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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je predani moznosti studia postzygotickych bariér kiizitelnosti po
mezidruhovém kiizeni v rdmci rodu 7Trifolium prostfednictvim studia embryogeneze. To vede
postup kultivace nezralych zygotickych embryi in vitro a postup ziskani hybridnich rostlin.
Metodika je urcena Slechtitelim, vyzkumnym pracovnikiim a univerzitam.

1.1. Rod Trifolium — vyznam a cile §lechténi

Rod Trifolium (jetel) patii do oddéleni Magnoliophyta, ttida Magnoliatae, podtiidy Rosidae,
fadu Fabales, celed¢ Fabaceae. Zahrnuje kolem 300 druhii rostoucich pfevazné v mirném
pasu severni polokoule, vzacnéji v zapadni €asti Jizni Ameriky a ve vychodni a jizni Africe.

Jetel lucni (Trifolium pratense L.) patii vzhledem k vysoké kvalité pice, vysoké
odolnosti proti mrazu a rozdifeni k nejvyznamngj$im picninam. Slechtitelskym cilem je
vysoka produkce jakostni zelené hmoty a suSiny pfi respektovani vyhovujiciho vynosu
semene. Vynos hmoty je didn odnoZovanim, poctem lodyh, vétvenim, olisténim, vySkou
rostliny a obsahem suSiny. Dulezitou vlastnosti je mrazuvzdornost, kterd rozhoduje o
piezivani porostii do druhého uzitkového roku. Vytrvalost je samostatnou vlastnosti se
znaénymi vyb&rovymi moznostmi, i kdyZz pfevazuje uZzitkovost v jednom roce. Zadouci je i
poléhavost ve vlhkych letech. Slechtitelskym cilem je adaptabilita, rezistence k virézam,
fuzériim (Fusarium spp.), padli (Erysiphe communis), rakoviné (Sclerotinia trifoliorum),
vytrvalost aj. Heritabilita v uz§im smyslu je vSak u jetele lu¢niho jak pro vynos pice, tak i pro
vytrvalost nizkd (14 — 17%). Rezistence kpadli a ke rzi je dominantni s monogenni
dédicnosti, rezistence k vir6zam je trojiho typu a je kontrolovana riiznymi dominantnimi geny
(Chloupek 1995). Odolnost k mSicim ma vysokou heritabilitu, odolnost k had’atku
zhoubnému (Ditylenchus dipsaci) je u jetele luéniho kontrolovand dvéma dominantnimi geny.

Slechtitelské metody zahrnuji ¢etné postupy vhodné pro cizosprainé rostliny. Je to
kombinacni kiizeni a na néj navazujici kmenové Slechténi. Tvorba syntetickych odrid se
pouziva méné, a to pro technicky narocné klonovani. Mutacni Slechténi nezaznamenava
vyrazné uspéchy. Z dalSich Slechtitelskych metod lze pouzit hromadné selekce, rekurentni
selekce podle fenotypu, hodnoceni klonli vedouci k tvorbé syntetickych populaci. Dalsi
metody se pouzivaji v ptipadé, ze nelze rostliny klonovat nebo nelze tyto klony delSi dobu
udrzet. Vramci rodu se vyskytuje gametofytickd inkompatibilita. Polyploidizace jetele
lu¢niho vede k formam s vyssi produkci Cerstvé pice, vyssi vytrvalosti, s vyssi odolnosti k
padli, ale takové formy maji niz8i vynos semen (Chloupek 1995). Tetraploidni typy poskytuji
vys$i vynos zelené hmoty ve srovnani s diploidy, maji vSak nizsi obsah suSiny a niz$i obsah
dusikatych latek v suSin€. Hlavni nevyhodou je niz$i vynos semen. Tetraploidni typy lépe
prezimuji a davaji jistéjs$i vynos hmoty ve druhém uzitkovém roce.

1.2. Mezidruhova hybridizace rodu Trifolium

Jednou z cest jak ziskat vychozi Slechtitelsky material pozadovanych vlastnosti je introdukce
gent kodujicich tyto vlastnosti. To umoziuji metody hybridizace, predevSim vzdalené
(mezidruhové, popt. mezirodové) hybridizace. Pifi zlepSovani kulturnich rostlin je
perspektivni vyuziti genofondu planych druhii. U rodt Trifolium je mezidruhova hybridizace
zaméiena na introdukci gent podminujicich rezistenci k chorobam, kvalitu a vytrvalost.

Stupeni kiizitelnosti druhti a plodnost hybridi jsou zavislé jak na systematické a
fylogenetické ptibuznosti, tak na fyziologické snaSenlivosti kiizenych druhti. PfedevSim u



druhti vzdalen¢ ptibuznych se béhem evoluce vytvortily rizné typy bariér, pii mezidruhové
hybridizaci se do poptedi dilezitosti dostavaji cytologické bariéry a s nimi souvisejici bariéry
genetické. Lokalizace bariér kiizitelnosti je nezbytné€ nutna pti volb¢ vhodné metody jak tyto
bariéry piekonat. Pfiiny nekfizitelnosti jsou rGzné; jeSté pred oplozenim se uplatiuji
prezygotické bariéry, jako je neschopnost ciziho pylu kli¢it v prostfedi cizi blizny, ¢i
neschopnost pylové lacky prorastat ¢nélkou jiného druhu. Tyto bariéry jsou dany relativni
velikosti pylovych zrn nebo délkou ¢nélky. Vlivem postzygotickych bariér dochéazi k aborci
embrya v riiznych fazich jeho vyvoje. Nekfizitelnost vyvolavaji mechanické, fyziologické a
jiné vlivy, naptiklad morfologicka struktura generativnich organt, rozdily v dobé kveteni,
délka a rychlost ristu pylové lacky, fotoperiodickd reakce a biochemické rozdily. Pro
prekonani prezygotickych bariér mezidruhového kiizeni bylo vyuzito aplikace tzv. ,,mentor"
pylu (Taylor et al. 1980). Postzygotické bariéry mohou byt pfekonany kultivaci nezralych
embryi metodami in vitro (Philips et al. 1982). Embryokultury byly ¢astecné uspésné u
embryi, které dosahly rané¢ho torpédovitého stadia nebo pozdéjsi faze vyvoje pred exstirpaci.
V generaci F; jsou problémy s vyskytem chlor6z, neobvyklym ristem kofene, sterilitou a
Spatnym rastem. U mezidruhovych hybridi mize bud’ dochazet k tvorbé fertilnich semen,
nebo se u rostlin vyskytuje Uplna sterilita bez tvorby semen, ¢i dojde k oplozeni, ale embryo
béhem vyvoje abortuje (Keim 1953). Nejvétsi roli hraji cytologické a genetické bariéry
vyplyvajici z rizného poctu a nizké homologie chromozom kiizenych druht.

Z historického hlediska moZznou metodou pro pifekonani prezygotickych bariér bylo
opyleni in vitro. Uhynuti rostlin v prvnich fazich jejich ontogenetického vyvoje jesté pred
kvetenim Ize obejit metodou regenerace rostlin in vitro. Teoretické 1 praktické moznosti pii
vzdalené hybridizaci nabizi metoda enzymatické izolace protoplastl, jejich fuze (somaticka
hybridizace) a nasledna regenerace v rostliny. Tato metoda umoziiuje nejen pienos genomu
jaderného, ale i chloroplastového a mitochondrialniho. Je mozné kiiZeni vzdalenych druht a
vyuziti novych genovych zdroju.

Pro mezidruhovou hybridizaci v ramci rodu Trifolium jsou perspektivni druhy 1. sekce
Lotoidea. Sem patii jetel plazivy (7. repens L.), coz je druh intenzivné zemédélsky vyuzivany
pro pastevni smési a technickd zatravnéni, tvoii nadzemni vyhony, kterymi se v porostu
rozsifuje. Je to tetraploid (2n = 32) se zdkladnim chromozomovym ¢islem x = 8 (Morris and
Greene 2001). Odolnost vic¢i chorobam, zvlasteé vir6zdm, a vymrzani, je znacn€ nizka.
Perspektivni je jeho kiizeni s 7. ambiguum M.Bieb., vytrvalym druhem, vegetativné se
udrzujicim kratkymi podzemnimi vybézky. Ma vysokou odolnost vici biotickym a
abiotickym faktorim. Jde o druh velmi perspektivni vzhledem ke své rezistenci k viru zluté
mozaiky fazolu, viru zluté Zilkovitosti jetele a viru vrcholové nekrézy hrachu. Druh ma
diploidni i tetraploidni odrady. 7. repens byl napt. GspéSné kiizen s 7. ambiguum (Williams
and Verry 1981), T. uniflorum (Pandey et al. 1987), T. occidentale a T. nigrescens. Do
skupiny druhti ptibuznych s 7. repens zatadil Cleveland (1985) T. nigrescens, T. occidentale a
T. uniflorum. Jejich kiizeni je tispé€Sné na urovni stejné ploidie; 7. repens, T. occidentale a T.
nigrescens maji spole¢ny zékladni genom. Dalsi piibuzny druh 7. ambiguum ma s T. repens
castecné homologni sady chromozomi.

Do 6. sekce Trifolium patii jetel luéni (7. pratense L.), také druh intenzivné
zem&délsky vyuzivany. Jeho odolnost vi¢i chorobam a vymrzani je zna¢né nizka. Vhodnym
donorem genu podminujicich rezistenci k virovym chorobam je 7. alpestre L., T. medium a T.
sarosiense Hazsl. Na zaklad€ sledovani bariér kfizitelnosti u 10 mezidruhovych kombinaci,
vcetné reciprokych, byla u rodu Trifolium vytipovana perspektivni kombinace kiizeni pro 7.
pratense (Repkova et al. 2006). Je kiizitelny s druhy T. diffusum a T. pallium. T. sarosiense je
povazovan za geneticky samostatny druh (Quesenberry and Taylor 1977).



1.3. Charakteristika druhii perspektivnich pro mezidruhovou hybridizaci s T. pratense
Trifolium pratense L. — jetel lu¢ni

Druh mimotradné proménlivy ve vzristu, velikosti a v odéni lodyh a palistii podptirnych listt.
V nékterych pohotich stfedni a jizni Evropy a na motskych pobiezich tvoii morfologicky
diferencované rasy, hodnocené jako poddruhy a variety.

Je rozsifen témét po celé Evropé, na severu po 70° s.§., na vychod¢€ zasahuje do Asie
po Altaj, Bajkal a severni Indii. ZavleCeny, zdomacnély a péstovany ve vychodni Asii,
Severni a Jizni Americe, Australii, Novém Zélandu a v jizni Africe. Vyhradné cizosprasna
rostlina opylovana predevsim ¢meléky, ale také véelami.

Trifolium medium L. — jetel prostiedni

Vyskytuje se na kfovinatych i travnatych stranich, mezich, ve svétlych lesich, loukach a
pastvinach, tvofi lesni lemy. Optimum vyskytu je na mirné suchych az cerstvé vlhkych,
asteéné zastinénych mistech, a to jak na kyselych, tak i na bazickych substratech. V Ceské
republice je rozSifen dosti hojné¢ od nizSich pahorkatin do hor. Vzacné nebo misty chybi
v nejteplejSich a nejsussich oblastech (napt. Lounsko, Pavlovské vrchy, Terezinskd kotlina) a
v horach nad 800 m. Dalsi vyskyt je v Evropé na severu pfiblizné€ po 64°, na vychod¢ po Ural,
Kavkaz a jizni pobiezi Kaspického mote.

Jde o perspektivni picninu. Dosavadni vyzkumy ukazuji, Ze je ve srovnani s T.
pratense odolnéjsi proti poskozeni podzemnich ¢asti téZzkou mechanizaci, proti padli Erysiphe
polygoni, a je mimotadné rezistentni k virovym chorobdm (Smrz et al. 1985).

1.4. Embryogeneze

Pfi generativnim rozmnozovani vznikd cely organizmus zjediné bunky — zygoty. U
semennych rostlin se z ni vytvoii nejprve zarodek, ¢ili embryo. V diferencovaném embryu Ize
pozorovat zaklady vSech budoucich pletiv a organti dospélé rostliny. Mezi d€lohami se
nachdzi vzrostny vrchol budouciho prytu. Na opa¢ném konci embrya se nachézi radikula,
zéklad budouciho kofene. Mezi radikulou a délohami se nachazi hypokotyl. Vnéjsi
diferenciace embrya odrazi diferenciaci na bunééné urovni. Zaklad kofene a prytu je tvoren
nevakuolizovanymi bunikami. Pfi dalSim vyvoji se tyto oblasti preménuji na apikdlni
meristémy kofene a prytu. Buiiky na povrchu embrya tvofi souvislou vrstvu ozna¢ovanou
jako protoderm a pii dalSim vyvoji embrya se z nich diferencuje kryci pletivo epidermis.
Protéhlej$i buiiky ve stfedu hypokotylu oznacovaném jako prokambium se diferencuji ve
vodiva pletiva. Mezi prokambiem a protodermem se nachézeji vice vakuolizované buiky tzv.
zakladniho meristému, které se pfi kliceni embrya méni v pletivo zékladni. Pii kliCeni se
buniky embrya intenzivné d€li a embryo se postupné piemeénuje na dospelou rostlinu.

U T. pratense je zygota lokalizovana na mikropylarnim konci zarode¢ného vaku a
sousedi s centralni buitkou cytoplazmy. Prvni patrnou zménou v zdrodecném vaku b&hem
oplozeni je degenerace synergid. K prvnimu déleni zygoty dochazi v pficném nebo Sikmém
sméru. Vysledkem jsou dvé nestejné dcetfinné bunky proembrya. Bazalni buiika je vétsi nez
terminalni. Ontogeneze embrya je klasifikovana typem Onagrad, varieta Trifolium
(Mackiewicz 1965). Ctyfbundéné proembryo obsahuje nékolik malych vakuol. Terminalni
buiika se prodluzuje. Jadro zabird vétsi ¢ast buniky a obsahuje jadérko s nékolika malymi
vakuolami. Proembryonalni bunécna sténa je velmi tenkd bez patrné sttedni lamely.

Béhem rané faze ristu globularniho embrya nartistd pocet vakuol a zmensuje se jejich
velikost. Endosperm obsahuje cetnd jadra a obklopuje embryo. Vlivem kontinualnich



mitotickych déleni roste pocet bun€k globularniho embrya. Zacina tkanova diferenciace,
vytvaii se vnéj§i vrstva bunck, protoderm. Builkky embrya obsahuji v cytoplazmé hojné
organely a pocetné malé 1 nékolik velkych vakuol. Pfed iniciaci d€loh se pfes povrch embrya
formuje kutikula, ta chybi v oblasti suspenzoru. Endosperm se zacind utvafet na
mikropylarnim konci zarodecného vaku, rozsifuje se k chalazalnimu konci a néjakou dobu
zlustava ve volné jaderné formé&. Jadra endospermu jsou variabilni jak ve velikosti, tak ve
tvaru. Cytoplazma endospermu obsahuje pocetné organely, jedno ¢i dvé jadra; vykazuje
znac¢nou metabolickou aktivitu (Algan and Bakar 1996). Béhem pozdni globularni faze zaciné
diferenciace bunééného endospermu. Probiha od mikropylarniho konce k chalazalnimu.

Suspenzor raného globularniho stadia se sklada ze ctyt nebo Sesti bun¢k. Svym ristem
tyto builky zatlacuji embryo hloubéji do zarodecného vaku. V dalSim vyvoji se suspenzor
sklada z nckolika vakuolizovanych bunék a obsahuje bazalni a hypofyzarni bunku. Ve
spole¢nych bunécnych sténach mezi suspenzorem a embryem se vyskytuji plazmodezmata.
Béhem srdcitého stadia se suspenzor zvétSuje, zacind degenerovat a rozkladd se vétSina
organel.

Pokracujici bunééné deleni v apikalni ¢asti embrya vede ke zvétSovani jeho velikosti
k dalsi diferenciaci na srd¢ité embryo. Projevuje se vyraznd bilateralni symetrie, za¢inaji se
utvaret primordia déloh. V pozdni srdcité fazi se diferencuje apikalni a kofenovy systém. Dvé
délohy zabiraji mikropylarni polovinu zarode¢ného vaku. Buiiky déloh zac¢inaji shromazd’ovat
Skrob a proteiny. Rany bunétny endosperm je zna¢né vakuolizovany a ma tenké stény.
Cytoplazma obsahuje Cetné plastidy. Drsné endoplazmatické retikulum je v uzavienych
rovnobézkach a je spojeno se sténou a cytoplazmatickou membranou bunék.

Dalsim stadiem vyvoje je torpédovité embryo. V tomto stadiu dochazi k prodluzovani
embryondlni osy a celkovému zvétSeni embrya. Centralni bunka hypokotylu a radikuly tvofi
primarni cévni tkai. Stény endospermu jsou piipojeny k embryu. Cytoplazma embryonalnich
bun¢k obsahuje cetné ribozomy, mitochondrie, plastidy, pocet vakuol a diktyozomul je
omezen. Nekteré z plastidii maji Skrobova zrna. Ve vSech bunikach jsou pfitomna proteinova
téliska.

1.5. Embryokultury

Kultivace zralych i nezralych zygotickych embryi oddélené od pletiv semene ve sterilnim
prostiedi a iniciace jejich rGstu az po celistvou rostlinu, byla jednou z prvnich metod
explantatovych kultur u rostlin. Zdokonalovéani technickych podminek kultivace a ziskani
fady novych poznatkl o vlastnostech prostfedi, ve kterém se embryo vyviji in sifu, umoznilo
spolehlivéji kultivovat embrya ve stale mladsi vyvojové fazi.
média, které stimuluje GspéSny vyvoj embryi exstirpovanych v riiznych vyvojovych fazich.
Kultivaéni médium musi poskytovat ve vhodné formé zdroj uhliku, dusiku aj. makroelementt
a dalsi stimulacni latky. Pro nezrald embrya rodu 7rifolium bylo modifikovano specialni
médium. Hlavnim zdrojem energie embryi kultivovanych in vitro jsou glycidy.
Nejvhodnéj$im a nejpouzivanéjSim je sachardéza. Vhodné koncentrace sachardzy je ovlivnéna
rostlinnym druhem, ale pfedev§im vyvojovym stupném exstirpovaného embrya. Sachardza
neni jen zdrojem energie, ovliviluje 1 osmotickou hodnotu kultivacnich médii. Také
v podminkdch in situ jsou embrya obklopena roztokem o vysoké osmotické hodnoté. Vysoka
koncentrace sachardzy zabranuje predcasnému kliceni nezralych embryi, coz ma za nésledek
vznik raznych morfologickych anomalii regenerovanych rostlin.

Vitaminy jako nositelé prostetické skupiny nékterych enzymu se pouzivaji jako slozka
médii predev§im pii kultivaci velmi mladych embryi. Jejich pfitomnost vSak neni vzdy
nezbytnd. Pokud je pfitomnost vitamini Zadouci, pouzivd se nejcastéji thyamin, pyridoxin,



kyselina nikotinovd, pantotenova, askorbova a biotin. Naptiklad nejcastéji pouzivany
glutamin stimuluje rast embryi zastupcii deviti ¢eledi. Byl vyuzit pii dopéstovani nezralych
hybridnich embryi rodu Medicago.

Vliv rastovych latek na vyvoj embryi in vitro je zavisly nejen na jejich druhu a pouzité
koncentraci, ale pfedevS§im na jejich vzajemném poméru v médiu, na rostlinném druhu a
stupni diferenciace embrya. Pfi vystizeni optimalni koncentrace plsobi pfiznivé na vyvoj
embryi in vitro. Pro kultivaci jeteld v nejmladsi vyvojové fazi se nejlépe osvédéilo dodani
kyseliny giberelové nebo adeninu v kombinaci s picloramem do média. Riistové latky maji
pozitivni vliv na piezivani i rychlost riistu embryi, coz se projevuje prodluzovanim radikularni
casti.

Uspésné prezivani nezralych embryi v podminkach in vitro se zvétiuje s jeho
velikosti. Je to ovlivnéno ptfedevSim zlepSenim metodiky jejich kultivace vcetn€ slozeni
médii. Dopéstovani mensich, predevSim globularnich embryi, je spojeno s potizemi.
Specifi¢nost pozadavki na prekurzory, které mu poskytuje endosperm, klesa s postupnou
diferenciaci embrya. Buduje se jeho kompletni enzymaticky aparat, embryo se stava
sobésta¢né nejen v syntéze nukleovych kyselin a bilkovin, ale i vitamint a rastovych latek.
V pozdni globularni a rané srd¢ité fazi dochazi k vyznamnému mezniku ve vyvoji embrya.
Meéni se pravdépodobné zplsob pifijmu zivin jeho builkami. Embryo pfechdzi z ptevazné
suspenzorové vyzivy na vyzivu povrchovou, kdy hlavnim zdrojem vyZzivnych a regulacnich
latek je endosperm. Jeho vyzivna funkce mtze byt nahrazena kultivacnim médiem.

I1. Vlastni popis metodiky

2.1. Pouzité roztoky

Fixacni smés: FAA — formaldehyd : kyselina octova : etylalkohol (5 : 5 : 90).

Nasyceny roztok chloralhydratu: 8 g chloralhydratu rozpustit pies noc pti laboratorni teploté
ve 3 ml destilované vody, pfidat jednu az dvé kapky glycerolu. Uchovévat v lednicce pii 4 °C.
Kultivaéni médium : Ptiloha I.

2.2. Krizeni

Rostliny jsou vypéstovany ze semen ve sklenikovych podminkach. Kveteni je dosazeno pfi
fotoperiodé 16 hodin. U vSech mezidruhovych kiizeni je nezbytné ru¢ni opylovani s kastraci —
odstranéni celych ty¢inek nebo prasnikd pied prasknutim prasnych vackt. Kvéty jsou
kastrovany pomoci kastrac¢ni pinzety jeden den pfed nandsenim pylu na bliznu, tedy vlastnim
ktizeni. Kvéty s odstranénymi tyCinkami jsou oznaCeny tuSi a rostliny Stitkem s popisem
kombinace ktizeni. Po 24 hodindch je nanaSen pyl z rostliny pfislusSného genotypu na bliznu
pomoci preparacni jehly. Opyleni je mozné opakovat druhy den. Kvétenstvi je nutné izolovat
pied nezadoucim pylem monofilovymi sitémi. Rostliny s nakiizenymi kvéty jsou umistény
v kultivaéni mistnosti, klimatizované komote s kontrolovanymi podminkami nebo ve
skleniku. Optimalni podminky jsou fotoperioda 16 hodin, teplota 25 °C ve dne a 16 °C v noci,
intenzita osvétleni 20 000 Lux a vlhkost 55% ve dne a 70% v noci. Nakfizené kvéty k dalSimu
zpracovani jsou odebirany v ¢asovém intervalu osm dni po ru¢nim opyleni.

Vhodné kombinace kiizeni
Mateiska rostlina 7. pratense 2n = 4x; otcovska rostlina jako zdroj pylu 7. medium.

2.3. Studium postzygotickych bariér



Pro sledovani bariér ve vyvoji endospermu a embrya byla zvolena metoda projasnovani
rostlinnych pletiv. Projasiovaci médium projasiiuje fyzikdln€ tim, Ze sjednocuje index lomu
vSech bunéénych komponent a okoli. Bunéény obsah ziistdva zachovan, k jeho dalsi
diferenciaci slouzi barveni. Preparaty muizeme prohlizet pfi Sikmém osvétleni,
v prochazejicim svétle nebo ve fazovém kontrastu. Pfed plisobenim projasnovaciho média je
material fixovan. Fixaci se rozumi rychlé vysrdzeni bilkovin protoplazmy bunék a pletiv
fixacnimi prostiedky, které maji zabranit samovolnému rozkladu zivych pletiv — autolyze.
Preparaty jsou pozorovany pomoci Nomarského optiky. Tato optika vyuZzivé interferenci
svétla (DIC, differential interference kontrast) k rozliSeni nebarvenych preparati na zaklade
povrchovych struktur a poctu struktur a poctu vrstev bunc¢k nad sebou.

2.4. Projasnovani pomoci chloralhydratu

Pod preparacnim mikroskopem se odstrani kaliSni a korunni listky z kvétl odebranych osm
dni po runim opyleni. Z takto upravenych kvéti zbudou pestiky, které se umisti
v mikrozkumavce se 300 pl fixacni smési (kap. 5.1.). Fixace probihd pfi laboratorni teploté po
dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby se odsaje fixa¢ni roztok a material je zavodnén
v etanolové fadé¢ o koncentracich 96%, 70% a 30%. V kazdé koncentraci je promyvani
provadéno tiikrat. Nasleduje tfikrat promyti v destilované vodé. Objekty se pomoci preparacni
jehly prenesou na podlozni sklicko s kapkou chloralhydratu (kap. 5.1.) a odpreparuji se
obalové stény semeniku. Takto pfipravené preparaty jsou piikryty krycim sklickem.
Chloralhydrat se necha ptisobit pies noc pii laboratorni teploté nebo pii 4 °C. preparaty jsou
vyhodnoceny nésleduji den svételnym mikroskopem s Nomarského optikou, pii zvétSeni
100x.

Pomoci této metody se oveii schopnost zygotickych embryi vyvijet se do faze torpéda.
Postup tak umoziuje vybér vhodné kombinace kiizeni.

2.5. Dopéstovani zygotickych embryi in vitro

Preparace embryi

Kvéty s vyvijejicimi se semeniky jsou odebrany v casovém intervalu osm dni po opyleni a
povrchové sterilizovdny 3 min v 70% etanolu a 15 min v Savu (vodny roztok 1:1)
s naslednym trojndsobnym promyvanim ve sterilni destilované vodé. Ve sterilnich
podminkach ve flowboxu jsou preparovana zivotaschopnd embrya ve stadiu torpéda.
Preparace se provadi pomoci stereomikroskopu pfi zvétSeni 40x.

Kultivacni médium
Pro ptfimou kultivaci zygotickych embryi se pouziva zékladni médium L2 (Philips and Collins
1979; Ptiloha I). Pro kultivaci jetelti v torpédovité fazi je v tomto médiu zvysSena koncentrace
sacharozy na 7,5 az 10,0%. Embrya v srd¢ité fazi vyzaduji 12,5% sachardzu. Nejvétsi podil
dopéstovanych zralych embryi je zaznamendn na médiu s 2,5% sachar6zou (Repkova et al.
1991; Repkova 1992).

Pro kultivaci embryi v srdCité fazi se nejlépe osvédcCilo dodani 0,1 uM GA; do média
s 12,5% sacharozou (Repkova 1992). Pro embrya v této vyvojové fazi je také vhodné dodéni
15 M adeninu v kombinaci s 0,03 uM picloramu (Philips et al. 1982; Repkova et al. 1991).
Rustové latky maji pozitivni vliv na piezivani a rychlost rGstu embryi, coz se projevuje
prodluzovanim radikularni ¢asti embrya. Za 10 dni kultivace na téchto médiich jsou embrya
pasazovana na médium pro embrya v torpédovité fazi (Repkova 1992).

Pro embrya v torpédovité fazi je vhodné dodani 15 M adeninu do média s 7,5%
sachardzou. Podil pteZivajicich embryi je na tomto médiu vy$si (Repkova 1992).



Kultivace embryi

Kultury jsou umistény v kultivacni mistnosti pii fotoperiodé 16 hodin a teplot¢ 25 °C. Béhem
dorGstani embryi z torpédovité popt. srdCité faze do zralosti je nezbytné jejich pfenaSeni na
média optimalni pro dané stadium. Zrald embrya jsou kultivovana na bazalnim médiu L2
s 2,5% sacharézou.

2.6. Prevedeni regenerovanych rostlin do nesterilnich podminek

Na bazdlnim médiu L2 embrya proristaji v rostliny. Pokud rostliny nemaji dostate¢ny
kofenovy systém, jsou prenaSeny na bazdlni tekuté médium L2 (Pfiloha I). Rostliny
s vyvinutym kofenovym systémem lze prevadet do nesterilnich podminek. Nejdiive do perlitu
nasyceném tekutym médiem L2 o poloviéni koncentraci. Rostliny jsou uchovavany
v plastovych skleni¢cich z diivodu udrZeni co nejvyssi vlhkosti. Po adaptaci rostlin na tyto
podminky mutzeme pomalu odvétravat v prodluzujicich se intervalech. Kontrolujeme
zavadani rostlin. Pti vadnuti viko skleni¢ku zavieme.

2.7. Mnozeni hybridnich rostlin

Pro klonové mnozeni hybridnich a rodicovskych rostlin je aplikovana metoda regenerace
rostlin z vrcholovych a uZzlabnich pupenti. Pupeny jsou kultivovany na zakladnim médiu L2
doplnéném o nésledujici riistové latky:

2 uM Adeninu + 0,1 pM Benzylaminopurinu + 0,05 pM Naftyloctové kyseliny

Kofenéni je dosazeno na tekutém médiu L2.

III.  Srovnani novosti postupt

Postupy uvedené v metodice jsou originalni a nelze je jako celek porovndvat s zadnou
metodikou, ponévadz zadnd podobna metodika nebyla vydana. Jedna se o propojeni vlastnich
dil¢ich vysledkl zékladniho a aplikovaného vyzkumu pro vyuziti ve Slechtitelské praxi.

1) Zakladnim vyzkumem je optimalizace postupu projasiiovani rostlinnych pletiv
chloralhydratem s cilem studia embryogeneze u jakéhokoliv druhu a metoda
embryokultur s cilem dopéstovani rostlin v podminkach in vitro.

2) Aplikovany vyzkum predstavuje aplikace téchto metod u konkrétniho druhu s cilem
studia postzygotickych bariér kiizitelnosti a dopéstovani nezralych zygotickych
embryi v hybridni rostliny.

3) Ptimou aplikaci ve Slechténi pak naleznou hybridni rostliny jako vychozi §lechtitelsky
materidl s novymi vlastnosti.

IV.  Popis uplatnéni metodiky

Metodika ,, Studium postzygotickych bariér kiizitelnosti u rodu 7rifolium a ziskani
mezidruhovych hybridi”” bude vyuzita Slechtiteli na slechtitelskych stanicich pro ziskdvani
mezidruhovych hybridi u jeteld. Jedna se o Slechtitelské stanice zabyvajici se Slechténim
Jetelovin jako napf. firma Agrogen,s.r.o Troubsko- SS Slavice, SS Zelesice, firma
Tagro,s.r.o. Cerveny Dvir, SS Hladké Zivotice, OSEVA UNI, a.s. Choceii-SS Domoradice,
SS Vétrov.
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Priloha I

Zakladni kultivaéni médium L2 pro kultivaci zygotickych embryi Trifolium in vitro

Regeneracni (mg/1)

Kofrenici (mg/l)

NH4NO;3 1 000 500
KNO; 2100 1050
KH,PO4 325 162,5
N32PO4 . H20 85 42,5
CaCl, .2 H,0O 600 300
MgSO, . 7TH,0 435 217,5
H;BO; 5,0 2,5
MI’ISO4 . HzO 15 7,5
ZHSO4 .7 HzO 5,0 2,5
KI 1,0 0,5
N32M004 .2 HzO 0,4 0,2
CuSOy4 . 5 H,O 0,1 0,05
CoCl, . 6 H,O 0,1 0,05
FeSO4 .7 H,O 27,8 27,8
Naz EDTA .2 Hzo 37,3 37,3
Thiamin (B,) 2,0 2,0
Pyridoxin (Bg) 0,5 0,5
m-inositol 250 -
sacharo6za 25 000 10 000
agar 8000 -

11



Dedikace: MZe CR NAZV ¢&. 1G46034, MSMT CR ¢. MSM0021622415 a MSM
2629608001

Vydava: Vyzkumny ustav picninarsky, s.r.o. a Zemédélsky vyzkum, s.r.o. Troubsko

Navrh oponentu

Oponenti: 1) RNDr.Véra Mrazkova, CSc. UKZUZ Brno, statni sprava
2) Prof. Ing. Jaroslava Ehrenbergerova, CSc., MZLU v Brn¢, Agronomicka
fakulta, odbornik z oboru.

Autofri:

Doc.RNDr.Jana Repkové,CSc. MU, Piirodovédecka fakulta, Ustav
experimentalni biologie, Brno

Mgr.Barbara Jungmannova, Vyzkumny ustav picninaisky, s.r.o., Troubsko
Ing.Martina Soldanova, MU, Ptirodoveédecka fakulta, Ustav experimentalni
biologie Brno

RNDr.Jan Hofbauer,CSc., Vyzkumny Ustav picninaisky, s.r.o., Troubsko

12



	II. Vlastní popis metodiky

