budou provedeny dalsi experimenty, které
zahrnuji mimo jiné napfriklad optimalizaci koncentraci pouzitych hormona ¢i selekci
nejvhodnéjsich indukénich a expresnich médii. Poté bude mozné zavést prvni stabilni protokol

pro mnozeni ofe$aku kralovského pomoci in vitro mikropropagace v Ceské republice.
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