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UvoD

Zadanim bylo fipravit sterilni kulturu rdestu dlouholistého intna a zpracovat protokol
pro usgsné zavedeni rdestu priegtnictvim semen do in-vitro kultivace. Tato &é&éna
zprava shrnuje veSkeré vysledky a pracovni postugkyteénéné od 27.prosince 2009 do 30.
zai 2010.

VYSEV SEMEN A IN-VITRO KULTIVACE
A) PUVOD SEMEN

Cerstva semena sklizend na podzim roku 2009 byl&kypmsta Dr. Lubomirem
Adamcem z kultury BU AYR, Trebai v nasledujicich piech: sucha semena (mdfro
vysusSena ) 22°C ihned po dozrani 15. 9. 2009 a od 8. 1092i¢kladina ve tnd v lednici
pii 5°C): 47 ks; mokra semena (mifo skladovana po dozrani ve ¥ode tme pii teplog
5°C): 191ks.

B) MEDIUM PRO VYSEV
Byly zvoleny d¥ kombinace vysevniho média:

1) Tuhé: 10% MS méduim (Murashige-Skoog) s 20% &y a 0,6% gerlite. Do
jedné vysevni zkumavky bylo pouZito cca 10 ml média

2) Tekuté: 10% MS médium s 20% sachardzy. Bylo powcca 20 ml tekutého média
do jedné vysevni zkumavky.

pH média nastaveno na 6,%e@d rozlitim do zkumavek. Zkumavky s médii une
hlinikovymi vrsky byly sterilizovany v autoklavu mobu 15 minut p teplog 121°C.

C) PRIPRAVA SEMEN NA STERILIZACI — REDMYTI

Sucha i mokra semena byla dne 27. 12. 2008en&ve vod s gidavkem wkolika kapek
jaru a protepavana po dobu 27 az 39 hodiegvlastni sterilizaci. Gdasré bylo provadno
odstraiovani ,osemeni“ afschlych zbytk jemnym tenim na sitku pod tekouci vodou.
Voda pro ped myti bylatasto ngnéna.

D) VLASTNI STERILIZACE SEMEN
Sterilizace semen prébla dne 28-29. 12. 2009 viethcasovych sterilizénich skupinach po
dobu 4, 8 a 16 hodin ptefpavanim ve sterilizaim roztoku (bylo pouZzito komé&mi SAVO
PRIM) v koncentracich 100% (tedy biexkni) a 50% (tedy n@dné destilovanou vodou).

Patty pouzitych semen, koncentrace steriiizido roztoku &as sterilizace:

Sterilizace: sucha semena (47 ks) Sterilizace: maksemena (191 ks)
Kod koncentrace ¢as (h) pdet semen Kod koncentrace ¢as (h) pdet semen
(%) (ks) (%0) (ks)
01 100 16 8 02 100 16 28
01 100 8 8 02 100 8 30
01 100 4 8 02 100 4 30
01 50 16 8 02 50 16 30
01 50 8 8 02 50 8 46
01 50 4 7 02 50 4 27




Po uplynuti sterilizéniho ¢asu (nasledné prace jiz pro¢ag sterile v aseptickém
prostedi flow-boxu) byly semena oplachnuty naslednyntygmsm:

a) Semena byla podiena do lahvi s 500 ml sterilni vodovodni vodyisiavkem 100mg
kyseliny citronové/ 1 litr a rychle priegpana.

b) Poté byly semenaipneseny do lahvi s 500 ml sterilni vodovodni vogyidgavkem
100mg kyseliny citronové/ 1 litr a ptejpavana po dobu 2 hodiny.

c) Poté byla semenaignesena do lahvi s 500 ml sterilni vodovodni vagghle
protrepany a peneseny na sterilni Petriho misku odkud byly &teray do vysevnich
zkumavek.

E) VYSEV STERILIZOVANYCH SEMEN

Semena byla vyseta po jednom kusu do jedné vyswmhavky a to polovina semen
do média tekutého a druha polovina na médium titi€éeni probiha v Seru, prvni
mésic (¥ teplotach 14-18°C, naslediz pii konstantni tepl@t 18°C. Semena jsou
pravidelrt kontrolovana a ietelre klicici semena jsouipnaseny na ostiené stoly
(z&ivky / 21°C).

VYSLEDKY

Prvni semena 2@aiji Kklicit jiz po cca 15 dnech, avSak s@dhe se zainaji
objevovat prvni kontaminace, zejména u semen ig@rdnych nizsi koncentraci SAVA a po
kratky ¢as.

Nasledujici tabulky zobrazuji pty sterilré vyklicenych semen k 30.9.2010, kdy bylo
sledovani kieni ukoreno.

Kontrola (datum) KK (ks)
20. 1. 2010
28.1.2010
10. 2. 2010
24.2.2010
29. 3. 2010
6. 5. 2010
29.7.2010
29.9. 2010

ROl N oo

Patty pouzitych semen, koncentrace steritii&o roztoku,cas sterilizace a celkovy pet
vykli¢enych a zkontaminovanych semen:

Sterilizace: sucha semena (47 ks) Sterilizace: maksemena (191 ks)
Kdd | koncentracg ¢as| pocet pocet pocet Kod | koncentrace ¢as| pocet pocet pocet
(%) (h) | semen| vyklicenych | zkontaminovanych (%) (h) | semen| vyklicenych | zkontaminovanych
(ks) semen semen (ks) semen semen
01 100 16 8 6 0 02 100 16 28 11 0
01 100 8 8 1 0 02 100 8 30 5 1
01 100 4 8 1 2 02 100 4 30 8 8
01 50 16 8 4 2 02 50 16 30 5 2
01 50 8 8 4 2 02 50 8 46 4 16
01 50 4 7 0 3 02 50 4 27 0 27




Celkem: | 47 | 16 | 9 Celkem: | 191] 33 | 54
Dil¢i zawry:
1. Celkem vykitilo 49 ks semen (28%); z toho 25 na pevném médd ks na tekutém

meédiu. Forma média (tekuta x pevna) tedy &lama kiteni rostlin vliv. (pozn.:
kontaminovana semena pro procentuelni ¢fgp{sou ignorovana)

Celkow sucha semena klia ve 42%, mokra ve 24%. Na sucho skladovana samen
maji procentuelivyssi kltivost.

Lépe klitila semena sterilizovana 100% SAVO (31%) neZ taligmvana 50% SAVO
(23%). VysSi koncentrace steril&zdho¢inidla mirrg zvySuje kléivost.

Lépe kitila semena sterilizovana del&s 16 hod (37%) nez sterilizovana 8 hodin
(19%). Varianta sterilizovana 4 hod je neinterpvatelnd, kwli 100% kontaminaci.
VySSi steriliz&ni ¢as zvysSuje kliivost semen a odbourava jejich dormanci.

Kliceni rdestu je rozvleké, po prvni vyrazné & pribéhu prvni dvou mssiai,
semena v dalSichdsicich dale dokduji.

NejmenSi koncentrace steriltzdho cinidla a ¢asu vykazuje 100% kontaminaci pro
semena skladovana v mokru.

F. RIPRAVA KULTIVA CNIHO MEDIA

Jako vychozi kultiveni médium bylo zvoleno 50% Gamborg B5 médium
s redukovanym KN@(modifikace podle: Adamec A., Pasek K., 2000. Medioptimization
for growing Aldrovanda vesiculosa in vitro. Carniv. Plant. Newslett. (Fullerton) 2922-
124.), které bylo déle zjednoduSeno pouzitim f&dpripravenych zasobnich médii holandské
firmy Duchefa (www.duchefa.com).

Slozeni ,zasobniho" média uvadi nasledujici tabulky

Slozeni smsi mikro-element v 1000mg/l. (Gamborg B5 Medium, Micro-salt

mixture, katalogovéislo: M0302.0025):

CoCh.6H,0O 0,025 mg/I
CuSQ.5H,0 0,025 mg/l
FeNaEDTA 36,70 mgl/l
H3BOs 3,00 mg/l
Kl 0,75 mgl/l
MnSOy.H,O 10,00 mg/|
NaM0O,.2H,0 0,25 mg/l
ZnSQ,.7H,0 2,00 mg/l
KNO3 947,25 mg/l

SloZzeni smisi makro-elemerit v 1000mg/l. (Gamborg B5 Medium, Macro-salt

mixture, katalogovéislo: M0304.0025):

CaCb 113,23 mg/I
NaH,PO, 130,44 mg/l
(NH4)>SO, 134,00 mg/l
MgSQO, 121,56 mg/l
KNO3 500,77 mgl/l




Slozeni smasi vitaminmi v 1ml zasobniho roztoku. (Gamborg B5 Medium, Viam
mixture, katalogovéislo: G0415.0250):

Myo-Inositol 100,00 mg/I
Nicotinic acid 1,00 mg/l
Pyridoxin HCL 1,00 mg/I
Thiamine HCL 10,00 mg/I

SlozZeni finalniho tekutého média pouZzitého proikatt rdestu:

Mikroelementy Gamborg B5 médium 0,5 g/l
Makroelementy Gamborg B5 médium 0,5g/I
Vitaminy Gamborg B5 médium Iml/l
Sacharéza 259/l

pH 5,7 nebo 6,5

MnozZstvi tekutého média bylo 50-70 ml ve 350ml sldeanebo pozgi 300 ml ve 500 ml
sklenici. pH ped autoklavovanim bylo nastaveno na 5,7 anebo pd@ci KOH. Sklenice
s médii uzaiené hlinikovymi anebo plastovymi vrsky byly sterilvany v autoklavu po dobu
20-45 minut (podle objemu médiaij peplot 121°C.

G. IN-VITRO KULTIVACE RDESTU

Dne 24. 2. 2010 muselo bytigtoupeno k prvnimuigsazeni rostlin na tekuté médium
s vy88im obsahem Zivin (sloZeni viz vySe), nelgklicené rostliny z&aly na vysevnim
meédiu rychle degradovat. Pdegazeni se jejich stav rychle zlepsil a rostlingchlily rast,
zesilily a z&aly odnoZovat. Stefnbylo postupovano i s dalSimi vy&tinymi rostlinami, které
byly presazovany do jednohogsice po vykkeni.

Nasled# bylo v pravidelnych 2-3 #&sicnich cyklech provatho presazovany
sterilnich kultur rdestu na nové kulttrd médium. Byla sledovana dynamikéstu a
spontanniho mnozeni (be#gavku fyto-hormon) v podminkach in-vitro. Také byl sledovan
vliv pH média a mnoZstvi média k optimalniniistu rostlin.

Béhem 2-3 misiai mnozici se rostliny rdestu postépwyplnily kultivacéni sklenice a
kultura z&ala pozvolna dladnout (konéné pH média bylo v rozmezi 4,65-6,25). Bylo nutné
piesazeni. Vzdy se do nového médiagazovaly pouze 1-3istové vrcholy s pogrnymi
¢astmi oddenku, ve finalni fazirgd dalSim fesazovanim bylo ve sklenici cca 8-15 vréhol
raizné velikosti. Bebytky rostlin byly poskytnuty do BU AYR Dr. L. Adamcovi
k venkovnimu zagstovani.

Sterilni rostliny byly kultivovany p 21°C s undlym osvitem 12 hodin dern(dveé
linearni zéivky, cca 20-30 PAR) a to staticky na stolech (tfepani).

DoSlo také k viazeni wkolika kultur (Sesti), které uspokofwnerostly a skteré jiz
zavedené kultury ip presazovani zkontaminovaly. K dneSnimu dni je aktudeponovano
30 jednotlivych klonovych linii rdestu, které jsmdividualré ozn&eny a uchovavany, kazda



ve dvou paralelnich sklenicichie®ytky rostlin z kultur budou poskytnuty BU AR anebo
UHK k dalSimu vyuziti. Taktéz s kulturami bude dabkladano podle dispozic zadavatele.

Dil¢i zawry:

1. Pouzité tekuté médium Gamborg B5 v navrhované niadif se jevi jako vhodné pro
dlouhodobou kultivaci rdestu v podminkach in-vitRostliny na 8m dol¥e rostou a
béhem 2-3 misiai vyplni objem sklenice. Na rostlinach nejsou patédné
deformace ani poruchyistu.

2. Rostliny se také ddb mnozi — fiblizn¢ 4-6 nasob#é za jeden kultiveni cyklus. Pro
kontinualni fist bez stagnace je nutné jegazovat alespoco 2-3 n&sice na nové
médium. Neni také pozorovano zadné omezesturzhem zimniho obdobi.

3. Testovany objem média cca 50-70 ml ve 350ml skigwigSka hladiny média cca
1cm) a submerzniggtovani se jevi jako nedostene, z divodi neuspokojivéhotistu
listt nad médiem a jejickidsteéné degradace na konci kultrdho cyklu. Rostlina
uvita pIné ponieni do alespp300ml média v 500ml sklenicich (vySka hladiny 7cm)
VEtSi mnozstvi média agtsi sklenice se jevi mnohem vice optimalni, metwstliny
mohou vyfist na délku i 12cm v jednom kulti&aim cyklu.

4. Testované pH 5,7 je pro rdedtli§ kyselé, rostliny rostou mnohem |épe na médiu
s vysSim pH 6,5, které vice odpovida ekologickymoki#m tohoto druhu.

ZAVER

Z 238 ks sterila vysetych semen rdestu dlouholistého sterimgklicilo k dneSnimu
dni 49 ks semen, které daly zaklad pro 30 jedngthvklonovych linii, které jsou dale
deponovany a pravideinpiesazovany. Podido se odvodit usgsny protokol pro pevod
rdestu dlouholistého prasdnictvim semen do podminek in-vitro a také optinoziat dalSi
dlouhodobou in-vitro kultivaci na tekutém modifikmem médiu Gamborg B5. Kultury
mohou slouzit pro dostateé namnoZeni rostlin ve sterilnich podminkéach jakpyro re-
introdukce anebo jako cenny material pro dalSi uyzkohoto kriticky ohroZzeného druhu.

Fotodokumentace:

001-003 Kigici semena rdestu na tekutém a tuhém médiu, le@&0. Zkumavky maji

pramér 3 cm.

004 Degradované rostliny na vysevnim médiu, 241020

005-008 Rostliny fesazené na nové médium s vice Zivinami, 29.3.2Rmth¢r sklenice je 8

cm.

009 Findlni klonové linie rdestu ve 300 ml tekutéhédia (500 ml sklenice) poibékami.

010 Detail ,degradace” projevujici se ve starSichitukach na listech \Wnivajicich nad

médiem. Na dalSi kultivaci nema toto lokélni po&adisti Zadny vliv.

011 Optimal® narostlé kultury ve stddvou nesiai, vhodné k pevodu do kultury anebo k
piesazeni do nového média.





