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I. Cil metodiky

Mak sety (Papaver somniferum) je po fepce nasi nejdulezitéjsi olejninou. Pfi ro¢ni do-
maéci spotfebé okolo 3 tis. t semen je naprosta vétsina produkce exportovana a CR je nejvét-
$im producentem maku pro potravinarské vyuziti a urcujicim nositelem jeho evropskych i
svétovych cen. Ackoliv je mak plodinou se vzristajicim vyznamem, je jeho vynos v dlouho-
dobém meéritku silné kolisavy a pro péstitele tudiz rizikovy. Relativné velké rezervy jsou
také i v odridové skladbé. Chybi vétsi vybér odrid maku vhodnych do raznych péstebnich
podminek CR a omezena je také nabidka odriid riiznych uZitkovych smért. Ze §kaly zhruba
Sedesati odrad uvedenych ve Spole¢ném (evropském) katalogu odrid druhti zemédélskych
rostlin se ve velkovyrobnich podminkach daji péstovat jen nékteré. Pti operativni tvorbé
novych genotypl maku s pozadovanymi vlastnostmi se vyzkum stejné jako u ostatnich vy-
znamnych plodin zaméfuje na zavadéni biotechnologickych postupt do slechténi. U maku
setého byly doposud publikovany napf. vysledky experimentd sbunéénymi kulturami
pro in vitro produkeci alkaloidt (Songstad et al. 1989, Williams et. al. 1992, 1996), selekci ka-
lusovych linii (Khanna et al. 2005), se somatickou embryogenezi z bunék kalusti v explanta-
tovych kulturach (Wakhlu a Bajwa 1986, Ovecka et al. 1997a,b, Nabha et al. 1999), regenera-
ci prytua z izolovanych vajicek (Maheswari 1957), s indukci somatickych embryi (Wakhlu a
Bajwa 1986), kalustt (Wakhlu a Bajwa 1987, Ovecka et al. 2000) a tvorbou dihaploidnich re-
generantd, ziskanych z nezralych pylovych zrn (mikrospor) v prasnikovych kulturach (Dieu
a Dunwell 1988). Posledné jmenovana metoda umoznuje vytvaret kompletné homozygotni
genotypy z heterozygotnich rodi¢ti béhem jedné generace. Dihaploidni linie pak mohou byt
vyuzity pro pfimou tvorbu liniovych odrid s pozadovanymi parametry vykonu a kvality.

Cilem metodiky je podat ucelené informace o postupu tvorby dihaploidnich linii maku
setého ozimého i jarniho typu z vychozich F; hybridt, od pfipravy donorovych rostlin, zalo-
zeni prasnikovych kultur, regenerace celistvych rostlin az po pfevod regenerantd do neste-
rilnich podminek a jejich pfemnozeni.

II. Vlastni popis metodiky

IL.1. Uvod

Nize uvedené metodické postupy jsou koncipovany tak, aby byly plné reprodukovatelné
v prostiedi Slechtitelskych organizaci, i bez nutnosti pouziti specializovaného piistrojového
vybaveni a analyz pro pfesné stanoveni vyvojové faze nezralych pylovych zrn (mikrospor) a
identifikaci dihaploidnich regenerant.

II.2. Metodika pripravy a udrzovani donorovych rostlin

Pfi pripravé donorovych rostlin se vychazi ze ctyi zakladnich schémat, ktera je mozné apli-
kovat samostatné nebo kombinovat dle ucelu pouziti a kapacitnich nebo finan¢nich moznos-
ti:
A) Péstovani v rizenych podminkach pro celorocni odbéry explantatii

- vysev osiva do hnizd po 10-20 ks do 80mm kvétnikt dle kli¢ivosti semen (10

ks/genotyp, hloubka 5-8 mm) s vysevnim raselinnym substratem (obr. 1); je tfeba za-
branit pfemokfeni substratu, zejména v obdobi od kliceni do faze tii pravych listi



kultivace v plné fizenych podminkach (teplota den/noc 15/12 °C, fotoperioda
den/noc 9/15 hod., svételné intenzita 180 pmol/mz/s - trubicové zarivky nebo sodi-
kové vysokotlaké vybojky); kratka délka dne a nizsi teplota oddali pfechod do gene-
rativni faze a poskytne ¢as pro napéstovani rostlin s mohutnéjsi listovou ruzici

ve fazi 2-3 plné vyvinutych pravych listi prostfihani niizkami na pét rostlin (obr. 2).
ve fazi Sesti plné vyvinutych pravych listl prostiihani na tfi rostliny (obr. 3) a prvni
prihnojeni tekutym plnym hnojivem dle obvyklého davkovani, jarovizace ozimych
typl v jaroviza¢ni komore 2 mésice (teplota 2-5 °C, fotoperioda 8/16 hod., pfisvétlo-
vani trubicovymi zafivkami)

presazovani i s kofenovym balem do 120mm kvétnikt s raselinnym substratem ve
fazi 8 pravych listii, kdy se ponecha nejsilnéjsi rostlina; dalsi kultivace ve vytapéném
a prisvétlovaném skleniku (v zavislosti na ro¢nim obdobi), pfihnojovani ve 14-ti
dennich intervalech, nejdiive tfi tydny po presazeni

presazeni ve fazi 12-14 pravych listt (obr. 4) do kontejnerd 190 x 190 mm a umisténi
do kultiva¢nich boxd (obr. 5) pro odbéry na zakladani explantatovych kultur
(s Fizenymi teplotnimi a svételnymi podminkami ( - teplota den/noc 18-22/12-14 °C,
fotoperioda den/noc 16/8 hod., svételna intenzita 220 pmol/m?/s - sodikové vybojky),
pfihnojovani roztokem plného tekutého hnojiva v 10-14-ti dennich intervalech

B) Péstovani ve skleniku ze sadby pro jarni odbéry explantatii z ozimych odriid

odbér sadby z polnich vyseva v agrotechnické lhaté v obdobi prosinec-leden
vysadba do 80mm kvétnikii s raselinnym substratem po 1 ks (vétsi rostliny) nebo do
hnizd po 2-3 ks (mensi, slabsi rostliny, obr. 6)

udrzovani ve vytapéném skleniku pii teploté 10-15 °C bez prisvétlovani

presazovani a oSetfovani dle predchozi varianty, pfipadné prostiithani na 1 rostlinu
odbéry explantatii v jarnich mésicich ve skleniku

C) Peéstovani ve skleniku pouze pro jarni a podzimni odbéry explantatii

vysev ve fytotronu do hnizd (viz A) nebo pfimo do vytapéného skleniku s prisvétlo-
vanim na zacatku ledna (viz A) — jarni odbéry; vysev a umisténi do plné fizenych
podminek — pro podzimni odbéry; u ozimych typua se termin vysevu koriguje dle ¢a-
su, nutného pro jarovizaci (viz A)

dalsi péstovani a oSetfovani dle A nebo B; nadmérné vytahovani klicenct pfi vysevu
ve skleniku Ize eliminovat kombinaci snizené teploty (do 15 °C) a pfisvétlovanim so-
dikovymi vysokotlakymi vybojkami pfi zachovani kratkého dne (8-9 hod. svétla)

D) Péstovani v polnich podminkach pro casné letni odbéry

vysev moieného osiva na pole v agrotechnické lhiité

protrhani prehusténych porost

oSetfovani (choroby, skidci), pleckovani

odbéry poupat na zakladani explantatovych kultur dle vyvoje porostu a prubéhu po-
casi; dobu kveteni donorovych rostlin lze ¢astecné prodlouzit pribéznym odstrano-
vanim star$ich poupat a kvétl; poupata ze sekundarnich a tercialnich vyhont jsou
obvykle mensi (s mensim poctem prasniki) a méné kvalitni



I1.3. Metodika zakladani prasnikovych kultur

Odbér poupat

- odbér uzavienych poupat s ¢asti stopky (cca 5 mm) pred a na pocatku hackovani
(poupé a kvétni stopka sviraji tthel 0-120°, délka stopky mezi bazi poupéte a palistem
alesponn 5 mm, viz obr. 7); je tfeba rozlisovat fazi pocatku a konce hackovani, kdy
poupé a stopka v urcitém okamziku sviraji v obou fazich totozny thel

- udrzovani poupat v cestovni chladnicce v ledem chlazené kadince a jejich transport
do laboratofe v co nejkratsim mozném case, aby se predeslo dehydrataci

- prenos do laboratofe, udrzovani poupat v chladni¢ce (5-8 °C) na navlhcené bunic¢iné
(obr. 9); poupata spotfebovat v den odbéru

Povrchova sterilizace poupat a odstranéni vnéjsich obalii

- povrchova sterilizace poupat v laminarnim boxu postfikem 70% etanolem (v/v),
oschnuti poupéte na filtra¢nim papiru (2-3 minuty)

- otevfeni poupéte pinzetami a odstranéni kalisnich platks; vyvarovat se dotyku vnéj-
Sich casti kalisnich platkt a pinzet s okvétnimi platky nebo prasniky; vytadit poupa-
ta, do kterych vnikl roztok etanolu

- odriznuti okvétnich platkt skalpelem

- odriznuti vSech prasniki i se semenikem u jejich baze (viz Sipka na obr. 10) nové vy-
sterilizovanym skalpelem do ledem chlazené Petriho misky pro stanoveni vyvojové
faze mikrospor

Stanoveni vyvojové faze pylu

Nezrala pylova zrna, mikrospory, jsou schopny prochazet embryogenezi pouze pokud je in
vitro kultivace zahajena v urcité fazi jejich vyvoje — ve stfedné jednojaderném az casné
dvojjaderném stadiu. Protoze nebyl zjistén tésny vztah mezi délkou poupéte a vyvojovym
stadiem mikrospor, staii pylu je tfeba u kazdého poupéte stanovovat individualné az po od-
stranéni kalisnich a korunnich platka ve sterilnich podminkach; pfi rutinnich odbérech lze
aplikovat dva zpasoby:

A) Neprimo - dle délky okveétnich platkii a semeniku
- u poupat v optimalnim vyvojovém stadiu je rozdil mezi délkou okvétnich platktu a
semenikem (v¢. blizny) pfiblizné 0-10 mm ve prospéch platka (viz dvojita Sipka na
obr. 10); prasniky by zaroven nemély svou délkou pfesahovat okvétni platky
- na bazi okvétnich platkd poupat se starSimi mikrosporami nebo zralym pylem je jiz
patrna tmava skvrna

Toto stanoveni je pouze orientacni, pro zaloZeni kultur a uspésSnou regeneraci je proto
v tomto pripadé tieba od kazdého genotypu pouzit vétsi mnozstvi poupat z celého rozsahu
vyse uvedeného rozmezi.

B) Primo — dle velikosti vakuoly v mikrosporach
- priprava roztlakovych preparatti ve 13% roztoku (w/v) sacharézy z prasnikt vyjmu-
tych z poupat tfi az Ctyf stadii, dle rozdilu mezi délkou okvétnich platka a semeniku
(viz zptisob A)
- hodnoceni vyvojového stadia mikrospor pod mikroskopem pfi zvétseni 400x az 600 x
- stanoveni velikosti a lokalizace vakuoly v mikrosporach jednotlivych genotypt (pfe-
vazujici zastoupeni stfedné az pozdné jednojadernych, pfipadné ¢asné dvojjadernych



mikrospor, které se vyznacuji velkou vakuolou, vyplnujici pfes 50 % objemu mikro-
spory, viz obr. 8, stadia 1A az 3E)

Pro exaktni stanoveni vyvojového stadia je vzdy nezbytna aplikace nékteré z barvicich
technik, napf. s pouzitim Zelezitého acetokarminu, aceto- nebo laktopropionorceinu, pfi-
padné diamidin-fenylindolu (DAPI), a specialniho mikroskopu.

Zalozeni prasnikové kultury

kladeni prasniki pinzetou na povrch pevného kultiva¢niho média A (tab. 1) v 60mm
nebo 90mm Petriho miskach po 8, resp. 20 ks; regeneraci ze somatickych pletiv lze
omezit odtrzenim nitky od prasniku a jeho umisténim na médium tak, aby nedoslo
ke kontaktu jizvy nitky s médiem

premisténi kultur do termostatu s vyssi teplotou (tma, 35 °C) na 24 hod. pro indukci
embryogeneze

snizeni teploty na 25 °C

po objeveni embryonalnich struktur (obr. 11) pasdZovani na médium B (tab. 2)

po objeveni prvnich pryta (obr. 12) pfenos do kultiva¢ni komory (fotoperioda
den/noc 16/8 h, intenzita 200 pmol/mz/ s, teplota 25 °C)

Detailni soupis potfebného vybaveni pro udrzovani donorovych rostlin, zakladani kultur,
regeneraci a pfemnozeni rostlin je uveden v certifikované metodice Vyvadilova a kol. (2008).

I1.4. Metodika regenerace celistvych rostlin a vybér homozygotnich materiala

Regenerace celistvych rostlin

po zezelenani prytt (obr. 13) pfeneseni kultur do kultiva¢ni komory s kratsi délkou
dne (9/15 hod.), nizsi teplotou a intenzitou osvétleni (18 + 2 °C, resp. 120 pmol/mz/s)
odriznuti pryti nebo skupin pryta ve fazi 3-5 listt a pasazovani na pevné médium C
bez rustovych regulatori ve 100ml Erlenmayerovych bankach po 4-6 ks (obr. 14)

po dosazeni stadia listové razice (obr. 15) pfepasazovani prytt bez kofenového sys-
tému po 1 ks na médium C s pfidavkem indolylmaselné kyseliny (IBA) 4 mg/l pro
inicializaci tvorby kofenového systému (obr. 16)

Prevod do nesterilnich podminek

vyjmuti rostlin s dobfe vyvinutym kofenovym systémem (obr. 17) a odstranéni zbyt-
kt média pod tekouci vodou

maceni kofent v roztoku fungicidu (propamocarb, 1,2 g uc¢inné latky na 1 litr rozto-
ku) 30 minut

presazeni rostlin do Perlitu v 80mm kvétnicich, zalivka roztokem propamocarbu
umisténi do kultiva¢nich boxti, zakryti perforovanou f6lii pro zachovani vysoké
vzdusné vlhkosti, fotoperioda kratkého dne, teplota +18 °C, intenzita svétla 80-100
pmol/m’/s, pravidelna zalivka

po 7 dnech postupné zvedani krytu, po 20-ti dnech jeho Gplné odstranéni (obr. 18)
prihnojovani ve 14-ti dennich intervalech, nejdfive 10. den po vysazeni do Perlitu

po prokorenéni vysadba do 120mm kvétnikt s raselinnym substratem; pripadna ja-
rovizace a dalsi oSetfovani viz Priprava a udrzovani donorovych rostlin



PremnoZzeni rostlin a vybeér dihaploidii pro vyuZziti ve slechténi

pred zacatkem kveteni izolace celych rostlin nebo jednotlivych kvéta netkanou texti-
lii resp. izola¢nimi pytliky, osetfovani proti houbovym chorobam a skiidcim

sklizen osiva z fertilnich rostlin

vysev  jednotlivych  pfemnozenych  regeneranti v polnich  podminkach
v maloparcelkovych pokusech dle standardni technologie péstovani maku
zhodnoceni uniformity potomstva jednotlivych regeneranti, pfemnozeni uniform-
nich porostl v technické izolaci, zafazeni do mezistani¢nich predzkousek pro testy
agronomickych charakteristik
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II1. Srovnani novosti postupu

Predkladana ,Metodika in vitro kultivace maku setého a produkce homozygotnich materiali
pro slechtitelské vyuziti“ je aktualni a nova, protoze poskytuje slechtiteliim uceleny piehled
o metodach a postupech pro tvorbu dihaploida s vyuzitim in vitro kultivace v prasnikovych
kulturach. V souc¢asné dobé neni v CR k dispozici obdobna metodika, ktera by se timto té-
matem u maku setého zabyvala. Dostupné informace k této problematice jsou kusé, navic se
v pfevazné vétsiné zabyvaji problematikou in vitro kultur z hlediska produkce morfinano-
vych alkaloidd. Tento typ vyzkumu je dlouhodobé doménou farmaceutickych spole¢nosti,
tudiz jeho vysledky nejsou vefejné dostupné.

IV. Popis uplatnéni metodiky

~Metodika in vitro kultivace méaku setého a produkce homozygotnich materialt pro slechti-
telské vyuziti“ v prvni ¢asti zahrnuje nékolik variant pfipravy a udrzovani vychozich dono-
rovych F; rostlin s ohledem na kapacitni, prostorové a finan¢ni moznosti uzivatela (slechti-
teld). Zohlednuje i zptisob pfipravy vychozich materiald jarniho a ozimého typu z hlediska
jejich pozadavkl na prechod do generativni faze. V dalsi ¢asti jsou pak predstaveny zakladni
techniky a metody popisujici odbér explantatti, zakladani prasnikovych kultur, regenerace
prytu a celistvych rostlin, pfevod do nesterilnich podminek, pfemnozeni, identifikaci a vy-
bér dihaploidnich materialt pro dalsi slechténi. Rovnéz je prilozeno i kompletni sloZeni po-
uzivanych kultivacnich médii; klicové faze procedur jsou pro nazornost dokumentovany
obrazovou piilohou.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych metod a postupt, na jejichz zakladé 1ze od-
vodit dihaploidni regeneranty maku setého z embryogennich kfizenc maku F; generace.
Vystupem jsou zcela homozygotni materialy, které lze po ovéreni fertility a nejvyznamnéj-
sich agronomickych charakteristik v polnich podminkach (v mezistani¢nich pfedzkouskach)
pfimo zafadit do Statnich odridovych zkousek. S vyuzitim vhodnych vychozich rodica a
jednorazové homozygotizace pylovou embryogenezi lze fixovat pozadované rekombinace
znakli prakticky v priibéhu jednoho roku. Casova tspora tohoto postupu je ziejma; dalsi
podstatnou vyhodou je i geneticka uniformita materialt, ktera se pozitivné odrazi i na uni-
formité fenotypové.

Uzivatelé metodiky jsou slechtitelé maku setého. Proto jsou vyse uvedené metodické postu-
py koncipovany tak, aby byly plné reprodukovatelné na jejich pracovistich, i bez nutnosti
pouziti specializovaného pristrojového vybaveni a analyz pro pfesné stanoveni vyvojové
taze nezralych pylovych zrn (mikrospor) a identifikaci dihaploidnich regenerantt. Metodika
bude uplatnéna prostfednictvim slechtitelské firmy OSEVA PRO s.r.o. S timto subjektem
byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Vyuziti in vitro regenerace u maku setého pfinese vyrazné zefektivnéni slechtitelského pro-
cesu u této plodiny. Znaénym piinosem je zkraceni doby nutné k vytvoreni materialt
s dostatecnou urovni homozygotnosti. Tradicnimi Slechtitelskymi postupy zalozenymi na
opakovaném samosprasovani trva tvorba liniového materialu maku dostatecné geneticky
stabilniho, aby mohl byt prihlasen do statnich odridovych zkousek, minimalné 8 — 10 let.
Diky aplikaci uvedené metodiky muze byt tento proces realné zkracen na 5 let. Odpada tak
udrzovani ranych $lechtitelskych generaci a s tim spojené naklady. Naklady na vedeni jed-
né slechtitelské linie rané generace (F1 az F4) miZeme ro¢né predpokladat cca 1000 K¢ pri
kazdoro¢nim poctu materialt téchto generaci cca 400 (aktualni stav OSEVA Pro, s.r.o., od-
$tépny zavod Vyzkumny ustav olejnin Opava) by zavedeni metodiky uspofilo ro¢né 400 tis.
K¢. Uvolnéné kapacity mohou byt nasledné vyuzity k rozsifeni tvorby novych genotypt, coz
vyznamné zvySuje pravdépodobnost registrace nové odrudy.

Metodou tvorby DH je zajisténa 100% homozygotizace. Takto vysoké hodnoty se prakticky
neda zadnou jinou metodou dosahnout. Je tak zajisténa geneticka Cistota odrudy, kvalita a
naprosta stalost v ¢ase. Zvlasté u maka byvaji ¢astym problémem podminky testu uniformi-
ty, odlisnosti a stalosti odrudy, které jsou soucasti registracniho odridového fizeni. Zavede-
nim metodiky bude dosazeno vytvoreni zcela ustalenych linii bez rizika nesplnéni parame-
tra registracniho fizeni.

Naklady spojené s aplikaci metodiky lze rozdélit do dvou skupin; na fixni naklady, souvise-
jici s pofizenim a odpisy kultivac¢nich komor a pfistrojového vybaveni, koupi nebo prona-
jmem pozemki, mzdami kmenovych pracovniki apod., a na naklady variabilni, jako je
napf. spotfeba energii, materialu a ukolovych mezd personalu.

Nezbytnym vybavenim je specializovana kultiva¢ni komora(-y) s fizenym svételnym a tep-
lotnim rezimem (250 tis. - 1 mil. K¢&), laminarni box pro praci v aseptickém prosttedi (150-
300 tis. K¢), autoklav pro pfipravu kultiva¢nich médii a sterilizaci nastroju (70-120 tis. K¢),
biologicky termostat (30-200 tis. K¢), analytické vahy (20-100 tis. K¢), pfistroj pro pfipravu
deionizované vody (20-60 tis. K¢), laboratorni vafi¢ (10-30 tis. K¢), magneticka michacka (10-
20 tis. K¢), predvazky (5-10 tis. K¢), nastroje pro davkovani kapalin (3-5 tis. K¢) a pH metr
(2-10 tis. K¢). V pripadé udrzovani donorovych rostlin v fizenych podminkach, resp. dopés-
tovani a premnozeni rostlin ve skleniku je tieba kalkulovat i pofizeni dalsi kultivacni komo-
ry (300 tis. — 1 mil. K¢), resp. skleniku. Pfedpoklada se, ze uzivatelé metodiky jizZ maji ¢as-
tecné nebo kompletné vybavenou laboratof explantatovych kultur, potiebné kultiva¢ni ko-
mory a zaSkoleny personal.

Vyznamnou polozkou nakladii variabilnich je spotfeba elektrické energie na provoz osvét-
lovacich téles kultiva¢nich boxti a chlazeni na pozadovanou teplotu. Na jednu donorovu
rostlinu méku je tfeba pocitat s prikonem 15-20 W (sodikova vybojka), na rostlinu v in vitro
podminkach 1,5-2,0 W (linearni zativka). Naklady na chlazeni se odvijeji od zpiisobu odvodu
prebytec¢ného tepla (odsavani, izolace osvétlovacich téles od prostoru s rostlinami apod.).
Néklady na ptipravu kultivacnich médii (250-600 K¢ /1 média) souvisi s kvalitou (¢istotou)
vychozich chemikalii a slozenim jednotlivych typt médii. Vysledné jednotkové naklady na
produkci pozadovanych rostlinnych materialti vyrazné ovliviiuji i dalsi faktory, jako je fyzi-
ologicky stav donorovych rostlin v pribéhu odbért, regeneracni schopnost pouzitych geno-
typt, vyskyt kontaminaci aj. K dalsim vyznamnym néakladovym polozkam patii i napi. vy-
daje spojené s periodickou udrzbou a revizi ptistrojového vybaveni apod.
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VIIL Piilohy

Tabulka 1. SloZeni kultivacniho média A pro regeneraci z explantata

(upraveno dle Dieu a Dunwell 1988)

Anorganické komponenty mg/l média Organické komponenty mg/l média
NH,NO; 1650,000 Kys. nikotinova 0,500
KNO; 1900,000 Pyridoxin HCI 0,500
CaCl, . 2 H,0 440,000 Thiamin 0,100
MgSO0,. 7 H;0 370,000 Glycin 2,000
KH,PO, 170,000 Myo-inositol 100,000
KI 0,830 Kasein (hydrolyzat) 1000,000
H5BO; 6,200 Sacharo6za 30 g/l
MnSO,. 4H,0 22,300 Agar 8 g/l
ZnSO4. 7 H,0O 8,600 Riistové regulatory

Na,MoO,. 2 H,0 0,250 2,4-D 2,000
CuSO.. 5 H,0 0,025 IAA 0,500
CoCl,, 6 H,0O 0,025 BAP 0,500
FeSO, .7 H,0O 27,800 Kinetin 1,000
Na, . EDTA . 2 H,0 37,300 pH 5,8 -6,0

Tabulka 2. SloZeni kultiva¢niho média B pro regeneraci pryta
(upraveno dle Dieu a Dunwell 1988)

Anorganické komponenty mg/l média Organické komponenty mg/l média
NH/NO; 1650,000 Kys. nikotinova 0,500
KNO, 1900,000 Pyridoxin HCI 0,500
CaCl, . 2 H,0O 440,000 Thiamin 0,100
MgSO0,. 7 H;0 370,000 Glycin 2,000
KH,PO, 170,000 Myo-inositol 100,000
KI 0,830 Kasein (hydrolyzat) 1000,000
H5BO; 6,200 Sacharo6za 20 g/1
MnSO;,. 4H,0 22,300 Agar 10 g/l
ZnSO,. 7 H,O 8,600

Na,MoO,. 2 H,O 0,250

CuS0,. 5 H,O 0,025 Rustové regulatory

CoCl,, 6 H,0O 0,025 BAP 0,100
FeSO, .7 H,0O 27,800 Kinetin 0,500
Na, . EDTA . 2 H,0O 37,300 pH 5,8 -6,0
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Tabulka 3. SloZeni kultiva¢niho média C pro rust pryti a tvorbu kofenového systému

(upraveno dle Dieu a Dunwell 1988)

Anorganické komponenty mg/l média Organické komponenty mg/l média
NH/NO; 1650,000 Kys. nikotinova 0,500
KNO; 1900,000 Pyridoxin HCI 0,500
CaCl, . 2 H,0 440,000 Thiamin 0,100
MgSO0,. 7 H;0 370,000 Glycin 2,000
KH,PO, 170,000 Myo-inositol 100,000
KI 0,830 Kasein (hydrolyzat) 1000,000
H5BO; 6,200 Sacharo6za 10 g/l
MnSO,. 4H,0 22,300 Agar 8 g/l
ZnS0,. 7 H,0O 8,600

Na,MoO,. 2 H,O 0,250

CuS0,. 5 H,O 0,025

CoCl, 6 H,0O 0,025 (Riistové regulatory)

FeSO, . 7 H,0 27,800 (IBA 4,000)
Na,.EDTA . 2 H,O 37,300 pH 5,8 - 6,0
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Obrazek 1. Vysev maku do hnizd do 80mm kvétnika

Obréazek 2. Prostfihavani na pét rostlin ve stadiu tfi plné vyvinutych pravych lista
Obrazek 3. Prostfihavani na tfi rostliny ve stadiu Sesti plné vyvinutych pravych lista
Obréazek 4. Donorové rostliny ve 120mm kvétnicich ve stadiu 12-14 pravych lista
Obréazek 5. Donorové rostliny v klimaboxu po presazeni do kontejnertt 190 x 190 mm
Obréazek 6. Donorové rostliny ozimych makt odebrané z polnich podminek.

Stadium 5-8 pravych list, v 80mm kvétnicich.
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Obrazek 7. Vyvojova stadia poupat maku s ohledem na vhodnost odbéru.

A, F — délka kvétni stopky mezi bazi poupéte a palistem krats$i nez 5 mm — mikrospory
v nevhodném stadiu; B — D, G, H — poupé svira se stopkou thel 0 - 120° a stopka delsi
nez 5 mm - optimalni staddium pro odbér

Nejmensi dilek stupnice - 1 mm
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50 pm

Obrazek 8. Vyvojova stadia mikrospor.

1A-D - stfedné jednojaderné — ¢ira cytoplasma, velka vakuola (v), jadro (n) méné patrné;
1E-4E - pozdné jednojaderné az ¢asné dvojjaderné — mirné zrnita cytoplasma, jadro dobte
patrné ve formé prstence na periferii buriky; dokoncené déleni jader na generativni (g) a
vegetativni (e) je charakterizovano rozpadem vakuoly na nékolik mensich (4B-4E) a jejich
vstfebanim (5A); 5-6B — zrnita cytoplasma — masivni syntéza Skrobu (s) po rozdéleni jader;
6C - zralé pylové zrno
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Obrazek 9. Poupata raznych délek a genotypti pro stanoveni vyvojového stadia mikrospor
Obrazek 10. Demonstrace nepfimé metody stanoveni vyvojového stadia mikrospor
Obrazek 11. Regenerace embryonalnich struktur v prasnikové kultufe (médium A)
Obrazek 12. Regenerace prytu v prasnikové kultuie (médium B)

Obrazek 13. Regenerace dobfe vyvinutych prytti na médiu B po pfeneseni na svétlo
Obrazek 14. Pryty po odebrani z matefského explantatu na médiu C

Primeér dna banky 90 mm

-20 -



Obrazek 15. Listové ruzice pred pasazovanim na kofenici médium C s IBA

Obrazek 16. Pocatek regenerace kofenového systému z feznych ploch na médiu C s IBA
Obrazek 17. Rostlina s dobfe vyvinutym kofenovym systémem pfipravena k vysadbé do
Perlitu

Obrazek 18. Rostliny v mineralnim substratu (Perlit) tfi tydny po vysadbé

Primér dna banky 90 mm, primér kvétnika 80 mm
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