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1. Abstract

Norway spruce is one of the major conifers in central and northern Europe. It covers
approximately 25 millions hectares of area the European Union (EEC) (Paques et al.,
1995). In the Czech Republic covers Norway spruce in a long-term range (1955-1999)
about 55 % of the forested land and is widely used for the reforestation of mountainous
and hilly regions (Anonymous, 2000). Norway spruce (Picea abies) is a coniferous

species of high ecological and industrial importance.

The wood is light in weight, soft, long-fibered, elastic, slightly resinous with few resin
ducts and cream-colored or white. Picea abies is one of the most economically important
coniferous species in Europe used for timber, pulp and paper production. It has also
numerous other applications, including general joinery and carpentry, wood for fuel and

musical instruments (Mo, 1993; Ukadniek et al., 2001).

Unfortunately its natural reproduction cycle is long and the flowering is infrequent and
irregular. Therefore most Picea abies breeding programs have mainly focused on a clonal
strategy. The clonal strategy consists of: 1. the selection of superior mature trees
according to their morphology, wood characteristics, and pathogens - tolerance; 2.
multiclonal tests to confirm their selected properties; 3. planting large-scale multiclonal
mixtures for reforestation. This strategy depends on the use of vegetative propagation - an
effective way to capture a genetic gain (Park and Bonga, 1992) and produce large

amounts of plant material.

Therefore, vegetative propagation through somatic embryogenesis (SE) represents a
valuable alternative for both breeding and mass propagation of wild as well as genetically
improved plant material. These techniques can be used as alternatives to the conventional

vegetative propagation methods (Gupta et al., 1991; Park et al., 1993).

Regeneration via SE is a process of embryo development from somatic cells. SE is a non-
sexual process and refers to the process in which somatic cells are induced to form bipolar
structures called somatic embryos. The process goes through series of developmental
steps similar to zygotic embryogenesis. This process is analogous to zygotic
embryogenesis, but one single cell or a small group of vegetative (somatic) cells are the

precursors of the embryo (Ammirato, 1983).



SE is divided into several phases starting with formation of a proembryogenic mass,
followed by somatic embryo maturation, desiccation, germination and plant regeneration.
There are some main regulatory factors (phytohormones, osmotic stress and
carbohydrates), which play important role during SE. The efficiency of every phase

depends upon the previous ones.

Among the techniques of vegetative propagation, somatic embryogenesis seems to be the
most promising for Picea abies. The knowledge of the morphogenic, histological and
biochemical events that occur during SE, enables us to improve the efficiency of this

process and to apply biotechnological methods in order to produce synthetic seeds.

This method is rarely used for the mass propagation of conifers, however. However, it is
used for the propagation of Pinus radiata in New Zealand (Gleed et al., 1995) as well as
for Picea glauca (Ellis et al., 1991) and Pinus contorta (Flygh et al., 1998).

The presented study focuses on dynamic range of growing embryogenetic cell lines of
Picea abies. The goal of thesis is to determinate appropriate conditions during individual
steps of somatic embryogenesis (initiation, proliferation, maturation, germination and

conversion).



2. Uvod

Smrk ztepily (Picea abies) patii ve stfedni Evropé k ekologicky a hospodatsky velmi
vyznamnym jehli¢nantim. Na celém uzemi CR je zastoupen tfemi ekotypy — vysokohorsky,
horsky a pahorkatinny; vyskytuje se od 300-1500 m n.m. (Ufadni¢ek a kol., 2001).
Plivodni horské klimaxové porosty smrku ztepilého vymizely z mnoha oblasti v Evropé,
predevsim diky extenzivni t€Zb¢ difeva a znehodnoceni zivotniho prostiedi (imisni zatéze,
zmény hydrologickych poméri, atd.) Obnoveni ptivodniho stavu je problematické, a to i z

davodu nedostatku sazenic odpovidajicich ekotypi.

Reprodukéni cyklus jehli¢nanti je relativné dlouhy, napi. smrk ztepily je schopen
rozmnozovani ptiblizné 20 let po vysadbé (Paques a kol., 1995). Krom¢é délky
reprodukéniho cyklu je také nepiiznivym faktorem mald Cetnost semennych rokt, které
nastavaji jednou za 5 (resp. 5-8) let (Hakman a kol., 1990; Paques a kol., 1995; Utadniéek
a kol., 2001).

Vegetativni mnozeni dospélych jehlicnanii tradicnimi metodami neni pfili§ uspé$né — tizky
Spatné zakotenuji, vétve rostou plagiotropné a regenerace celistvych rostlin in vitro cestou

organogeneze nebyla dosud pfilis Gspésna (Nergaard a Krogstrup, 1995).

Velké moZznosti v mnoZeni lesnich dfevin nabizi v sou€asnosti somatickd embryogeneze
(SE). Jedna se o proces vzniku a vyvoje embryi ze somatickych bun¢k, s naslednym
dopéstovanim celistvé Zivotaschopné rostliny. SE pfedstavuje alternativni zplsob
vegetativniho mnozeni rostlin. Tato metoda mize vyznamné piispét k UspeSnému
uskute¢néni zalesniovacich programi, ke zlepSeni stavu lesnich spolecenstev, usnadnit
navrat ohrozenych, vzacnych genotypt zpét do piivodniho prostfedi i mnozeni jedinct s
vybranymi vlastnostmi (kvalita a mnozstvi dieva, rezistence vici biotické a abiotické
zatézi prostfedi apod.) (Attree a Fowke, 1993). Hlavni prednosti SE, v porovnani se
zygotickou embryogenezi, je moznost ucCelového manipulovani s kultivaénimi
podminkami a ziskéni velkého mnozstvi geneticky jednotného materidlu bez ohledu na
roéni obdobi (Attree a Fowke, 1993). Jak uvadi Mal4 s Simou (2000) v budoucnu velké
moznosti pro vyuziti biotechnologii v lesnictvi pfedstavuje ziskavani transformovanych
odrid lesnich stromt, které by meéli napf. zvySenou schopnost v sobé akumulovat

Skodliviny (tézké kovy, PBC, radioaktivni latky apod.) z pidy (bioremediace).

Potencialnim biotechnologickym pfinosem je nendkladnd produkce velkého mnozZstvi
rostlin spojena s moznosti mechanizace procesu, i s moznosti dlouhodobého uchovavani

kultur pfi nizkych teplotach (kryoprezervace) a produkci ,,umélych semen* (Mullin a



Park, 1992; Attree a kol., 1994; Gupta a Grob, 1995). K hromadnému namnoZzeni
jehliénatych dievin je mozné pouzit i systém bioreaktoru. Pouziti bioreaktoru umozni

v kontrolovanych podminkach ziskat na litr tekutého média nékolik tisic embryi (Pilate a
kol., 2002).

SE predstavuje také jedineény modelovy systém pro studium nejriznéjSich aspektt
zérode¢ného vyvoje rostlin, vcetné faktorii fidicich vyvojové procesy spojené
s embryogenezi (Hakman, 1993). Studiem vyvojovych procesti a principti na nizsi
urovni a jejich objasniovanim se zabyva fyziologie, kterd slouzi i jako zdklad evolucni
ekologie. Studium rostlinné fyziologie a jejich principi napomahd pochopit, proc¢
k uréitému procesu dochazi s ohledem na uceleny systém vyssiho stupné organizace.
SE. Pomoci DNA ¢Cipli (microarray) jsou zkoumdny geny regulujici vyvoj
embryogeneze. Na SLU — Uppsala byly u Picea abies izolované a popsané nékteré
homeotické geny (HBK2, HBK3 atd.) (Hjortswang a kol., 2002).

SE jehli¢nant je stile predmétem vyzkumu, ale i pfesto se stdle setkdvame s Cetnymi
komplikacemi, které neumoznuji ziskat vétSi mnozstvi kvalitnich somatickych embryi.
Nestabilita embryogennich kultur a redukce embryogenniho potencidlu v casovém
horizontu patii k ¢astym problémim. Zna¢na odliSnost v pozadavcich na kultivacni
podminky a genotypova odliSnost jehlicnant piedstavuje vétsi naroky na individualni
piistup k optimalizaci kultivacnich protokoll. V tomto sméru se ¢asto vyuziva srovnani
mezi vyvojem somatickych a zygotickych embryi. Schopnost somatickych embryi
vyvinout se v rostlinu lze ¢astecné predpovédét na zékladé biochemicke, fyziologické a

morfologické podobnosti se zygotickymi embryi (Flinn a kol, 1993).

Somatickd embrya se v podminkach in vitro vyvijeji, na rozdil od embryi zygotickych,
bez piitomnosti megagametofytu, jsou tedy zavisld na kultivacnich podminkéch.
Odlisnost nékterych charakteristik somatickych embryi tedy nemusi nutné piedstavovat
znamku Spatného prub¢éhu vyvoje somatickych embryi (Lipavska a Konrddova, 2004).
Hlavnim cilem SE je efektivni produkce zdravych semenackt adaptovanych na podminky
ex vitro, které budou svymi vlastnostmi pfispivat k utvéfeni krajiny a budou hospodaisky

zhodnotitelné.
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3. Cile disertacni prace

Préace tykajici se somatické embryogeneze se obvykle zamétuji dvéma hlavnimi sméry.
Na jedné strané je studovan embryogenni potencidl jednotlivych genotypl a strukturalni
parametry vyvijejicich se somatickych embryi. Druhym smérem je studium
metabolickych a dnes jiz také molekularné biologickych aspekti SE. Tato disertacni
prace se fadi do prvni kategorie, nebot’ se zabyva dynamikou rstu embryogennich linii

Picea abies /L./ Karst.

Jako jedno z dilezitych prvotnich kritérii bylo, aby priméarni explantat byla zrald semena
Picea abies voln¢ dostupna v prodeji. Proces somatické embryogeneze je stale
zdokonalovan a studovan, v lesnické praxi ale chybi prace, zabyvajici se komerc¢nim
vyuzZitim této metody 1 aplikaci v praxi. Pfedmétem pokust pak byla hlavni stadia SE:

iniciace ESM, proliferace, maturace, desikace a germinace.

Stanoveni vhodnych kultiva¢nich podminek pro jednotlivé faze SE u zralvch semen Picea

abies /L./ Karst. z rozdilnych lokalit CR:

urcit vhodné zivné médium pro jednotlivé faze SE
urcit vhodné riistové regulatory pro jednotlivé faze SE

stanovit vhodné rozmezi ristovych regulatorti pro jednotlivé faze SE

Ovéreni hypotéz:

médium ma signifikantni vliv na kultivaci in vitro kultur vzniklych ze zralych semen
Picea abies v jednotlivych fazich SE (H1, H6, H11, H16)

lokalita mé signifikantni vliv v jednotlivych fazich SE na kultivaci in vitro kultur

vzniklych ze zralych semen Picea abies (H2)

genetické dispozice primarniho explantatu maji signifikantni vliv pro kultivaci in vitro,
resp. na jednotlivé faze SE (H7, H12, H17)

pro somatickou embryogenezi v praxi (studium i komer¢ni propagaci) jsou vhodné jen

nckteré genotypy (embryogenni linie) Picea abies

11



4. Literarni prehled

4.1. Somaticka embryogeneze

Somaticka embryogeneze se fadi k nepohlavnim (vegetativnim) zpisobim rozmnozovani
rostlin. Tento proces je zalozen na principu totipotence buiiky, kdy bipolarni bunééné
struktury mohou teoreticky pochéazet z jakékoli casti rostlinného organismu. V
laboratornich podminkdch se podafilo do soucasné doby navodit tvorbu a vyvoj

somatickych embryi u celé fady rostlinnych druhti.

Proces somatické embryogeneze rostlin poprvé popsali Reinert (1958) a Steward a kol.
(1958) u mrkve (Daucus carota) koncem 50. let minulého stoleti. SE jehlicnant byla
poprvé zdokumentovéana u douglasky (Pseudotsuga menziesii) a postup mnozeni pomoci
mikropropagace patentovan (U.S. Pat. No. 4,217,730) (EI-Nil a Mostary, 1980).
Somatickou embryogenezi dalSich jehli¢nant se o n¢kolik let pozd&ji zabyvalo nezavisle
nékolik vyzkumnych skupin: Hakman a von Arnold (1985), Chalupa (1985a) - tito autofi
popsali somatickou embryogenezi ze zygotickych embryi smrku ztepilého (Picea abies),
soucasné¢ pak Nagmani a Bonga (1985) popsali indukci haploidnich embryi z
megagametofytu modiinu opadavého (Larix decidua). Navozeni SE u nahosemennych
rostlin, a zvlast¢ u jehliCnand, je v porovnani s krytosemennymi rostlinami mnohem
na kultiva¢ni podminky. V uplynulych letech se podafilo tento proces navodit a dovést do
raznych vyvojovych stadii u zastupci mnoha roda jehli¢nand (Lelu kol., 1993; Gupta a

Grob, 1995; Stasolla a kol., 2002).

Somatickd embryogeneze piinasi nasledujici moznosti:

nenédkladné produkce velkého mnozstvi rostlin v relativné kratkém case (Gupta a Grob, 1995)

mechanizace procesu s vyuzitim suspenznich kultur, bioreaktorti (Gupta a Grob, 1995;
Pilate a kol., 2002)

dlouhodobé uchovavani kultur pfi nizkych teplotach (kryoprezervace) (Gupta a Grob, 1995)

produkce ,,umélych® semen — vcetn¢ vyuziti technik genetické transformace nebo
somatické hybridizace (Tautorus a kol., 1990; Gupta a Grob, 1995)

genetické manipulace — moznost vyuziti genového inZenyrstvi, napf. pomoci rodu
Agrobacterium (Michler, 1991; Sabala, 1998)
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produkce viruprostych rostlin

studium fyziologickych a vyvojovych procesi (Egertsdotter, 1996; Sabala, 1998;
Filonova a kol., 2000)

selekce rostlin (kultur) na rizné podminky (zasoleni, tézké kovy atd.)

Praktické vyuziti této metody je velmi vyznamné, a proto zvlasté v poslednich letech
pribyvaji kultiva¢ni protokoly upravujici proces SE riznych druha jehli¢nanii. Existuje
z té€chto faktorli patii ristové regulatory (Stasolla a kol., 2002) a sacharidy aplikované do
média (Jain a kol., 1995). Pusobeni téchto latek se muze nejen druhové, ale také

genotypove odliSovat.

Von Arnold a Hakman (1988) rozdélily SE jehli¢nanu do ¢tyf zakladnich kroku. Dnes je

tento proces rozfazovan casto do péti a vice krokt (von Arnold a kol., 2002):

indukce tvorby embryonalné-suspenzorové hmoty (ESM)

udrzovaci faze

nékdy je fazena tzv. pre-maturacni faze (Taber a kol., 1998; Schuller a kol., 2000)
zrani (maturace)

desikace

regenerace v rostliny schopné rust v podminkach ex vitro

Zakladni kroky SE probihaji ve specifickych kultivacnich podminkach a jejich konkrétni
pocet zavisi na daném druhu (Roberts, 1991; Tremblay a Tremblay, 1991; Attree a
Fowke, 1993; Gupta a Grob, 1995; Paques a kol., 1995; von Arnold a kol., 1995; Fowke a
Attree, 1996). Optimalni pribéh kroku ptfedchoziho se odrazi v krocich naslednych a
projevuje se na kvalité i kvantité vysledné produkce somatickych embryi (Stasolla a kol.,
2002). Vyse zminéné faze somatické embryogeneze se na strukturdlni tirovni podobaji
zygotické embryogenezi (Tautorus a kol., 1991; Gupta a Grob, 1995). V minulych letech
byla provedena zakladni charakterizace SE z anatomického (Svobodova a kol., 1999;
Ulrychova, 2004) i biochemického hlediska (Lipavska a kol., 2000b; Konradova a kol.,
2002; Grigova 2003; Kubes 2004).
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4.2. Iniciace embryogenni kultury

Jednd se o odvozeni embryogenniho pletiva (ESM - embryonal suspensor mass)
z primdrniho explantatu na indukénim médiu. Cilem této faze je indukce tvorby a dé¢leni
nediferencovanych rostlinnych bunék, které tvofi embryogenni pletivo (hmotu). Hlavnim
cilem je, aby pletivo obsahovalo proembryogenni shluky bunék tzv. ESM — | zarodky*
budoucich somatickych embryi. Pribéh indukce je zavisly na typu primarniho explantatu

a na kultiva¢nich podminkach.

4.2.1. Anatomie a morfologie

Strukturou somatickych embryi a vnitinim uspofddanim ESM jehli¢nant se zabyvaji
cetné prace (napt. Hakman a kol., 1987; Hakman a von Arnold, 1988; Svobodova a kol.,
1999; Filonova a kol., 2000). Somatickd embrya jehlicnanli se vyvijeji z vysoce

organizované¢ho morfogenetického systému (ESM) (Bozhkov, 1995).

Rana somatickd embrya jsou tvofena dvéma hlavnimi vyrazné odliSitelnymi castmi —

embryondlnim meristémem a suspenzorem.

Embryonélni meristém sestava z bunék s hustou cytoplazmou, které maji tenké bunééné

stény prostoupené plasmodesmami, velké centrdlné umisténé jadro a obsahuji drobné
vakuoly. Mnozstvi organel je umérné intenzivnimu metabolismu bun¢k (Hakman a kol.,

1987).

V meristému je moZno pozorovat ¢etné piedprofdzové prstence mikrotobulli odpovidajici
mitotické aktivit¢ bunék. Aktinova filamenta vytvareji hustou sit’ v kortikalnich vrstvach
cytoplasmy, odkud se tdhnou smérem k jadru a obemykaji je. Jsou-li buiky
mnohojaderné, oddé¢luji od sebe jednotliva jadra (Fowke a Attree, 1996). Bunky na bazi
meristému Casto vakuolizuji a pozdé&ji se z nich stdvéa suspenzor. V nékterych piipadech
mize byt meristematicky pol velmi Siroky, coz je typicky stav piedchéazejici rozpadu

embrya pfi $t€pné polyembryonii (Hakman a Fowke, 1987; Svobodova a kol., 1999).

Suspenzor se zaklada z vakuolizujicich bunék na bazi embryonalniho meristému
(Hakman a Fowke, 1987; Svobodova a kol., 1999). Suspenzor je tvofen dlouhymi
vakuolizovanymi buiikami s nasténnou cytoplazmou. Plasmodesmy se vyskytuji jen v
koncovych, nikoli vSak v lateradlnich bunécnych sténach. V distalni ¢asti suspenzoru je

asociace voln¢jsi a buniky jevi znamky senescence (Hakman a kol., 1987). Suspenzorové
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buiikky obsahuji silné provazce mikrofilament, jejichz podélnd orientace odpovida
proudéni cytoplasmy a vesikularnimu transportu smétfujicimu k meristému (Fowke a
Attree, 1996). Mezi vakuolizovanymi builkami se obcas vyskytuji drobné

cytoplazmatické bunky, z nichz mohou vznikat adventivni embrya (Hakman a kol., 1987).

4.2.2. Kultivace

Jako primarni explantaty jsou nejvhodnéjsi ontogeneticky mladé casti rostliny, naptiklad
nezrald ¢i zrala zygotickd embrya, d€lohy, hypokotyly mladych semendcki, vyjimecné
jehlice nebo samic¢i gametofyt (Gupta a Grob, 1995). Vybér vychoziho materidlu ¢asto
zavisi na rostlinném druhu. Napfiklad indukce embryogenni kultury borvice pfimoiské
(Pinus pinaster) byla uspésnéjsi, jestlize byla jako primarni explantat pouzita zygoticka
embrya s utvofenymi zaklady dé€loh. V ptipad¢ indukce tvorby ESM u borovice lesni

(Pinus sylvestris) se naopak osvédcila rand zygoticka embrya (Lelu a kol., 1999).

Pouziti nezralych zygotickych embryi Picea abies popisuje Chalupa (1985a) v jedné ze
svych prvnich praci. Embryogenni pletivo se objevilo po 5-6 tydnech kultivace na médiu
MS (Murashige a Skoog, 1962) z 52-96 % zalozenych kultur. Sbér nezralych Sisek, jak

uvadi Chalupa (1997), je optimalni od druhé poloviny ¢ervence do poloviny srpna.

Hakman a kol. (1985) rovnéz pouzili ve svych pokusech nezrald zygotickd embrya Picea
abies. Toto pletivo pak bylo udrzovéano pasazovanim a kultivaci v tekutém médiu po dobu
6 mesicti. Pletivo obsahovalo polarizované a organizované struktury, které silné

pfipominaly ¢asné faze zygotickych embryi.

Ne¢kolik studii (Cheliak a Klimaszewska, 1991; Park a kol., 1993; Kvaalen a kol., 2001)
poukazuje na to, ze indukce ESM ze zralych zygotickych embryi je velmi ovlivnéna
genetickou dispozici. Pii srovnani embryogenni schopnosti zralych a nezralych
zygotickych embryi je patrné, Ze embryogenni potencial zralych semen vykazuje znacnou
variabilitu. Indukci embryogenniho pletiva ze zralych embryi popisuje napi. Gupta
a Durzan (1986). Embrya byla vyjmuta po 24 hodinach nabobtnani, ale pouze 5-6 %
embryi tvofilo pletivo. Krogstrup (1986) ve své praci uvadi indukci embryogenniho
pletiva ze zralych zygotickych embryi a déloh sedmi dennich semenacku. Pro pokus byla
pouzita rovné€Z nabobtnald semena. Jako Zivné médium bylo pouzito médium MS
s riznou koncentraci ristovych regulatort 2,4-D (2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina), BA

(N°-benzyladenin) a kinetinu.
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O indukci embryogenni kultury ze zralych zygotickych embryi se nezavisle zminuje
nekolik skupin: von Arnold a Hakman (1986), Gupta a Durzan (1986), Krogstrup (1986) a
Boulay a kol. (1988). Jain a kol. (1988) uvadi 55 % uspéSnost v iniciaci kalusi na LP
médiu (von Arnold a Eriksson, 1981). Jako primarni explantat byla pouzita zrald semena
Picea abies. Iniciace ristu kalusu byla sledovéna po 2-3 tydnech kultivace a to z konce
nebo sttedu hypokotylu primarniho explantatu. Kalus autoti rozd¢lili do n€kolika skupin:
1/ globularni; 2/ svétle zeleny-kompaktni; 3/ bily-mucilagenni. Pouze kalus ktery byl bily-
mucilagenni (typ 3) byl embryogenni. Autofi uvadi, ze globularni a svétlezelené pletivo

se tvorilo ze 40 % a 46 %. Bile mucilagenni pletivo se pak podle autort tvotilo ze 32 %.

Pro vyvolani ptislusnych indukénich zmén vedoucich k tvorbé embryogenni kultury u

Picea abies je zpravidla nutnd kombinace auxint a cytokinini (Von Arnold a kol., 1995).

Variabilni koncentrace riistovych reguldtori popisuje Chalupa (1997). Nejvhodnéjsi
kombinaci je podle tohoto autora 2,4-D a NAA (kyselina a-naftyloctova). Bellarosa a kol.
(1992) popisuje vliv fytohormonti 2,4-D (2 mg.1") a BAP (N®-benzylaminopurin; 1 mg.I™")
v zivném médiu na embryogenni kultury a jejich dalsi vyvoj. Jak autor uvadi, embrya
ztracela strukturu, pokud byla v médiu ptitomna pouze 2,4-D. Pfi pfitomnosti pouze BAP
embrya extrémné rostla a vytvoftila velkou embryogenni plochu. Jokinen a Durzan (1994)
popisuji typy embryogennich kultur podle podilu ESM a uvadi, Ze nevhodné kultivacni
podminky (napt. vysoka davka 2,4-D, nevhodna doba subkultivace, osvétleni) mohou vést

k vyssi produkci neembryogenniho pletiva.

Pii kultivaci embryogenniho pletiva dochazi k nizké produkci ethylenu, ktera se pfi
nepiitomnosti 2,4-D v médiu miize zvysit az trojnasobné. Naopak 2,4-D bez ptitomnosti

BAP omezuje vyrazné¢ rychlost mnozeni kultury (Kvaalen, 1994).

Krogstrup (1986) uvadi, Ze ptipravek L-glutamin zlepSuje mnozeni buné€k embryogenniho
pletiva. Po pfeneseni pletiva na dalsi média dochazi k formovani bipolarnich struktur,

které piipominaji rand stadia zygotickych embryi.

Vliv ménicich se koncentraci sacharozy a formy dusiku na embryogenni kultury popisuje
von Arnold (1987). Autorka uvadi, ze na plném médiu LP je vhodné&;jsi nizsi koncentrace
sachar6ézy (3 uM). Von Arnold a Hakman (1986) v jiné praci zkoumali vliv riiznych
koncentraci sachar6zy na indukci pletiva z nezralych embryi. Po péti tydnech od pocatku

kultivace bylo mozno rozliSit tfi typy pletiva: 1/ typ pletiva tvofil adventivni pupeny
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podobné tém, které se tvofi na zralych embryich po pouziti cytokininl; 2/ typ vytvarel
stejnorodé¢ kulaté bunky; 3/ typ bylo embryogenni pletivo s polarizovanymi

organizovanymi strukturami.

V soucasné dobé nckteii autofi uvadéji, Ze embryogenni pletivo smrku lze ziskat i na
médiu bez ptidavku auxint a cytokininti, zato za pritomnosti Nod faktoru (Dyachok a kol.
2000). Pozitivni vliv na tvorbu embryogenniho pletiva a indukci tvorby Casnych embryi
ma kromé& Nod faktoru také pfitomnost nékterych enzymu (napf. chitindzy) obsazenych v
extraktu ze semen. Lipochitooligosacharidy (LCO) jsou skupinou signalnich molekul,
které podporuji d€leni rostlinnych bun¢k. LCO signaly (Nod faktory), které vylucuje
Rhizobium, indukuji bunééné déleni v kofenové kuife coz vede k formovani nodult, které
mohou byt nasledné kolonizovany (Spaink a kol., 1991; Truchet a kol., 1991). Nod
faktory podporuji vyvoj vétsi proembryogenni hmoty (PEMs - proembryogenic masses) z
malych shluki bunék Picea abies (Egertsdotter a von Arnold, 1998; Dyachok a kol.,
2000).

Podrobn¢jsi studie naznacily, ze Nod faktory mohou nahradit auxiny a cytokininy v
podpote déleni embryogennich bun&k. Nod faktory byly nalezeny jako endogenni LCO
slozky v kondiciovanych médiich pfipravenych z embryogennich kultur Picea abies.
Casteéné purifikovana frakce LCO stimulovala formovani proembryogenni hmoty a
somatickych embryi u Picea abies (Dyachok a kol., 2000). Jak u mrkve tak u smrku
mohou Nod faktory nahradit chitindzy v jejich U¢inku na vyvoj ranych somatickych

embryi (De Jong a kol., 1993; Egertsdotter a von Arnold, 1998).

Moznost pouziti explantatii je déna i genetickymi faktory. Produkce embryogenniho
pletiva je mozna Casto jen u urcitého procenta explantati. Hogberg a kol. (1998) uvadi
jednu tfetinu genotypli Picea abies jako vhodnou pro zisk embryogenniho pletiva. V
jejich experimentech vSak nebyla nalezena 2zddnd zavislost mezi schopnosti
embryogeneze a nékterou zdalSich ristovych a produkénich vlastnosti, nebo

fenologickych charakteristik.

Ramarosandrata a Staden (2003) uvadi, Ze signifikantni pro iniciaci ESM je pravé ta cast
embrya, kterd je vlozena na kultivaéni médium. Zygotické embryo autofi rozdélili na
n¢kolik ¢asti a ur¢ovali schopnost vzniklych pletiv aktivovat ESM. Vyssi ¢ast hypokotylu

(z6éna 2) a prilehlé casti autoii povazuji za nejvice embryogenni Cast ze zygotického
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embrya. Niz§i hypokotyl (zona 3) a apikalni meristém (zéna 1) mohou také vytvaret ESM.
Zona 4 (kofenova ¢ast embrya) nema embryogenni schopnost. Frekvence embryogenity
ze 1. a 3. zény byla 0,6 %, z 1. a 2. zény 7 % a schopnost embrya produkovat ESM ze

z6ny 2. a 3. dosahovala az 16 %.

Zéna 1 2z6na 1 —apikalni meristém,
zona 2 — vyssi ¢ast hypokotylu,
Zona 2 zéna 3 — nizsi hypokotyl,

76na 3 zona 4 — kotfenova ¢ast embrya;

Zona 4
Obrazek ¢. 1 — Schematicky ndkres jednotlivych zon u zralého

semene Picea abies (Ramarosandrata a Staden, 2003);

4.2.3. Zasobni latky

Zygotickd embrya vyvijejici se v semeni akumuluji béhem zrani zasobni latky. Zasobni
latky slouzi pfedevsim jako zdroj energie a stavebnich prvkd pro kultivaci in vitro (ze
zralych semen) nebo slouzi jako metabolicky zdroj béhem kliceni, kdy jsou pletiva jeste
heterotrofni. Vyznamnou podporou je jim zarovenn sami¢i gametofyt, ktery v semeni

jehli¢nant predstavuje hlavni zasobni orgén.

Rostliny vyuzivaji tfi hlavni skupiny zasobnich latek: polysacharidy (pfedevsim Skrob),
lipidy (pfedevsim triacylglyceroly) a zasobni proteiny. Hlavnimi zasobnimi latkami v
semenech jehliénani jsou lipidy, které mohou tvofit az 50 % Cerstvé hmotnosti zralych

zygotickych embryi (Feirer a kol., 1989).

Porovnéni somatickych a zygotickych embryi se vyrazné li§i v mnoZstvi zdsobnich latek.
embrya Picea abies obsahovala méné triacylglycerolli nez embrya zygoticka, coz bylo
pravdépodobnym divodem Spatného kli¢eni (Feirer a kol., 1989). U somatickych embryi
Picea glauca byl oproti zygotickym embryim obsah zédsobnich lipidi sniZzen na 1/6,
zasobnich proteind na 1/3 a navic chybély nckteré proteinové frakce (Joy a kol., 1991).
Obsah $krobu v rannych fazich SE u Picea glauca zkoumal Joy a kol. (1991). Skrob byl

pritomen v somatickych embryich u Picea glauca (Joy a kol., 1991) stejn¢ jako u Picea
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abies (Lipavska a kol., 2000a) v suspenzorovych buikach v podobé malych skrobovych

zrn.

Velice dileZitou lohu v mineralni vyzivé rostlinnych bunék hraje fytat (kyselina fytova).
Je to nejrozsifenéj$i inositolfosfat na Zemi (Struneckd, 2005) a je hlavni formou
zasobniho fosforu v semenech rostlin. Piedstavuje 50-85 % fosforu v semenech obilovin,
olejnin a lusténin (Irvine, 2005). Jednd se o pIné fosforylovany ester myo-inositolu a
kyseliny fosforecné (myo-inositolhexafosfat, IP6) (Raboy, 2003). Fytat tak pfedstavuje
zasobni formu nejen fosforu, ale i dalSich minerdlnich Zivin. V semenech se fytat
koncentruje predevSim v tzv. globoidech, které jsou soucasti bilkovinnych télisek.
Globoidy se vyskytuji v celém sami¢im gametofytu, v zékladnim meristému a prokambiu
zygotickych 1 somatickych embryi. Vedle globoidii je mozno rozliSit jesté tzv. Zelezem
bohaté Castice (iron-rich particles), jejichz zédkladem je také fytat. Tyto Castice, narozdil
od globoidii, maji vysoky obsah Zeleza, zatimco mnozstvi ostatnich kationtii (K, Mg®") je
snizené. Od globoidl se lisi také tim, Ze jsou soucasti proplastidi a kromé samiciho
gametofytu, resp. zédkladniho meristému a prokambia, byly lokalizovany i v protodermu

embryi (Reid a kol., 1999b).

Autofii Reid a kol. (1999a) stanovili obsah mineralnich zivin v somatickych embryich a
v semenech Picea glauca. Bylo zjisténo, ze samici gametofyt obsahuje naprostou vétSinu
fosforu (a jeho zasobni formy — fytatu), hoiciku a Zeleza z jejich celkového obsahu v
semeni, zatimco vapnik je velmi vyznamné zastoupen predev§im v semennych obalech.
Draslik a zinek jsou pak v semeni distribuovany rovnomérnéji. Somatickd embrya,
vztazeno k hmotnosti suSiny, méla pfi bliz§im zkoumani nizsi obsah vSech jmenovanych
mineralnich prvki (s vyjimkou vapniku) v porovnani s embryi zygotickymi. Niz$imu
obsahu mineralnich prvkil pak odpovidaji i mensi globoidy a Zelezem bohaté castice
(Reid a kol., 1999b). Autofi déle zminuji, Ze v embryich tvoii fosfor vazany ve fytatu
podstatné mensi dil celkového fosforu. Mnozstvi fytatu v embryich neni tedy limitovano
nizkou koncentraci myo-inositolu (prekursoru fytatu) v médiu, jelikoz jeho vynechani z
média obsah fytatu v embryich neovliviiuje. Exogenni myo-inositol mize sice slouzit jako
zdroj uhlikového skeletu pro biosyntézu fytatu, v jeho neptfitomnosti vSak bunka zajisti

tvorbu molekuly z jiného sacharidu (Reid a kol., 1999a).
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4.3. Udrzovani (proliferace) embryogenni kultury

Zalozenou embryogenni kulturu je tfeba udrzovat pii Zivoté s maximalni snahou o
zachovani embryogenniho potencidlu a ristovych vlastnosti. Udrzovani a mnozeni ESM
vétSinou probihd na médiu se stejnym nebo obdobnym slozenim rustovych regulatort
jako pfi indukci. Koncentrace rastovych regulatora byva stejna (Guevin a kol., 1994;
Guevin a Kirby, 1997) nebo nizsi (Nergaard a Krogstrup, 1991). Bozhkov (1995) ve své
praci uvadi, ze existuje zavislost kvality kultivovanych linii embryogenniho pletiva na

kultivaénim médiu.

4.3.1. Anatomie a morfologie

Embryogenni kultury smrku se mohou projevovat ve stejnych indukcnich a proliferacnich
podminkach riznou morfologii a vnitini strukturou. Tento jev je pravdépodobné
genotypove specificky, coz se nasledné projevi rozdily v maturacnim potencialu kultury.
Poprvé tento aspekt somatické embryogeneze jehli¢nanti popsali Jalonen a von Arnold
(1991) u Picea abies. Na zakladé morfologické stavby ranych somatickych embryi v ESM
rozlisili dvé morfologické skupiny, 1 kdyZ pozdéji se ukéazalo, ze mohou existovat i typy

pfechodné (Egertsdotter a kol., 1993):

Al — polérni somatickd embrya; maji zfetelnou meristematickou hlavicku, jejiz buiky k

sob¢ tésné priléhaji. K hlavicce je prichycen suspenzor, takze cely utvar je bipolarni.

A2 — solarni somatickd embrya; narozdil od skupiny Al vykazuji radidlni symetrii.

Vzhledem k tomu, ze skupina Al a A2 mohou vziajemné piechdzet z jedné struktury do
druhé, tfadime je ob¢ do jedné hlavni skupiny A. Bylo zjisténo, Ze polarni embrya se
vyskytuji predev§im v pomaleji rostoucich kulturach, zatimco solarni embrya v rychle
rostoucich a v suspenznich kulturdch. Kultury typu A vytvéreji v tekutém médiu shluky

(Egertsdotter a von Arnold, 1995).

B — nevyvinutd somatickd embrya; jsou bipolarni, meristematickd hlavicka sestava jen z

nekolika volné€ nahlouc¢enych bun¢k a neni zietelné¢ oddélena od suspenzoru. Kromé toho se v
ESM typu B nachazeji samostatné vakuolizované bunky (kulovité i protahlé) nebo jejich
shluky. V tekutém médiu nedochazi k agregaci embryi (Egertsdotter a von Arnold, 1995).
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4.3.2. Kultivace

Kultivace v této fazi je mozna na pevnych i tekutych zivnych médiich. Pouziti kapalného
média umoziuje piesn€ji urCit rychlosti mnozeni bunék a lepSi pfistup zivin
k jednotlivym buitkdm, nicméné stoupd riziko kontaminace. Nutnost provzduSiovani
vyzaduje pouziti tftepaciho zafizeni nebo rolleru. Nevyhodou kultivace suspenzni kultury

je problém s mensi fenotypovou stabilitou materialu.

Pevna média snizuji moznost kontaminace a znacn¢ technicky zjednodusuji kultivaci.
Jako jedno z prvnich pevnych zivnych médii bylo pouZito pro Picea abies LP médium a
médium 59 (von Arnold a Hakman, 1986). Média byla obohacena rlstovymi regulatory
2,4-D (10 uM) a BAP (5 uM). Velmi uspésnou kultivaci Picea abies na pevném zivném
médiu v této fazi uvadeji autori Vagner a kol. (1998). Na médiu se zvétSovala Cerstva
hmota po 7 dnech 3,2-4,8x a béhem 13 mésicti nebylo zaznamendno snizeni rychlosti
nartstu (Vagner a kol., 1998). V jejich pokusu bylo pouzito médium GD (Gupta a Durzan
1986) obohacen¢ o 2,4-D (5 uM), kinetin (2 uM) a BAP (2 uM).

Z proliferujici embryogenni hmoty, kultivované na pevném zZivném médiu, je mozné
pfipravit  také suspenzni kulturu (vynechdnim zpeviujici slozky). Kultivace na
suspenznim médiu je podle mnohych autori ekonomictejsi (Pilate a kol., 2002). Vysoka
frekvence iniciace embryogennich kultur, s naslednou produkci embryi, byla dosazena
Chalupou (1997). V tomto pokusu bylo embryogenni pletivo po iniciaci na pevném médiu

pfevedeno a UspéSné mnozeno v suspenzni kultufe na médiu tekutém.

4.3.3. Zasobni latky

Nekteti autofi poukazuji na vyznamnou tlohu dusiku v prolifera¢nim médiu. Nergaard a
Krogstrup (1991) u explantatovych kultur jedle kavkazské (4bies nordmanniana) uvadi,
ze v ESM postupné klesd zastoupeni ranych somatickych embryi a naopak stoupa
procento samostatnych suspenzorovych bunék. Tento nepiiznivy vyvoj je mozno do urcité
miry zvratit modifikaci kultiva¢nich podminek. Pozitivni vliv maji napt. organické zdroje
dusiku (L-glutamin, kasein hydrolyzat) jako dopln¢k proliferacniho média. Po doplnéni
dusiku do média kultury obnovuji plivodni uspotadani ESM a navySuji riistovou rychlost,
a to az o 30 %. Zpracovani organického dusiku je totiZ energeticky méné narocné nez
asimilace anorganickych forem. USetiend energie tak mtize byt investovana do dé€leni a

rustu bunék (Nergaard a Krogstrup, 1991).

21



Vliv ménicich se koncentraci sacharozy (1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 g.l']) a formy dusiku na
embryogenni kultury popisuje von Arnold jiz v roce 1987. Autorka uvadi, ze na plném
médiu LP obohaceném o 2,4-D (10 uM) a BAP (5 uM) se ukézala jako vhodné&jsi nizsi

koncentrace sacharozy (3 uM).

Detailni studii sacharidového metabolismu u embryogenni kultury smrku ¢erného (Picea
mariana) a smrku sivého (Picea glauca) provedli Iraqi a Tremblay (2001a). Autofi
uvadeji, ze beéhem proliferace kultur na médiu s 1 % sacharézou zlstavala endogenni
hladina sachar6zy na pocatku subkultivacniho intervalu konstantni, ale pozdéji se v
poloving ¢trnacti denni udrzovaci periody objevil vyS$si obsah hex6z. Soucasné aktivita
invertdz a sachardzafosfatsyntazy (SPS) dosdhla mezi patym aZ sedmym dnem vrcholu,
zatimco aktivita sachar6zasyntazy (SuSy) a hladina sachar6zy ziistaly béhem celé periody
nezménéné. Autori uvadi, ze béhem této faze invertazy generuji hexdzy pro zajisténi ristu
a vyvoje embryogenni kultury, zatimco SuSy a SPS umoziuji udrzet stabilni hladiny
sacharozy. Tyto vysledky koresponduji s vysledky ziskanymi u embryogennich kultur
Picea abies (Lipavska a kol., 2000b; Konradova a kol., 2002). I vzhledem k rozdilnym
udrzovacim podminkam (tydenni subkultiva¢ni interval, médium obsahujici 3 %
sachar6zu) byla na konci udrzovaci periody zjiSténa vysoka aktivita invertaz a nizka
aktivita SuSy, pfiCemz endogenni hladina sacharidi byla charakteristickd vysokym

obsahem hex06z a témét nepfitomnou sacharézou.

4.3.4. Stabilita embryogennich kultur a kryoprezervace

Embryogenni kultury jehlicnanli jsou povazovany vesmes za stabilni. UdrZovani
embryogenni kultury po dlouhou dobu muize vést k redukci embryogenniho potencialu a k
anatomicko-morfologickym zméndm zpusobenym somaklonalni variabilitou (Gupta a
Grob, 1995). Nékteré embryogenni linie jehli¢nanti jsou stabilni po mnoho let, zatimco
jiné ztraceji embryogenni potencial jiz po né€kolika mésicich kultivace na prolifera¢nim
médiu (Mo a von Arnold, 1991; Hogberg a kol., 1998). Piedevsim dlouhodobé plisobeni
nckterych slozek proliferaéniho média (naptf. 2,4-D) mize mit vliv na embryogenni
potencial kultury (Tautorus a kol., 1991; Gupta a Grob, 1995). Jako feSeni se nabizi napf.
optimalizace kultivacniho protokolu s ohledem na pouzity rostlinny druh nebo pouZiti

metody kryoprezervace.
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Kryoprezervace skyta moznost, jak uchovat embryogenni kulturu po dlouhou dobu. Pti
kryoprezervaci je embryogenni kultura zamrazena (aniz by doSlo k naruSeni
zivotaschopnosti kultury) a uchovéavana pii nizkych teplotach, obvykle pfi teploté bodu
varu tekutého dusiku (-196 °C). V bunkéch rostlin jsou pii této teploté veskeré procesy

témert zastaveny, a tim lze buniky uchovat po témét neomezené dlouhou dobu.
Existuji dvé zadkladni metody kryoprezervace - klasicka a vitrifikacni.

Klasickd metoda spoc¢iva v fizeném mrznuti vzorkll, kdy dochézi k extraceluldrni tvorbé

ledovych krystalu a vymrzani vody z pletiv.

Vitrifikaéni metoda je zalozena na tvorbé skla, tedy amorfni pevné hmoty, které

umoziuje prekonani ultranizkych teplot bez poSkozeni vzorku.

Nejcastéji se pro kryoprezervaci pouzivaji dva mrazici systémy. Kryotrubice (cryotubes),
které se vkladaji do kryoboxu (Mr. Frosty, Nalgane). Ten se posléze naplni
isopropanolem a nechd se zamrazit v laboratornim zamrazovaci nebo zamrazovacim boxu
(Glacies, Sky-lab). Po prvotnim zamrazeni jsou kryotrubice vlozeny do tekutého dusiku.
Teplota je po celou dobu monitorovana termometrem umisténym v kryotrubici (Vagner a

kol., 2005a).

Pii vyjiméni kryotrubic z tekuté¢ho dusiku se nejprve celd kryotrubice ponoii do sterilni
vody (45 °C/cca 1 min), kdy roztaje napli. Poté se opét cela trubice ponoii do sterilni
vody (4 °C) na dobu nékolika minut. Po sterilizaci naplné kryotrubic (70 % ethanol) se
kultury umisti na proliferaéni médium do Petriho misek. Po sterilizaci v ethanolu se
kultury obvykle umisti na filtraéni papir, z divodu snaz§i manipulace s kultivaénim
materidlem. Kultury jsou pfenaSeny na Cerstvé médium kazdy den. Filtraéni papir je
odstranén po aktivaci kultur — po opétovné proliferaci ESM, kterd obvykle nastane jiz po

jednom tydnu od zamrazeni kultur (Vagner a kol., 2005a).

Kryoprezervace je velmi dulezita pro uchovavani ESM jehli¢nant, a to jak z hlediska
uchovani nekontaminovanych kultur, zachovani embryogenni kapacity, tak i z divodu
ekonomickych. Dlouhodoba kultivace v in vitro podminkéach je ekonomicky naroc¢na,
vzhledem k finanénim nékladim na vybaveni laboratofi, chemikélii pro ptipravu

optimalnich kultivacnich podminek a $koleny personal.
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Dlouhodoba kultivace je pak pro nékteré druhy nezbytnd, napt. pro transformované
jedince cypftisku tupolistého (Chamaecyparis obtusa). Transformované rostliny obsahuji
urcity kvalitativni znak - pylova zrna, kterd neptsobi tézké alergie (Maruyuama a kol.,
2005). Tento znak se nemiiZze projevit hned, ale az po mnoha letech kultivace.
Kryoprezervace v podobnych piipadech skyta moznost uchovani vzorki, jakozto ndhradni
variantu za dlouhodobou kultivaci, po kterou by musela byt jinak ESM kultivovana. Tato
alternativa ma oproti pravidelnym subkultivacim vyznam hlavné pro uchovani
vegetativné mnozenych druhl, u kterych lze rostliny z uchovanych pletiv dobie

regenerovat.

Vyhodou kryoprezervace je predevs§im relativné vysokd bezpecnost uchovani vzorkli po
delsi dobu, mald naro¢nost na prostor a udrzbu béhem uchovéavani a nizké udrzovaci

naklady oproti péstovani rostlin v polnich podminkach nebo v kulturach in vitro.

Pro embryogenni kultury nékolika druhti jehli¢nanli byla tato metoda Gspé$né vyuzita.
ESM jehli¢nant jsou pro tento ucel obzvlasté vhodné, protoze obsahuji meristematické
buiiky s vysokym podilem suSiny na Cerstvé hmotnosti. Zmrazeni v tekutém dusiku,
jemuz predchazi specificka oSetfeni kultury, pfezije pouze malé procento
meristematickych bun€k v embryondlni hlavi¢ce. Z nich ovSem mohou regenerovat
celistvd embrya (Nergaard a kol., 1993). Z embryogennich kultur je posléze mozné
vypéstovat rostliny, které¢ vykazuji normalni rast (Gupta a Grob, 1995; von Arnold a kol.,
1995; Hogberg a kol.,, 1998). Bercetche a kol. (1990) uvadi, ze zamrazeni kultur

v tekutém dusiku zvysuje embryogenni schopnost.

Rozdilné embryogenni linie snaSi zamrazeni rozdilné, bliz§i vztah mezi kryotoleranci
(schopnost snaset nizké teploty) a morfologickym uspotaddnim embryogennich kultur

vSak dosud neni zndm (Nergaard a kol., 1993b).

Jiz v roce 1987 publikoval Gupta a kol. praci o GspéSném zvladnuti kryoprezervace druhu
Picea abies. Find a kol. (1998) se ve své praci zabyvali kryotoleranci, optimalni hustotou
bunéénych kultur (SCV - sedimented cell volume) u Picea abies pouzivanych ke
kryoprezervaci a néslednou regeneraci kultur po zamrazeni. Maximdlni tolerance
k zamrazeni kultur byla podle autor zjisténa 7 dni po ukonceni zrani na matura¢nim
médiu. Nezbytnou podminkou jsou dobie vyvinutd - formovana embrya a optimalni

hustota SCV. Embrya, kterd meénila barvu ze svétle nazloutlé-bilé na bilo-hnédou
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v poslednim tydnu kultivace byla méné tolerantni k zamrazeni. Optimalni hustota kultur
pied zamrazenim byla stanovena u Picea abies stejné¢ jako u smrku sitky (Picea
sitchensis) na 50 % (v/v). Autofi dale uvadi, Ze regenerace kultur po zamrazeni byla vyssi

u Picea sitchensis nez u Picea abies.

Na ptikladu Abies nordmanniana bylo zjisténo, ze existuji zna¢né rozdily v kryotoleranci
mezi jednotlivymi genotypy. Linie s dobrou regeneracni schopnosti ptezivaji zmrazeni

nejlépe (Norgaard a kol., 1993a).

Uspésnou kryoprezervaci dale popisuje u borovice montereyské (Pinus radiata)
Hargreaves a kol. (2004). Po dobu 7, 14 a 28 dni byly testovany embryonalni délohy u 72
genotypl. 79-87 % zamrazeného materidlu produkovalo po ukonceni kryoprezervace
pryty alesponl v jednom ze tii druhti oSetfeni a 59 % produkovalo pryty ve vSech druzich

oSetfeni.

Végner a kol. (2005a) uvadi, ze neni pochyb o tom, ze kryoprezervace plisobi na kultury
velkym selekénim tlakem, a Ze pravdépodobné muze meénit i jejich embryogenni

potencial.

4.4. Zrani (maturace) somatickych embryi

Béhem této faze embryo méni svou strukturu, roste a hromadi zasobni latky. Faze zrani
vyzaduje zménu kultiva¢nich podminek, a to ptfedev§im vynechéni rastovych regulatort
pouzitych pfi indukci a proliferaci. U jehlicnanii je maturace vyznamné podpofena
aplikaci kyseliny abscisové (ABA) (Bozhkov a kol., 1992; Lulsdorf a kol., 1992; Vagner
a kol., 1998; von Arnold a Hakman, 1998) a snizenim osmotického potencialu média, na
kterém kultivace probihd, ptipadné pouziti média bez rastovych reguldtori (Tremblay,

1990).

Maturace je jednou znejobtiznéjSich fazi SE. Znalosti morfologie a anatomie
embryogenni kultury, znalosti dynamiky uklddani zasobnich latek v embryich a také
informace o plsobeni jednotlivych slozek kultivaénich médii na rlst a vyvoj embryogenni

kultury mohou pomoci rozeznat schopnost embryogenni kultury optimalné se vyvijet.
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441. Anatomie

Maturacéni potencial embryogennich kultur smrku je zna¢n€ ovlivnén genotypem. Jalonen
a von Arnold (1991) se zaméfili na studium maturacni schopnosti riznych linii smrku
ztepilého. Na zaklad€¢ morfologické stavby ranych somatickych embryi v ESM byly
rozliSeny embryogenni kultury typu A (1 a 2) a B (Egertsdotter a kol., 1993), viz. kap.
4.3.1. Rozdily ve schopnosti uvedenych typi kultur uspé$né projit maturacni fazi
v pfitomnosti ABA jsou znacné. Jak uvadi autofi Jalonen a von Arnold (1991), plné
vyvinutd zrald embrya vytvari pouze typ Al, embrya typu A2 sice zraji, ale ptfedCasné
kli¢i. Kultury typu B nejsou schopny tvorby plné vyvinutych embryi. Na médiu s ABA
vznikaji pouze noduly, které hnédnou, kalusovati nebo vytvaii kotfeny. Noduly s touto
anatomickou stavbou nemohou regenerovat v rostliny. V horSim pfipad¢ kultura na

pusobeni ABA vilibec nereaguje.

Jedno z moznych vysvétleni je, Ze embrya typu B jsou fyziologicky zablokovéana ve velmi
ranych fazich vyvoje, kdy jesté nejsou fyziologicky piipravena reagovat na signalni
pusobeni ABA (Jalonen a von Arnold, 1991). Analogicka situace se vyskytuje jesté
v podobném systému: Filonova a kol. (2000) uvadi, ze rand somaticka embrya Picea
abies se tvorti z tzv. proembryonalni hmoty (PEM — proembryonal mass), ktera se sklada z
mén¢ vyvinutych utvart. PEM jako takovd neni schopna dostatecné odpovédét na
pusobeni ABA, protoZze se nachazi ve velmi ranému vyvojovému stadiu. Citlivost viici
ABA se objevuje az u dobfe vyvinutych ranych somatickych embryi, jejichZ intenzivnéj$i
tvorbu je mozno stimulovat ptfechodnou kultivaci PEM na médiu bez ristovych regulatora

(Bozhkov a kol., 2002a).

Rozdily v anatomii a maturaCnim potencidlu linii jsou pravdépodobné podminény
biochemickymi dé&ji uvnitt kultury. Zdmérnymi manipulacemi je totiz mozné navodit
zménu typu B na typ A, ne naopak. Egertsdotter a kol. (1993) zjistili, Ze oba typy kultur
uvolnuji specifické extracelularni proteiny. Pokud byly proteiny produkované linii typu A
pfidany ke kultufe typu B, embrya typu B se vyvinula 1épe, a méla vétSi meristematické
hlavicky, ¢imzZ se pfipodobnila typu A. Egertsdotter a von Arnold (1995; 1998) popisuji
moznost trvale zménit charakter linie typu B pomoci proteinovych extrakti ze semen. Po
aplikaci proteinli na médiu s ABA vznikla zrald somatickd embrya. Podrobnd analyza

odhalila, Ze kultura typu A uvoliluje 5x vice specifickych glykoproteinti nez kultura typu
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B. Ob¢ linie produkuji proteiny specifické jen pro dany typ (Egertsdotter a kol., 1993;
Egertsdotter a von Arnold, 1995).

Autofi dale uvadéji, Ze aktivnim agens navozujici zménu morfologie a obnovu
maturacniho potencidlu u linii typu B mohou byt zminované glykoproteiny. Jejich
sacharidovou slozkou jsou totiz arabinogalaktany, které mohou reagovat se slozkami
bunécné stény, a tak zlepSovat soudrznost embryonalniho pletiva (Egertsdotter a von
Arnold, 1995). Egertsdotter a von Arnold (1998) dale popisuji, ze nckteré frakce ze
semennych extraktd linii typu A obsahuji protilatku proti chitindze. Chitindzy nebo Nod-
faktor podporuji tedy vznik ranych embryi ze shlukii meristematickych bun¢k v kulture
typu B. Vyvstava hypotéza, ze stimula¢ni agens ma charakter chitinazy a $tépenim blize
neur¢en¢ho substratu (obdobné jako to dé€laji Nod-faktory) zajistuje produkcei
oligosacharidi. Oligosacharidy by pak byly tim signdlem, ktery spousti piislusné

morfogenetické procesy.

4.4.2. Morfologie

Béhem zrani somatickych embryi dochézi k zastaveni proliferace, embrya zvétSuji svoji
velikost, zakladaji se typické struktury nezbytné pro dal$i vyvoj. Zrajici somaticka
embrya jehlicnant je mozno na zdkladé jejich morfologie rozdélit do kategorii podle
dosazeného stupné vyvoje. Jednu z prvnich a zaroven nejpouzivanéjSich klasifikaci

vytvorily von Arnold a Hakman (1988):

Stadium 1 — embrya zaloZzena v ESM: meristematickd hlavicka je tvofend malymi
buitkami s hustou cytoplazmou; hlavicka je spojena se suspenzorem tvoifenym
vakuolizovanymi butikami; stddium typické pro embrya v proliferujici kultuie a na

pocatku zrani.

Stadium 2 — embrya maji zvétSenou meristematickou ¢ast, ktera jiz vy€niva nad povrch
ESM; stéle je pfitomen suspenzor; stddia 2 dosahuji embrya po pfenosu na maturacni

médium.

Stadium 3 — u embryi se vyviji délohy; embrya na konci tohoto stadia jsou podobna

zralym zygotickym embryim.

Stadium 4 — zelené rostliny.
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V soucasnosti jsou jiz zndmy i jiné klasifika¢ni systémy morfologie embryi (Flinn a kol.,
1991; Schuller a kol., 2000), které vSak nejsou obecnéji pouzivany. Pfehled vyvoje vnitini
struktury zrajicich somatickych embryi embryogenni kultury Picea abies genotypové linie
AFO 541 (oznaceni linie embryogenni kultury smrku ztepilého) vytvofili Svobodova a

kol. (1999). Vyvojova stadia somatickych embryi byla rozdélena nasledujicim zpisobem:

Prvni tyden zrani na maturacnim médiu: zékladni architektura embryi je podobnd ranym

somatickym embryim na proliferacnim médiu. Globuldrni meristematické oblasti bun¢k
jsou stale pfipojeny k suspenzorovym bunikdm, ale builky na bazalnim pdlu
meristematické oblasti zacinaji vakuolizovat. Apikdlni oblast s meristematickymi
buitkami s hustou cytoplazmou prodélava casté déleni. Hovofime o stadiu raného

somatického embrya.

Druhy tyden zrani: embrya jsou v cylindrickém stadiu vyvoje. Pocatek histodiferenciace

je spojen s tvorbou protodermu. Nad povrch zbytkové hmoty vystupuji jasné rozeznatelna
embrya. Meristematické bunky na bazalnim po6lu pokracuji ve své vakuolizaci a

suspenzorové bunky jsou stale pfitomny.

Treti tyden zrani: pokraCuje diferenciace vnitini struktury embryi. Na bazalnim polu se

objevuje kofenova Cepicka s dobfe vyvinutou kolumelou. Vnitini histodiferenciace dale
pokracuje, ve stfedni Casti embrya jsou patrné zaklady prokambia. Toto stadium se

oznacuje jako prekotyledondrni.

Ctvrty tyden zrani: béhem Ctvrtého tydne zrani se kofenova cepicka stava vice zietelnou a

formujici se suspenzor odumird a zlstava ptipojen k vlastnimu embryu v podobé shluku

vitrifikovanych bunék.

Paty tyden zranmi: toto obdobi je charakteristické pocinajicim rastem déloh. Zaklady

apikalniho meristému kotene a prytu ziskavaji konkrétni podobu; kolem apikalniho domu
se zakladaji primordia d€loh; celé embryo se zvétSuje a dale roste. Od chvile, kdy se

objevuji jasn¢ zietelné délohy nazyvame toto stddium kotyledonarnim.

Sesty tyden zrdani: embryo se piestava prodluzovat, stejné tak délohy, dochazi k prvnim

naznakim dezintegrace kofenové Cepicky. Zral¢ somatické embryo ma zietelné vyvinuty
apikalni meristém, prokambidlni zéklady, dobie vyvinuté délohy a kofenovy meristém.

Delsi kultivace nevede k dalsimu prodluzovani embrya a ani zadny dalsi strukturalni
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vyvoj se neobjevuje. V této chvili jsou vSechny strukturdlni ¢asti embrya definovany a

z4dna nova primordia nebo vnitini struktury se neobjevuji.

Morfologickymi abnormalitami je Casto doprovazena snizend produkce somatickych
embryi spojend s dlouhodobym udrzovanim (subkultivacemi) kultury (Dunstan a kol.,
1993). Abnormalné utvarena embrya se vSak Casto vyskytuji i pfi pouziti kultivaéniho
média nevhodného slozeni. Naptiklad Iraqi a Tremblay (2001b) pozorovali vét§i mnozstvi
abnormalné vyvinutych embryi na médiu s 3,16 % glukoézou a 3,16 % fruktdézou, ve
srovnani s kultivaci na médiu s 6 % sachar6zou. Také aplikace vysSich koncentraci PEGu
(polyethylenglykol) v maturaénim médiu muize vést ke zménam ve vnitini stavbé

somatickych embryi, které mohou mit negativni vliv na dalsi vyvoj kultur.

4.4.3. Kultivace

Zrani predstavuje dilezitou fazi vyvoje somatickych embryi. Z ESM se zakladaji
embryonalni pletiva a organy, v embryich se ukladaji zasobni latky. Je zndma celd tfada

protokoltl pouzivanych béhem faze zrani.

Zlepseni vytézku a kvality somatickych embryi muze byt dosazeno plsobenim
osmotického stresu. Stres podporuje a synchronizuje zrani somatickych embryi, inhibuje
predcasné kliceni, stimuluje hromadéni zasobnich latek a navozuje toleranci k desikaci

(Attree a Fowke, 1993).

Osmoticky stres muize byt navozen piidavkem osmotika do maturacniho média.
Pouzivana jsou obvykle penetrujici osmotika, jako napf. sachar6za, manitol,
aminokyseliny a anorganické soli, nebo nepenetrujici osmotika, napt. polyethylenglykol
(PEG) nebo dextran (Stasolla, 2002). Rozdil mezi penetrujicimi a nepenetrujicimi
osmotiky spociva 1 v odpovédi buiiky na jejich plsobeni. Nizkomolekularni latky
zpusobuji plazmolyzu bun€k a po jejich vstupu do cytosolu dochédzi k osmotickému
vyrovnani. Jejich osmoticky efekt je casové omezeny. Pii pouziti vysokomolekularnich
osmotik, napi. PEGu, molekula (vét$i nez 3 nm) nemuze prostupovat bunéénou sténou a
zustava v kultivacnim médiu. Timto zpisobem je zarucen Casov€é neomezeny osmoticky
ucinek. V bunkéch nedochézi k plazmolyze a celkové se tato podoba osmotického stresu
blizi pfirozenym podminkdm v semeni (Attree a Fowke, 1993). Embrya reaguji na signal
nizkého osmotického potencidlu ve svém okoli jen v uréitém stadiu svého vyvoje, piesny

casovy usek miize byt genotypové specificky.
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Nejcasteéji pouzivané osmotikum pro navozeni osmotického stresu je PEG-4000.
Ptitomnosti PEGu v médiu dochézi k odc¢erpavani molekul vody z bunék, tim vznikne
sniZeni turgoru a vyvolani osmotického stresu. Pozitivni vliv PEGu na zrani somatickych
embryi jehli¢nant bylo popsdno mnoha autory (Attree a kol., 1992; Kong a kol., 1997;
Norgaard, 1997; Vookova a kol., 1998; Svobodova a kol., 1999; Lipavska a kol., 2000a;
Salajova a kol., 2004).

Vliv riznych osmotik (sachar6za, manitol, PEG-200, PEG-400, PEG-600, PEG-1000,
PEG-4000 a vysokomolekularni dextran) na zrani somatickych embryi Picea glauca
sledovali autoti Attree a kol. (1995). Po aplikaci vysokomolekularniho osmotika doslo ke
zlepseni zrani somatickych embryi. Bylo ziskdno 3-7x vice embryi nez u kontrolni,
PEGem neoSetfené varianty. S piidavkem PEG-4000 a s vysokomolekularnimi dextrany
embrya zrala v hojném poctu, mé¢la vysoky podil susiny, hromadila zasobni latky a bez
problémil piezila desikaci i zmrazeni (cca -20 °C) po dobu 1 roku. Autoti dale popisuji, Ze
vysoka koncentrace PEGu, manitolu nebo sachar6zy, vede k degradaci - odumieni
kultury. Pii dlouhodobé kultivaci na médiu obohaceném o vysoké koncentrace osmotik
dochazi k poskozeni bun€k a naslednému piijmu molekul PEGu bunikami, coZ vede ke
zménam v osmotickém plsobeni s moznym nésledkem poskozeni a degradace embryi

(Attree a kol., 1995).

Jako podstatné se ukazalo nalézt optimalni koncentraci PEGu, ktera by zajistila vysoké
vytézky kvalitnich somatickych embryi. Kong a Yeung (1995) se ve své praci zabyvali
vlivem riznych koncentraci PEGu (PEG-3350) na zrani somatickych embryi u Picea
glauca. Do maturacniho média ptidavali 0, 1, 4 a 7 % PEG. Nejlépe podpofila zrani a
vytézky embryi aplikace 4 % PEGu. Kong a kol. (1998) zjistili, ze PEG zabraiiuje
pokracovani proliferace na maturaénim médiu, zfejmé proto, Ze snizuje hladinu

endogennich polyamini.

Naopak Stasolla a kol. (2003) uvadi jako optimalni koncentraci pro zrani somatickych
embryi u Picea glauca 7,5 % PEG. Autoti déle popisuji, Ze pii vyssi koncentraci PEGu
byl jiz rist embryi inhibovan. ZvySeni vytézkli somatickych embryi Picea abies
pozoroval Find (1997) po aplikaci 5 % PEGu do maturaéniho média. Embrya vSak byla

mensi a pod apikalnim meristémem se vyskytovaly mezibunééné prostory.
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Anatomickou studii zaméfenou na vyvoj somatickych embryi Picea abies na zakladnim
matura¢nim médiu a na maturacnim médiu obohaceném o PEG publikovala Svobodova a
kol. (1999). Embrya se na médiu s pfidavkem 3,75 % PEGu vyvijela rychleji, a po péti
tydnech byla pln¢ vyvinutd. Embrya na médiu bez ptfitomnosti PEGu a na médiu s 7,5 %
PEGem zrala shodn¢ Sest tydni. Embrya zrajici na médiu s 7,5 % PEGem obsahovala
velké trhliny ve stiedu embrya a cetné kratké fady mrtvych bunck v kortexu. Tyto trhliny
se zacinaly objevovat od patého tydne zrani. Embrya na médiu s 3,75 % PEGem
obsahovala trhliny velmi zfidka. U embryi zrajicich na médiu bez PEGu Zadné trhliny
pozorovany nebyly. Embrya zrajici na médiu s 3,75 % nebo 7,5 % PEGem byla celkové
delsi nez embrya zrajici na médiu bez PEGu. Delsi kofenova ¢epicka byla pozorovana u

embryi rostoucich na médiu s ptidavkem 7,5 % PEGu (Svobodova a kol., 1999).

Bozhkov a von Arnold (1998) se zaméfili na anatomii a vytéznost zralych somatickych
embryi v médiu obohaceném o PEG—4000. Pro pokusy bylo pouzito 17 riznych genotypt
Picea abies. U 13 genotypi byl zjistén pozitivni efekt 7,5 % PEGu na zrani somatickych
embryi a pouze u jednoho genotypu byl vyvoj celkové zastaven. U genotypti, které byly
tolerantni k snizenému osmotickému potencialu média, byla pozorovéna lepsi
synchronizace zrani a vyvoj embryi byl také rychlejsi. Pfidani PEGu do matura¢niho
média vedlo k vyraznym zméndm v anatomii zralych somatickych embryi. Embrya
oSetfena PEGem byla tvoifena mensimi bunikami a byla celkové mensi, zatimco kofenova
cepicka téchto embryi byla del$i. Kolumela obsahovala vice bunék, a v jejim okoli bylo
pozorovano velké mnozstvi mezibunécnych prostor. Déle byla pozorovana degradace

klidového centra doprovazend smrstovanim protoplasmy bunék.

Chalupa (1997) pouzil pro zrani somatickych embryi u Picea abies maturacni médium se
7,5 % PEGem, coz ve srovnani s kulturou zrajici na maturaénim médiu bez PEGu
podpofilo synchronizaci zrani embryi, omezilo pied¢asné kli¢eni, stimulovalo akumulaci

zasobnich proteinti a zvysilo schopnost embryi prezivat desikaci.

Stasolla a kol. (2003) se zaméfili na sledovani zmén v genové expresi béhem vyvoje
somatickych embryi po aplikaci PEGu do matura¢niho média. Zjistili, Ze dochazi ke
zméné v expresi nckolika gent (napf. geny zodpovédné za citlivost k ristovym
regulatoriim nebo za kontrolu bunééného déleni a diferenciaci bun¢k). Autoti uvadéji, ze
PEG pfispiva ke sprdvnému utvaieni meristémi (zvySena exprese geni Zwille a

Scarecrow). Autofi dale popisuji, Ze aplikace PEGu do média zpusobila zvySeni hladiny
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transkriptl pro antioxida¢ni enzymy a také pro hydrofilni proteiny Tyto latky maji za kol
chranit bunécné struktury pred dehydrataci a pravdépodobné souviseji se zvySenou
toleranci embryi k desikaci (LEA proteiny). Zménéna hladina transkriptd byla prokézéana i
u genil, které maji podil na cukerném metabolismu a asimilaci dusiku (Stasolla a kol.,
2003). Osmoticky stres muze indukovat expresi tzv. rab genl (responsive to ABA)

(Skriver a Mundy, 1990).

Aplikace PEGu do média se osvédcila také pii péstovani somatickych embryi Picea
glauca v tekutém médiu. Embrya snédsela 1épe desikaci a byla Zivotaschopngjsi
v porovnani se zygotickymi embryi péstovanymi na pevném médiu o stejné koncentraci
PEGu (7,5 %). Dé&lohy somatickych embryi byly po 7 tydnech dobife vyvinuty a
obsahovaly velké mnoZzstvi zasobnich lipidi (Attree a kol., 1994).

V protokolech o somatické embryogenezi jehli¢nanli se velmi Casto vyskytuje maturacni
médium s obsahem polyethylenglykolu v kombinaci s kyselinou abscisovou, protoze
interakce obou latek mé vyznamny vliv na zrani somatickych embryi (Stasolla a kol.,

2002).

Vyvijejici se zygotickda embrya jehli€énant jsou v semeni obklopena megagametofytem,
ktery je hlavnim zdrojem ABA pro zarodek (Kong a kol., 1999). Neékteré ucinky
osmotického stresu u rostlin se podobaji uc¢inkiim kyseliny abscisové. V plasmatické
membrané rostlinnych bun¢k jsou rozmistény osmosenzory, které reaguji na pocatecni
ztratu turgoru. Od nich se pak odviji signalni draha zaloZena na sekundarnich poslech
(myoinositol-1,4,5-trifosfat a Ca®. Signalni drédha pak aktivuje ptislusnou fyziologickou
odezvu. Cast odpovédi je pravdépodobné zprostiedkovana zvysenim hladiny ABA v

reakci na osmoticky stres, ABA by se tak stava ,,terciarnim* poslem.

Na zaklad¢ fyziologicko-biochemickych studii (interakce ABA a osmotikum) néktefti
autofi (Stasolla a kol., 2002) poukazuji na to, Ze v priabéhu zrani somatickych embryi se
jednd o odlisné principy regulace, jejichz ucinek je aditivni a pro vyvoj zralych
somatickych embryi prospésSny. Vytézek zralych embryi byl na médiu s ABA,
v porovnani s médiem bez ABA, desetinasobny (von Arnold a Hakman, 1988). Stejné tak
kultury Picea glauca x engelmannii na médiu bez ABA hnédly ¢i odumiraly, pouze
vyjimecné¢ se vytvofily neorganizované struktury. V piitomnosti ABA probihala

morfogeneze 1épe (Roberts a kol., 1990a).
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Pii aplikaci ABA do matura¢niho média je dulezité zvolit optimalni koncentraci ABA a
také ptfimétenou délku kultivace. Podle autori Jalonen a von Arnold (1991) je pro rana
somatickd embrya pied oSettenim ABA nezbytnad specifickd morfologickd organizace,
jinak nejsou embrya schopnd na pfitomnost ABA reagovat. Jednou z prvnich reakci
embryogenni kultury na pfitomnost ABA v médiu je omezeni proliferace bunc¢k a
zahdjeni vyvoje somatickych embryi (Stasolla a kol., 2002). Po pftili§ dlouhém ptisobeni
nebo pftili§ velkych koncentracich kyseliny abscisové kultura hnédne a na povrchu embryi

se tvori kalus (von Arnold a Hakman, 1988; Svobodova a kol., 1999).

Jako optimalni koncentraci ABA Svobodova a kol., (1999); Lipavska a kol. (2000b) u
Picea abies (linie AFO 541) uvadi 20 uM. Von Arnold a Hakman (1988) ve svych
pokusech zjistili, ze nejvétsi vytézek somatickych embryi Picea abies byl na médiu
s pridavkem 7,6 uM ABA. Ruaud a kol. (1992) uvadi, Zze u Picea abies postaci
koncentrace 2 uM ABA. V jiné studii bylo zdarné zrani somatickych embryi Picea abies
podpofeno piidavkem ABA s rozdilnymi koncentracemi (5-40 uM), protoze optimalni

koncentrace ABA v médiu se u riznych genotypi 1i§i (Vagner a kol., 1998).

ABA podporuje ptechod embryogenni kultury z proliferac¢ni faze do faze zrani, dokaze
potladit vyvoj abnormalnich embryi a vyskyt polyembryonie (Boulay a kol., 1988). V
obdobi zrani ptispiva ABA ke snizovani obsahu vody v embryich (Attree a kol., 1995).
Podle Hoekstra a kol. (2001) zajistuje ABA zpomalenim metabolismu udrZeni takovych

hladin sacharidd, které chrdni membrany pii osmotickém stresu.

ABA mj. velmi intenzivné podporuje akumulaci zasobnich latek ve zrajicich embryich. U
Picea abies ¢i Picea glauca byla napt. akumulace skrobu, lipidickych inkluzi a zasobnich
proteinii pozorovédna jen u embryi, kterd zrala na médiu s ABA (Hakman a von Arnold,
1988; von Arnold a Hakman, 1988). U Picea abies podpofila hromadéni lipidid 20 uM
ABA (Feirer a kol., 1989). Zasobni proteiny se hromadi az v pozdnich fazich maturace.
ABA miize podpofit jejich akumulaci uz tim, ze zabrani pred¢asnému kliceni embryi, a
umozni tak pIné dokoncit zrani (Roberts a kol., 1990a; Flinn a kol., 1993). Aktivaci
specifické genové exprese na urovni transkripce ovSem pifimo reguluje 1 vlastni
proteosyntézu (Misra a kol., 1993). U Picea abies (von Arnold a Hakman, 1988), Picea
sitchensis (Krogstrup a kol., 1988) a Picea glauca (Dunstan a kol., 1988) autofi uvadi, ze

piidavek auxint ¢i cytokininii do matura¢niho média proces zrani embryi obvykle brzdi.
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Existuji ovSem prace dokumentujici naopak pozitivni vliv nizkych koncentraci IBA v

kombinaci s ABA.

Kong a Yeung (1995) sledovali zmény endogenni hladinu ABA v somatickych embryich
Picea glauca. Endogenni hladina kyseliny abscisové se v pritbé¢hu zrani na médiu bez
PEGu piili§ neménila, zatimco na médiu s ptidavkem 4 % PEGu doslo ke zvySovani
hladiny od 14 dne zrani. Maximum obsahu ABA nastalo po 21 dnech (stadium ranych
kotyledonarnich embryi), poté se endogenni hladina kyseliny abscisové opét snizovala.
Autofi ztéto skute¢nosti vyvozuji, ze vliv PEGu miZe podminovat syntézu kyseliny
abscisové. Dale byl sledovan vliv 4 % PEGu na zrani somatickych embryi u Picea glauca
na médiich obohacenych rtiznou koncentraci ABA (0, 1, 5, 10 a 50 uM). Z vysledk je
patrné, Ze PEG podporoval tvorbu zralych somatickych embryi na vSech téchto médiich.
Byla zjisténa také zvySujici se produkce embryi v zavislosti na zvySujici se koncentraci
ABA v médiu. Po dodani ABA do matura¢niho média pozorovali Vagner a kol. (1998) u
somatickych embryi Picea abies rychlé zvyseni obsahu endogenni ABA. Nékteti autofi
(Find, 1997; Végner a kol., 1998) uvadi, Ze endogenni hladina ABA v somatickych
embryich Picea abies je zéavisla na exogenni koncentraci ABA a na osmotickém

potencidlu média.

Bozhkov a kol. (2002a) povazuji za dalezité¢ vyvojové zmény, ke kterym dochazi u kultur
Picea abies po ptenosu ESM z prolifera¢cniho média na médium maturacni. Tyto zmény
mohou mit zésadni vliv na vytézek a kvalitu zralych somatickych embryi. Autoii se
domnivaji, ze pfitomnost ABA v prvnim tydnu zrani neni pro vyvoj somatickych embryi
nezbytna. Bozhkov a von Arnold (1998) spolu s Hogberg a kol. (2001) zmifuji negativni

vliv ABA na nasledny rust rostlin po pfesazeni do ex vitro podminek.

Bozhkov a kol. (2002b) proto upravili kultivaéni protokol pro Picea abies. Po kultivaci na
proliferacnim médiu byla ESM pifenesena na médium bez rtiistovych regulatort (kultivace
po dobu jednoho tydne). Kratce po pienosu autofi pozorovali vyrazny nartst poctu ranych
somatickych embryi a zaroven aktivaci procesu programované bunécné smrti (u embryi,
kterd nejsou schopna dalsiho vyvoje). V nepfitomnosti ABA dochazi k okyselovani
kultivaéniho média. Acidifikace zprostiedkuje programovanou bunécnou smrt (PCD)
proembryi, ktera se nepfeménila v rand somatickd embrya. Poté nasleduje pétitydenni
kultivace na maturacnim médiu s ptidavkem ABA (30 uM). Po porovnani dosazenych

vysledkt s vysledky embryogenni kultury rostouci po celou dobu na médiu s ABA bylo
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zjisténo, ze vynechani rastovych regulatori vedlo krychlému nardstu somatickych
embryi (zjisténé maximum bylo jiz po 7 dnech, zatimco na médiu s ABA az po 11 dnech).
Vysledkem pak byl vétsi vytéZzek kvalitnich somatickych embryi na konci zrani (Bozhkov
a kol., 2002b).

Ethylen je produkovan rostlinnymi pletivy a hromadi se uvnitt kultivaéni nadoby. Uginek
ethylenu na somaticka embrya je podminén genotypem (El Meskaoui a Tremblay, 1999;

2001).

Nékteti autofi pouzivaji AgNO; jako specificky inhibitor plsobeni ethylenu (blokuje
ethylenovy receptor). U Picea glauca zpusobila aplikace AgNOs zvyseni poctu zralych
somatickych embryi na médiu bez ABA a bez PEGu, ptfipadné¢ na médiu bez ABA, ale s
PEGem. Stimula¢ni ucinky AgNOs se pfitom projevily jen pii absenci nebo nizkych
koncentracich exogenni ABA, pfi vySSich koncentracich ABA nemél AgNOs; na pocet
embryi zadny vliv. Spolu se zjiSténim, ze AgNO; navodila zvySeni endogenni hladiny
ABA v prvnich fazich maturace, tento fakt poukazuje na to, ze neni mozné jeho ucinek
vysvétlit pouze blokovanim biologické funkce ethylenu. Vzhledem k tomu, Ze Ag' je
iontem tézkého kovu, mize navozovat stres vedouci k posileni endogenni koncentrace

ABA s pozitivnim u¢inkem na zrani somatickych embryi (Kong a Yeung, 1995).

Vysledky ziskané pii kultivaci Picea mariana rovn€z zpochybnuji vliv ethylenu.
Vstiiknuti ethylenu do kultiva¢ni naddoby, jeho odstranéni pomoci KMnQy, ani aplikace
AgNOs pocet embryi neovlivnily. Ptidavek kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karboxylové
(ACC, prekursor biosyntézy ethylenu), nebo chloridu kobaltnatého (CoCl,, inhibitor
biosyntézy ethylenu) zvysil, resp. snizil hladinu ethylenu v kultivacni nadobé, v obou
piipadech ale doslo k sniZzeni poctu vytvorenych embryi (EI Meskaoui a Tremblay, 1999).
Zda se, ze ethylen nemd velky vliv na tvorbu somatickych embryi smrku. Vyznamné ale

miZze byt ovlivnéni aktivity enzym, které se podileji na jeho biosyntéze.

U Picea mariana produkuji embryogenni linie s nizkym maturaénim potencidlem vétsi
mnozstvi ethylenu nez dobfe zrajici genotypy. Aplikace inhibitori biosyntézy nebo
biologického plisobeni ethylenu pak u Spatné zrajici kultury vylepSuje tvorbu embryi, u
responsivnich linii dochdzi spiSe ke zhorSeni. Popsané efekty je mozno zvratit aplikaci
ethylenu do kultivaéni nadoby. Urcitd hladina ethylenu je tedy pro bezchybny prib¢h

zrani zfejm¢ nezbytna — u kultur s vysokym maturacnim potencidlem se blizi optimu, u
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nezrajicich genotyptl je vSak pftili§ vysoka, a blokuje vyvojové procesy (El Meskaoui a

Tremblay, 2001).

Manitol je nizkomolekularni cukerny alkohol, ktery neni embryogennimi kulturami
jehli¢nanti metabolizovan, nemiize tedy slouzit jako zdroj uhliku a energie (Tremblay a
Tremblay, 1991). U Picea mariana nebyl ani vhodnym osmotikem (Tremblay a
Tremblay, 1995). Roberts (1991) uvadi, Ze ptidavek 6 % manitolu do média s ABA zvysil
o 100 % pocet globularnich embryi u Picea glauca x engelmannii. Jako negativni vliv
manitolu na kulturu autor zmifnuje inhibici tvorby kotyledondrnich embryi. Kotyledondrni
embrya se tvofila jen po pfenosu globularnich embryi na médium bez manitolu. Po vyvoji
primordii déloh, bylo nutné pienést kulturu na médium se zvysSenou koncentraci manitolu

(13-20 %), kultury tak inhibovaly pfedcasné kli¢eni (Roberts, 1991).

Tremblay a Tremblay (1991) zjistili, Ze vzrustajici koncentrace sachar6zy mé na zrajici
embrya také osmoticky Ucinek, protoze castecnym nahrazenim sachar6zy osmotikem
(manitol, sorbitol, myo-inositol) nebyl ovlivnén pocet vytvorenych embryi. Interpretace
téchto vysledki je velmi obtiznd, protoze nizkomolekularni osmotika mohou byt
ptirozenou slozkou rostlinnych bunc¢k (myo-inositol) nebo pokud nejsou pro dany
rostlinny druh pfirozenym sacharidem, pravdépodobné nejsou ani zcela inertni (Lipavska
a Vreugdenhil, 1996), popt. mohou byt v ur¢ité mife metabolizovany (Thompson a kol.,

1987; Swedlund a Locy, 1993).

4.4.4. Zasobni latky

Kromé morfologicko-anatomickych parametri je matura¢ni potencidl embryogennich
kultur charakterizovan také akumulaci piislusnych zasobnich latek. Mnozstvi a slozeni
téchto metabolickych rezerv ovliviluje schopnost embrya projit dal§imi fazemi. Na
spektrum a ukladéni zasobnich latek ma vyznamny vliv sloZeni matura¢niho média.
Dynamika obsahu zasobnich latek v pletivech embryi je ukazatelem zdarného

postmaturac¢niho vyvoje.

Prvkem mineralni vyzivy, ktery nejvice ovliviiuje ispésnost zrani somatickych embryi, je
patrné dusik, pfesnéji feCeno forma, v niz je embryogenni kultufe pfitomen. Embryogenni
kultury s riznou morfologii (Al, A2 a B, viz. kap. 4.3.1.) vykazuji rozdily v piijmu

raznych forem dusiku. Zatimco kultura typu A piijimé dusik pomérné rychle, typ B se
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vyznacuje nulovou nebo velmi nizkou absorpci. Rozdil v ptijmu se déle odrazi i v pH

kultivacniho média (Find a kol., 1998).

Nékteti autofi uvadi, ze pouziti organickych forem dusiku v maturacnim médiu vyrazné
podporuje proces zrani embryi na rozdil od kultivace na médiich obsahujicich
anorganicky dusik. Vhodnym zdrojem dusiku je L-glutamin, protoze pusobi také jako
osmotikum, pfipadné¢ kompatibilni solut. U Picea mariana vznikalo na médiu
s piidavkem L-glutaminu (2-3 g1") dvakrat vice zralych embryi neZ na médiu bez
organického dusiku. Vys$§i koncentrace vSak plsobi inhibi¢né, protoze se v kultuie
hromadi amoniak (Khlifi a Tremblay, 1995). Ve srovnani s tim se u kultur Picea glauca
po aplikaci organické formy dusiku (L-glutamin nebo kasein hydrolyzat) zrychlil rist
kultury, poc€et embryi se vSak nezvysil, vztazeno na jednotku Cerstvé hmotnosti kultury

byl dokonce nizsi (Barrett a kol., 1997).

V ranych somatickych embryich Picea glauca (Joy a kol., 1991) a Picea abies (Lipavska
a kol., 2000b) se skrob prakticky nevyskytuje, mald Skrobova zrna obsahuji vyjimecné
suspenzorové bunky. Akumulace zafind zdhy po piesazeni ESM na maturacni médium.
Skrob se nejprve objevi v suspenzoru, pozdéji, kdyZ je utvarena vnitini struktura embrya,
se hromadi v bunikach kofenové Cepicky. V kotyledondrnich embryich je Skrob uloZen i v
kortikalnich vrstvach hypokotylu, ptipadné v délohach, i kdyz v menSim mnozstvi nez v
kotfenové Cepicce. Ke konci zrani se obsah Skrobu vyrazné snizuje. Somaticka embrya,
ktera na konci zrani obsahovala velké mnozZstvi Skrobu, méla vétSinou abnormalni vzhled
a Casto na povrchu kalusovatéla (Svobodova a kol., 1999). Ani zygotickd embrya Picea
glauca neobsahovala detekovatelné mnozstvi Skrobu (Joy a kol., 1991). Z vySe uvedenych

vysledka vyplyva, ze pii hromadéni energetickych rezerv v somatickych embryich neplni

24

Hlavnimi zasobnimi latkami v semenech jehli¢nanii jsou lipidy (Feirer a kol., 1989).
Intenzivni tvorba lipidd zacind u Picea glauca brzy po zahajeni maturace a lokalizaci
odpovidd hromadéni Skrobu. Nejdiive se lipidy ukladaji do suspenzoru a koienové
cepicky, pozdéji také do kortikalni vrstvy hypokotylu (Joy a kol., 1991). V pribéhu zrani
somatickych embryi nedochazi ke zvySovani celkového obsahu lipidi, ale méni se
spektrum vysSich mastnych kyselin. Vysledné slozeni je obdobné jako u zygotickych
embryi (Attree a kol., 1992).
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V somatickych embryich Picea glauca zpusobil ptidavek PEGu-4000 (7,5 %),
v porovnani s kontrolnim médiem (médium s ABA, bez ptidavku PEG), devitinasobné
zvySeni obsahu zéasobnich lipidd. Obsah lipidi se navys$il na Uroven obvyklou v
zygotickych embryich, vztazeno na jednotku v suSin€. Spektrum vySSich mastnych

kyselin pfitom nebylo ovlivnéno (Attree a kol., 1992; 1994; 1995).

Zasobni proteiny se zacinaji tvofit az v pozdnich fazich maturace (kotyledonarni
stddium). Proteiny nahromadéné béhem zrani embryi plni piredevSim nutritivni roli pfi
kliceni, kdy jsou rychle hydrolyzovany (Tautorus a kol., 1991). Hromadéni zasobnich
proteinl somatickych embryi u Picea abies bylo zjisténo predev§im v delohach, dale v
oblasti suspenzoru a podél osy embrya (Hakman, 1993). Spektrum a mnozstvi proteinti
obsazenych v somatickych embryich jehli¢nanti (Picea abies, Picea glauca * engelmanni)
neodpovida vzdy spektru zjisténému v embryich zygotickych (Hakman a kol., 1990; Flinn
a kol., 1993). Po ptfidani PEGu (7,5 %) do maturacniho média vykazovala somaticka
embrya shodné spektrum zasobnich proteint, jako embrya zygotickd (Misra a kol., 1993).
Manitol podobné jako PEG indukuje hromadéni zdsobnich proteinti v somatickych

embryich Picea glauca x engelmannii (Roberts, 1991; Flinn a kol., 1993).

Jak uvadi Gutman a kol. (1996) pouze u embryi zrajicich na médiu s ABA byla
pozorovana akumulace zasobnich proteini. U somatickych embryi Picea glauca %
engelmanni zrajicich na médiu s pfidavkem ABA (40 uM) se hromadily stejné zasobni
proteiny jako u zygotickych embryi (Roberts a kol., 1990a). Také u somatickych embryi
Picea glauca stimulovala ABA (testovano pro 1,9-30 uM ABA) akumulaci z4sobnich
latek, predevsim lipidu, ale také proteinti a sacharidi (Hakman a von Arnold, 1988).
Somatickd embrya Picea abies zrajici na médiu s pfidavkem ABA m¢éla obdobny vzhled,
shodné rlstové parametry a vyZzadovala stejné kultivaéni podminky jako izolovana
zygoticka embrya kultivovand v podminkéch in vitro (von Arnold a Hakman, 1988). Na
zakladé pokusi s embryi Picea glauca, zrajicich na médiu s pridavkem ABA autofi Misra
a kol. (1993) ptfedpokladaji, ze osmoticky stres reguluje syntézu zasobnich proteinli na
urovni translace. Autofi uvadi, Ze na daném médiu se ve zrajicich embryich akumulovaly
transkripty; kompletni proteinové spektrum vSak bylo ziskdno jen pfi plisobeni
osmotického stresu. Vliv na pribéh somatické embryogeneze mohou mit i cukerné

alkoholy (manitol).
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Vyznamnou metabolickou, osmotickou a signdlni ulohu ve stddiu maturace hraji
sacharidy. Mezi jejich zakladni funkce patii: 1/ jsou zdrojem uhliku a energie; 2/ piisobi

jako osmotika a stresové protektanty; 3/ mohou plnit funkci signalnich molekul.

Rozliseni jednotlivych tloh sacharidi je velmi obtizné, protoze jejich tlohy jsou uzce
provazany (Lipavskda a Konradova, 2004). Exogenné¢ aplikovany sacharid muze
vyznamnym zpusobem ovlivnit metabolismus sacharidii v bunice: 1/ miize nasmérovat
metabolismus k jednotlivym dal$im metabolickym drahdm; 2/ miize ovlivnit osmotickou
aktivitu média; 3/ mize byt metabolizovan na slozky rizné kvality s ohledem na

sacharidovou signalizaci (Pien a kol., 2001; Rolland a kol., 2002).

Ucinek sachardzy na indukci, udrzovani a zrani somatickych embryi popsala fada autort

(napf. Finer a kol., 1989; Tremblay a Tremblay, 1991; Schuller a Reuther, 1993).

Pocatecni nartst hladiny endogennich rozpustnych sacharidii je pravdépodobné zptisoben
zvySenou dostupnosti exogenniho sacharidu po pfeneseni na médium bohaté sacharézou
(Iraqi a Tremblay, 2001b). Mirny nartst celkového obsahu sacharidii 1. tyden po
pfeneseni na maturacni médium byl zjistén také u Picea abies, kde byla 3 % koncentrace
sacharozy v proliferacnim médiu zachovana i v médiu maturacnim (Lipavska a kol.,
2000b). Dale byl béhem vyvoje embryi Picea abies v kultute s tydennim subkultivacnim
intervalem sledovan pokles celkového obsahu sacharidii za soucasného nartstu obsahu
sachar6zy v embryogennim pletivu. Pokles obsahu sacharidii v embryu je zplsoben
poklesem obsahu hex6z, a proto je pro vyvoj embrya typicky ndrlst poméru sacharoza :

hexéza (Lipavska a kol., 2000b).

Iragi a Tremblay (2001a) pozorovali zmény v sacharidovém metabolismu u Picea
mariana a Picea rubens (smrk cCerveny) vyvolané nahrazenim 6 % sacharozy v
maturacnim médiu ekvimolarnim mnozstvim fruktézy a gluk6zy. Nahrazeni vedlo ke
zménam v obsahu zasobnich latek a vysledkem bylo snizeni kvality somatickych embryi.
Prili§ vysoké koncentrace sacharozy (9-12 %), podle autorti Tremblay a Tremblay (1991),
pusobi na produkci somatickych embryi spiSe inhibi¢n€. Podobné vysledky doséahli 1 u

Picea glauca Lu a Thorpe jiz v roce 1987.

Tremblay a Tremblay (1995) a Taber a kol. (1998) prokdzali, ze sachar6za je v médiu
Stépena na glukézu a fruktézu. Nekteii autofi povazuji hydrolyzu sachardzy za hlavni

stimulacni efekt pro vyvoj embrya. Hydroliza¢ni G¢inek sachar6zy nemiize byt nahrazen
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aplikaci glukozy, fruktozy nebo jejich vzdjemnou ekvimolarni kombinaci do média

(Taber a kol., 1998; Iraqi a Tremblay, 2001a).

Jako dal$i mozné sacharidy byly testovany (Tremblay a Tremblay, 1991) napt. glukoza,
fruktdza, maltdza, laktdza, celobidza, manitol, sorbitol a myo-inositol. Autoii Tremblay a
Tremblay (1991) zjistili, ze dal$im u¢innym sacharidem na vyvoj embryi Picea rubens je
6 % fruktéza a zaroven prokéazali prospéSny UCinek maltdézy a celobidzy. Ve vétSing

ptipadl byla ale potvrzena jejich nizsi stimulaéni G¢innost.

Po aplikaci PEGu do maturaéniho média dochézi, mimo jiné, ke zméndm v obsahu
endogennich nestrukturnich sacharidii v somatickych embryich (Lipavska a kol., 2000a).
Somaticka embrya Picea abies zrajici na maturaénim médiu s PEGem (3,75 %) m¢la
celkovy obsah nestrukturnich sacharidii niz§i neZ embrya zrajici bez ptitomnosti PEGu.
Ve srovnani s kontrolni variantou (médium bez obsahu PEGu) byl u embryi oSetfenych
3,75 % PEGem vyssi pomér sachardzy nez hexdzy. Vyssi koncentrace PEGu (7,5 %)
v médiu se projevila odlisSnou akumulaci nestrukturnich sacharidi. Obsah sacharozy,
fruktozy 1 glukdézy byl vyssi nez u embryi zrajicich na médiu bez PEGu, ptipadné s
3,75 % PEGem. Pozorované naruSeni rovnovahy sacharidového metabolismu po aplikaci
PEGu (7,5 %) koreluje se zjisténymi abnormalitami na anatomické urovni (Svobodova a
kol., 1999). Specifické kultivacni podminky mimo jiné indukuji zmény v obsahu

endogennich sacharidii (Bomal a kol., 2002).

4.5. Desikace

Desikace simuluje pfirozeny vyvoj zygotickych embryi v semeni a zlepSuje kli¢eni
somatickych embryi jehli¢nanii (Roberts a kol., 1991; Attree a Fowke, 1993; Bomal a
Tremblay, 1999). Proces desikace se da popsat jako pomalé ,vysouseni® zralych
somatickych embryi za kontrolovanych teplotnich podminek. Na pocatku vede pomala
desikace k CasteCnym ztratdm vody, coz je povazovano za signal vedouci ke spusténi
desikacni tolerance (Black a kol., 1999; Bomal a kol., 2002). Proces desikace tak

umoziuje zménu mezi zranim embrya a jeho klicenim.

Béhem desikace se odehravaji metabolické, fyziologické a molekularné genetické
procesy, které jsou dilezit¢ pro nasledujici vyvojové faze. Tyto procesy zahrnuji
pfedevs§im syntézu specifickych sacharidd, proteinti, degradaci mRNA (medidtorova

ribonukleova kyselina) a degradaci endogenni ABA (Roberts a kol.,, 1991; Attree a
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Fowke, 1993). Desikace nahrazuje prirozené vysouseni embrya v semeni pii jeho zrani.
Ptirozené vysouseni podporuje toleranci k nepfiznivym podminkdm prostiedi, desikace

pak pozitivné ovliviiuje dosazené vysledky pii kultivaci in vitro (Webster a kol., 1990).

45.1. Vodni stres

Vyvoj semen nékterych rostlin je Casto ovlivnén plsobenim vodniho stresu. Schopnost
semen (embrya) piezit proces desikace, kdy obsah vody v semeni mtze klesnout i pod
10 % obsahu vychoziho, je vysledkem tzv. desika¢ni tolerance (Golovina a kol., 2000).
Snizend hladina vody v semenech prodluzuje obdobi metabolického klidu, a tim 1 jejich
zivotnost. Po nésledné rehydrataci maji semena vyssi kli¢ivost a kli¢ni rostliny 1épe rostou

(Kermode, 1990).

Zrala embrya nabyvaji tolerance k desikaci ptisobenim ABA v kombinaci s plisobenim
subletalniho stresoru - vodniho stresu. Vodni stres muze byt zplsoben zvySenou
koncentraci PEGu, sacharézy, tepelnym Sokem nebo chladovym plsobenim (Hoekstra a
kol., 2001; Pond a kol., 2002). Attree a kol. (1995) navodili toleranci k desikaci u Picea
glauca pisobenim maturacniho média s ptidavkem ABA a PEGu (7,5 %; Mr= 4000). U
takto oSetfenych zralych embryi doslo k poklesu obsahu vody z 96 % na 47 %.

Jako velmi dtilezity faktor v nabyvani tolerance k desikaci se projevila rychlost vysychani
somatickych embryi (Attree a kol., 1995; Bomal a kol., 2002). Céste¢na pomala ztrata
vody (o 45 % z plvodniho obsahu) u Picea glauca (Attree a kol., 1995) a (o 55 %
z pivodniho obsahu) u Picea mariana (Bomal a kol., 2002) vedla k ziskdni pIné tolerance

k rychlému vysychani.

Zrala embrya Picea glauca, kterd byla vystavena rychlé desikaci, po osmém tydnu zrani
na matura¢nim médiu (s ptidavkem ABA a PEG) méla 5 % obsahu vody. Rychla desikace
u embryi navodila stav metabolického klidu. Takto oSetfena embrya byla zmrazena a
uchovéna (-20 °C) po dobu jednoho roku. Po roce, jak autofi uvadi (Attree a kol., 1995),

embrya klicila bez problémi.

Uchovani zralych embryi ve stavu klidu po delsi dobu by v priamyslové produkci
umoznilo celoro¢ni produkci rostlin a synchronizovanou vysadbu v pfiznivém ro¢nim

obdobi.
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4.5.2. Zasobni latky

Studie kvality semen odhalily vyznamnou tlohu sacharidi k ziskani tolerance k desikaci a
tolerance k nizkym teplotam (Bernal-Lugo a Leopold, 1995). Chladové puisobeni na zrala
embrya ma vliv na zmény v metabolismu zasobnich latek, které byly nahromadény béhem
zrani embrya. Sacharidy maji vyznamnou ulohu pii regulaci osmotickych pomért, pfi
signalizaci ¢i regulaci genové exprese (Carrier a kol., 1997; Johnson a kol., 1997). K
nejvyznamnéjSim zasobnim sacharidim patii Skrob, sachar6za, oligosacharidy rafin6zové

fady (RFO) a fruktany.

Jak u somatické (Lipavskéd a kol., 2000a), tak i zygotick¢é embryogeneze Picea abies
(Gosslova a kol., 2001) autoii uvadi ubytek celkové hladiny endogennich nestrukturnich
sacharidi na maturatnim médiu a postupny narust sachar6zy. Bomal a kol. (2002)
popisuji vztah mezi toleranci embrya k desikaci a obsahem sacharidi u Picea mariana.
Obsah sacharézy byl ve srovnani s kontrolni nedesikovanou variantou, po 24 h pomalé
desikace dvojnasobny, po 48 h se obsah sachar6zy oproti poc¢ate¢nimu stavu ztrojnasobil
a byla také detekovéana rafinéza. SouCasné s postupujici pomalou desikaci klesal obsah
Skrobu. Vysoké hladiny sachardézy a pfitomnost rafindézy v somatickych embryich

zajistuji toleranci nejen k pomalé ale i rychlé desikaci (Bomal a kol., 2002).

Hromadéni RFO u rostlin pozitivn¢ koreluje s ptisobenim chladu (Bachman a kol., 1994;
Lipavska a kol., 2000b), vysokych teplot 1 toleranci k desikaci (Downie a Bewley, 2000;
Bomal a kol., 2002).

Pisobeni RFO na somatickd embrya je srovnatelné s morfologickymi procesy
v zygotickych embryich. Po dokonceni morfologickych zmén se v zygotickych embryich
kumuluji oligosacharidy rafin6zové fady (RFO). Rafin6za a stachyo6za predstavuji az
50 % z celkového mnozZstvi sacharidii u zygotickych embryi (Gosslova a kol., 2001), coz

naznacuje pifirozenost procesu akumulace téchto sacharidi.

Kumstytova a kol. (2000) prokazaly u zralych embryi Picea abies, vystavenych pomalé
desikaci, zvysujici se obsah RFO. Konradova a kol. (2003) popisuje, ze mozné piisobeni
chladu lze povazovat za alternativu k desikaci pokud se tyka hromadéni RFO. Semena
Picea glauca a Picea abies, ktera proSla nizkymi teplotami (4 °C) vykazovala postupny
nartst obsahu RFO (stachydzy a rafindzy). Akumulace RFO byla provdzena mobilizaci

Skrobu (Konradova a kol., 2003). Zdrava embrya obsahuji relativné malé zasoby Skrobu,
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které sice postacuji pro kryti energetickych pozadavk béhem nékolikatydenni desikace,
ale nepokryvaji mobilizaci Skrobu s naslednym narGstem obsahu sacharozy (Lipavska a

kol., 2000b).

RFO (o-1,6-galaktosyl,-sach) se bézné vyskytuje v zasobnich orgénech a semenech
(Bachmann a kol., 1994; Obendorf 1997; Muzquiz a kol., 1998) rostlin, kde ptisobi jako
zasobni a transportni forma sacharidu (Bachman a kol., 1994). RFO =zastavaji ve
vyvijejicich se semenech (embryich) dilezitou ulohu (Bachman a kol., 1994; Sun a kol.,
1994; Bernal-Lugo a Leopold, 1995) a umoziuji toleranci k vodnimu stresu jesté pred
plnou zralosti semen. Bernal-Lugo a Leopold (1995) uvadi, ze zivotnost semen roste s
pomérem RFO ku sachardze. Autoii Bomal a kol. (2002) na ptikladu Picea mariana
uvadi, Ze samotny nértst obsahu sachar6zy nemiize zajistit desikacni toleranci, zatimco

pfitomnost sachar6zy spolu s akumulaci RFO desikacni toleranci zajisti.

Snizovani obsahu vody v semeni vede k vy$§im koncentracim solutl. Soluty pak v buiice
krystalizuji (Williams a Leopold, 1989). Caffrey a kol. (1988) zjistili, ze RFO mohou
zabranit krystalizaci solut sachar6zy v buiice. Jednim z disledkti ptisobeni desikace na
somatickd embrya Picea abies a Picea mariana je pravé kumulace RFO (Kumstyfové a
kol., 2000; Bomal a kol., 2002). Sachar6za za ptitomnosti RFO nekrystalizuje a navozuje
v cytoplasmé stav o vysoké viskozité tzv. vitrifikaci (glassy state). Pomoci vitrifikace se
uchovavaji vodikové vazby mezi molekulami vody a hydrofilnimi skupinami
makromolekul, coz omezuje pohyb organel i molekul a zplisobuje pokles metabolické
aktivity (Williams a Leopold, 1989; McKersie, 1996). Z tohoto divodu se jevi pomér
nabyla tolerance k desikaci po dosazeni poméru sachardéza ku RFO 20:1 (Brenac a kol.,

1997).

Pritomnost RFO je dulezita pro ochranu pletiv pfed poskozenim dehydrataci (v semenech)
a také pred plisobenim chladu. V zimnim obdobi je obsah RFO v termindlnim pupenu
Picea abies vyrazné vyssi nez v ostatnich obdobich (Lipavskd a kol. 2000a). Ochranny
mechanismus RFO spoc¢iva v tom, ze zabratiuji krystalizaci sachar6zy, a tim zachovavaji
jeji ochrannou funkci. Sacharéza se podili na udrzeni membran ve stavu tekutého krystalu

pti osmotickém stresu (chlad, sucho, zasoleni atd.) (Caffrey a kol., 1988).
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Sacharidova ochrana je vsak jen jednou z n€kolika ochrannych slozek v pribéhu desikace.
V pozdnich fazich zrani, kdy embryo zacina trpét nedostatkem vody, dochazi k zdsadnim
zméndm v genové expresi. V embryu se zacinaji objevovat tzv. LEA proteiny (late
embryogenesis abundant) (Hughes a Galau, 1991). Béhem desikace zastoupeni LEA
proteinl v buiice roste a podili se spolu s RFO na ochrané¢ bunéénych struktur béhem
vodniho deficitu (Goyal a kol., 2005). Jedna se také o jeden z projevii plisobeni kyseliny
abscisové v pribéhu somatické i zygotické embryogeneze. LEA proteiny, mimo jiné,
stabilizuji bunééné bilkoviny a nukleové kyseliny v obdobi snizeného obsahu vody,

ptipadné reguluji specifickou genovou expresi (Skriver a Mundy, 1990).

45.3. Kultivace

Chladové oSetieni, jeste¢ pred samotnou indukci ESM, byva soucasti kultivacnich
protokolll z divodu zlepSeni klicivosti somatickych embryi a synchronizace vyvoje
organt. Pisobeni chladu mtze zvysit schopnost primarnich explantati produkovat ESM.
Hakman a von Arnold (1985) uvadi, ze rlst a regenerace kalusti byla synchronni a
efektivngj§i pii piedchozim chladovém oSetieni materialu. Sigky uréené pro ziskani
primarniho explantatu byly minimalné po dobu dvou mésicli ponechény v chladu (4 °C).
Vyvoj somatickych embryi a semenacku, jak uvadi Hakman a von Arnold (1985) také

probihal rychleji.

V laboratornich podminkéch je podstatna rychlost desikace a také kone¢ny obsah vody v
embryich. V in vitro podminkdch mé desikace obvykle podobu ¢aste¢ného ,,vysouseni*
embryi pfi vysoké vzdusné vlhkosti (Roberts a kol., 1990b) a nizké teploté (cca -18 °C).
Metodu castecného vysouseni (HRH — treatment, high relative humidity) pak podrobné

popisuje Bozhkov a von Arnold (1998).

Pomalé desikace umozinuje v pritbéhu nékolika tydnl snizovani obsahu vody pfi vysoké
relativni vlhkosti (Roberts a kol., 1990b). Dilezitym aspektem je tzv. ziskani tolerance k
desikaci. ZvySeni tolerance k desikaci mlize byt navozeno pravé oSetfenim chladem, ¢i

aplikaci ABA a PEG do maturacniho média.

Attree a kol. (1995) popisuje preménovani somatickych embryi na rostliny. Po pomalém
vysouseni a nésledném zmrazeni (cca -20 °C) nasledovalo uskladnéni po dobu jednoho
roku. Samotnd pfeména na zivotaschopné rostliny byla uspé$na ze 76-84 %, oproti

nezmrazené kontrolni skupiné, kde byla konverze na rostlinky uspésna ze 77 %.
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VysouSeni krom¢ moznosti delSiho uchovavani prokazatelné zlepSovalo 1 kliceni.
Podobnou metodu pouzili Webster a kol. (1990) u Picea glauca x engelmannii. Predchozi
studie téchto autorii ukazuji, ze embrya béhem vysouseni ztraci piiblizné 15 % vody, coz

je srovnatelné s vysouSenim v ptirozenych podminkach a miize to Gspé$né simulovat.

Autotfi Pond a kol. (2002) popisuji tzv. rychlou desikaci (2 h pifi pokojové teploté v
laminarnim flow-boxu). Rychla desikace somatickych embryi u Picea glauca byla
uspésna pouze po piedchozim vystaveni embryi teploté 4+1 °C (Pond a kol., 2002).
Naopak somatickd embrya Picea glauca x engelmanii neptezila rychlou desikaci pii
pokojové vzduiné vlhkosti. Casteéné vysouseni pii relativné vysoké vzdusné vlhkosti
zvysilo efektivitu kli€eni az na 90 %. Toto oSetfeni se také pozitivné projevilo v
synchronizaci vyvoje a prodluzovani kotfene, hypokotylu a zvétSovani déloh b&hem

kli¢eni (Roberts a kol., 1989).

Desikace se u Picea abies jevi jako faktor zlepSujici kli¢eni embryi ve srovnani s

nedesikovanou kontrolou (Gupta a Grob, 1995; Gorbatenko a Hakman, 2001).

4.6. Kiliéeni (germinace)

Roberts a kol. (1991), Attree a Fowke (1993) a Stasolla a kol. (2002) upozoriiuji, ze pfi
zajisténi vysoké Uspésnosti produkce somatickych embryi hraji vyznamnou roli kultivacni
podminky béhem postmaturaénich fazi. Proces kli¢eni je zahdjen imbibici desikovanych
embryi a kon¢i s nastupem prodluzovani, kofinku a hypokotylu. Béhem kli¢eni embryo
spotiebovava zasobni latky, které nahromadilo béhem zrani, postupné zelena (zejména
hypokotyl a délohy) a ptechazi z heterotrofni na fotomixotrofni vyzivu. Klieni je zavislé
na svételném rezimu. Médium navozujici germinaci neobsahuje ristové regulatory, obsah
sacharidll je snizen a vétSinou je doplnéno o aktivni uhli (Gupta a Grob, 1995). Toto
stadium, jak uvadi Lelu a kol. (1993), je velmi kritické a velmi zavisi na pouzitém

protokolu. Délka germinace je pak proménliva 1-5 mésict (Lelu a kol., 1993).

4.6.1. Zasobni latky

Ke kli¢eni zralého somatického embrya je nutny dostatecny zdroj energie. Somaticka
embrya se vyviji bez endospermu, na rozdil od embryi zygotickych, a béhem zrani tedy
musi nahromadit dostatek zasobnich latek pro dalsi vyvoj. Ulohu zasobnich latek plni u
rostlin tfi hlavni skupiny organickych sloucenin: polysacharidy (pfedevsim Skrob), lipidy

(ptedevsim triacylglyceroly) a z4sobni proteiny. Vzhledem k tomu, Ze syntéza zasobnich
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latek vychazi ze sacharidii, odrazeji se zmény v obsahu sacharidii v akumulaci téchto

latek.

Hlavnimi zasobnimi latkami v semenech jehli¢nanti jsou lipidy. Lipidy mohou tvofit az
50 % cerstvé hmotnosti zralych zygotickych embryi (Feirer a kol., 1989). Zasobni
bilkoviny syntetizujici se v pribéhu vyvoje embrya (semene), poskytuji zakladni zdroj
aminokyselin pro kli¢eni a dals$i rist rostliny. Zasobni lipidy, které se nahromadily béhem

zrani semene, jsou pii kliceni odbourdvany a pfeménovany na rozpustné sacharidy.

Takto ziskané sacharidy jsou transportovany do kli¢iciho embrya a posléze do
semenaCku. Stone a Gifford (1999) to dokladaji na minimalnim obsahu zasobnich
sacharidi ve zrajicich embryich borovice kadidlové (Pinus taeda) a na jejich rapidnim
nariistu v dobé kli¢eni. Tento narlst koreloval se snizenim obsahu zasobnich lipidi v
megagametofytu. Lipidy tvofily 59 % vSech zasobnich latek, z toho 80 % zahrnoval
megagametofyt. Odbourdvani triacylglyceroli (TAG) probihalo nejdiive v kli¢icim
embryu, jest¢ pired prodluzovanim kofinku. Nejintenzivnéji se TAG odbouravaly v
radikule a hypokotylu. AZ v dobé rané¢ho rastu semenacku (po objeveni kotinku) se zacaly

TAG odbouravat v megagametofytu (Stone a Gifford, 1999).

Sacharidy a fytohormony mohou vzajemné ovliviiovat kli¢eni semen. Nékteré sacharidy
jsou schopny inhibovat kliceni a to i pfi velmi nizkych koncentracich (Pego a kol., 1999).
Optimalni koncentrace glukdzy pro vyvolani inhibi¢niho G¢inku ABA jsou relativné nizké
(Finkelstein a Lynch, 2000). Roberts a kol. (1990a) a Gupta a Grob (1995) pouzivali
1-3,4 % sacharézu, jako nezbytnou slozku média pro zajisténi kliceni somatickych
embryi smrku a nasledného rastu rostlin. Koster a Leopold (1988), Downie a Bewley
(2000), Kumstytova a kol. (2000), Konradova a kol. (2002) poukézali ve svych studiich
se zygotickymi a somatickymi embryi Picea abies na rychlou degradaci RFO (2-3 dny)
béhem ranych stadii kliceni. Nahromadéna RFO z ptedchozi faze SE slouZzi jako dilezity
zdroj uhliku a energie béhem pocatecnich fazi kliceni (Downie a Bewley, 2000;

Konradova a kol., 2003).

4.6.2. Kultivace

Na pocatku vyzkumu SE jehli¢nanQ autofi popisuji zrani somatickych embryi na médiu s
vyrazné snizenym obsahem auxinl a cytokinint, pfipadné na médiu zcela bez ristovych

regulatort (Hakman a von Arnold, 1985; Chalupa, 1985b; Hakman a Fowke, 1987).
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Vytézky klicnich rostlin vSak byly zpravidla velmi nizké. Napt. u Picea abies se na
médiich bez rustovych regulatort, nebo obsahujicich kyselinu indolylmaselnou (IBA) ¢i
zeatin tvofilo velmi malé mnoZzstvi rostlin, u kterych nebylo mozZno popsat piesnou

morfologickou strukturu.

Pii aplikaci ABA je nutné spravné zvolit jeji koncentraci, zejména s ohledem na
dostateény vytézek zralych embryi, ktera se pfeméni v kliéni rostlinu. Uéinek ptisobeni
ABA na embrya se b&hem =zradni sniZuje. Optimalni hodnota je pravdépodobné
genotypove specificka. U Picea abies se nejlépe osvédcila koncentrace 7,6 uM ABA (von
Arnold a Hakman, 1988), zatim co u jiného genotypu Picea abies postacila koncentrace 2
uM ABA (Ruaud a kol., 1992). Jak autoii uvadi, pro Picea glauca x engelmannii je nutno
pouzit vyS$i koncentrace. Koncentrace 1-10 uM ABA do matura¢niho média pisobi
tvorbu embryi bez kofenového polu. Embrya kultivovana na médiu obohaceném o 10-20
uM ABA se vyviji normaln¢, ale pred¢asné kli¢i. ZvySeni koncentrace ABA na 30-40
uM, jak uvadi Roberts a kol. (1990a) vede ke zdarnému dokonceni maturace a pocatku
kli¢eni. Obdobné vysledky ziskali i Webster a kol. (1990). Pti nizsich koncentracich ABA
embrya netvotila kofenovy pdl nebo predcasné klic¢ila, po zvySeni koncentrace na 40-60
uM ABA byl vyvoj embryi optimdlni a embrya piedCasné neklicila. Pred¢asné kli¢eni
somatickych embryi Picea glauca zrajicich v bioreaktoru se zastavilo pii koncentraci 50

uM ABA (Attree a kol., 1994).

Dulezitym faktorem je také doba, po kterou je embryogenni kultura vystavena plisobeni
ABA. Nadmérna doba plsobeni ABA na kli¢ici embrya nebo pfili§ vysoka koncentrace

maji za nasledek inhibici kli¢eni, $patny vyvoj déloh a hypokotylu (Boulay a kol., 1988).

Vyvoj somatickych embryi zrajicich na médiu v prvnim tydnu bez ristovych regulatori
po pienosu do podminek ex vitro zkoumali Hogberg a kol. (2001). Embrya vykazovala
vysokou kli¢ivost (az 100 %). Mladé rostliny vykazovaly dynamicky rlst a mély dobie
vyvinuty kofenovy systém i s postrannimi kofeny. Oproti tomu rostliny, jez se vyvinuly z
embryi zrajicich po celou dobu na médiu s ABA, se ptizpisobovaly vn¢jsim podminkam

hife a rostly vyrazné pomaleji.

Bozhkov a von Arnold (1998) v anatomické studii uvadi, ze vyrazny vliv na kliceni
embryi ma koncentrace PEGu pouzivand béhem stadia maturace, viz. kap. 4.4.3. Po

aplikaci PEGu, 1 pfes anatomické aberace v embryich byla u kli¢nich rostlin po
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nasledném pieneseni do podminek ex vitro pozorovana inhibice rlstu hlavnich i
postrannich kotenil. Ve venkovnich podminkach se podafilo aklimatizovat 56 % rostlin (u
kontrolni varianty 100 %). VSechny aberace zpisobené PEGem byly neznatelné jiz po pil
roce pestovani rostlin v umélém substratu (Bozhkov a von Arnold, 1998). Ke stejnému
vysledku dospéli i Hogberg a kol. (2001). Autofi uvadi, ze po pienosu do ex vitro

podminek nebyl patrny zadny negativni vliv PEGu na pfezivani rostlin ani rtst kofene.

Prestoze Kong a Yeung (1995) zjistili pozitivni vliv PEGu na vytézek somatickych
embryi u Picea glauca, v nasledujici fazi byla prokdzéna neschopnost embryi optimalné
klicit, a to 1 po desikaci. Naopak Attree a kol. (1995) popisuje, ze pii kli¢eni somatickych
embryi Picea glauca kultivovanych na médiu s 7,5 % PEGem nebyly pozorovany zaddné

abnormality.

Jiny autor (Find, 1997) poukazal na to, ze somatickd embrya Picea abies zrajici na médiu
s ptidavkem 5 % PEGu kli¢i jen s nizkou frekvenci, pravdépodobné kviili morfologickym
zménam ve vnitini stavbé embryi. Embrya zrajici na médiu bez PEGu se pak vyviji
normalné, ale s mensimi vytézky. Autor déale popisuje, ze 1 pres mensi vytézky vznikla
zrald embrya neobsahovala Zddné abnormélni mezibunééné prostory a klicila s vysokou

frekvenci.

Nékteti autofi pouzivaji aktivni uhli (AC - activated carbon) jako nedilnou slozku
klicniho média. Koncentrace 0,5-1 % AC v kultivaénim médiu brani negativnimu
pusobeni fenolitickych latek a slouzi k lepsi difizi plynt (Lulsdorf a kol., 1992). Pullman
a kol. (2005) uvadi, ze nedilnou slozkou média u Picea abies v této fazi SE je ABA spolu
s aktivnim uhlim. Kombinace obou latek zarucuje vyssi vytézky somatickych embryi a
zrald kotyledonarni embrya. Somatickd embrya po kultivaci jsou vétsi, maji vetsi apikalni
cast a vyvinutéjsi epykotyl, takze jsou lépe pfipravena na stddium kliceni. Kombinace
ABA a AC je podrobné popséana v praci, kterd je patentovana — U. S. Pat. No. 5034326 a
No. 5036007 (Pullman a Gupta, 1991; Gusta a Grob, 1995).

4.7. Preména v rostlinu (konverze)

Stadium konverze zavrSuje proces SE, kdy vyklicené embryo ptechazi v plné autotrofni
rostlinu. Béhem konverze je nutné, aby se embryo adaptovalo na podminky ex vitro,
pfedevS§im na pln¢ autotrofni vyzivu v substratech. Rostliny se pfizplsobuji nejprve

sklenikovym a poté polnim podminkdm (niz§i vzduSna vlhkost, pfitomnost
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mikroorganisma atd.). S vyssi vlhkosti souvisi mozna kontaminace kultur plisnovymi a
houbovymi chorobami. Nejcastéji se rostliny sazi do smési raseliny a perlitu v poméru 1:1
(v/v). Pro nékteré druhy je optimalni smés raseliny, pisku a perlitu (1:1:1 v/v/v) nebo

substrat Klasman seedlings spolu s piidavkem pisku.

Jeden z prvnich uspéSnych prevodi somatickych rostlin Picea abies do nesterilniho
prostiedi se podafil autorim von Arnold a Hakman (1988). U stromt vypéstovanych in
vitro nebyly pozorovany zadné odchylky v jejich riistu a morfologii ve srovnani se stromy
vypéstovanymi ze semen (Chalupa 1989, 1996). Stromy vypéstované ze somatickych
embryi mély ortotropni rast a nebyly u nich pozorovany zddné morfologické abnormality.
Vyskovy a tloustkovy rust listnatych druht dfevin, vzniklych ze somatickych embryi,

nebyl vyznamné rozdilny od rlistu stromi vypé&stovanych ze semen (Chalupa, 2000).

4.8. Mozné faktory regulujici SE

SE se v mnoha smérech podoba embryogenezi zygotické. Informace o fyziologickych a
biochemickych procesech v semenech resp. zygotickych embryich jehli¢nanil jsou zatim
nedostateCné. Zygotickd embrya se rychle stala modelovym materidlem pro studium
somatické embryogeneze. Pfestoze oba embryondlni systémy jsou rozdilné, je mozno
povazovat nékteré déje a fyziologické charakteristiky v zygotické embryogenezi za

paralelni a poplatné i v embryogenezi somatickeé.

4.8.1. Genotyp

Proces embryogeneze je vyznamnym zpusobem ovlivnén genotypem. Béhem
embryogeneze probiha exprese embryo-specifickych gent, jejichz mRNA se objevuje a je
degradovdna v ruznych fazich vyvoje embrya. U nahosemennych rostlin miizeme
vyvojove regulované geny, které se exprimuji béhem vyvoje embrya, rozdélit do nékolika

skupin (Misra, 1994).

Prvni skupinou jsou geny konstitutivné exprimované, jejichz produkty jsou ptitomny ve
vSech stadiich vyvoje embrya, jind skupina genl je exprimovana pouze béhem casné
embryogeneze a dalSi skupina pouze béhem kli¢eni. Posledni skupinou jsou geny
exprimované¢ hojné v obdobi pozdni embryogeneze (late embryogenesis abundance -

LEA).
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Exprese kazdé sady geni je kontrolovana specifickymi regula¢nimi signaly. Vlivy
aktivujici specifické geny béhem konkrétnich vyvojovych fazi embryogeneze nejsou
dosud dobie zndmy; von Arnold a kol. (2002) vytvoftili hypotézu rozpustnych signdlnich

molekul.

K podpofe embryogeneze nékterych kultur je pouzivano kondiciované médium z
embryogennich kultur. Napf. kondiciované ristové médium z vysoce embryogennich
kultur mze indukovat embryogenezi u neembryogennich kultur mrkve (Hari, 1980).
Riistové médium prekondiciované suspenzni kulturou také mize indukovat embryogenezi
u bunék kultivovanych za nizké bunécné hustoty (de Vries a kol., 1988). Tato schopnost
kondiciovaného média udrzet nebo stimulovat somatickou embryogenezi ukazuje, ze

vylucované rozpustné signalni molekuly hraji vyznamnou tlohu.

LEA geny (proteiny) jsou skladovany v dehydratovaném semeni a jsou rychle
degradovany béhem hydratace a kli¢eni semen (Skriver a Mundy, 1990). Obecné LEA
proteiny plni ochrannou funkci v rostlinné buiice béhem stresovych situaci. Exprese
vétSiny LEA genil je stimulovdna stresovym oSetfenim rostliny, jako jsou poranéni,
zasoleni a chlad. LEA geny jsou hydrofilni. Jejich ochranna funkce spociva ve stabilizaci
ostatnich proteint a pravdépodobné i membran. Timto ochrannym mechanismem ziejmé
pusobi béhem desikace, dormance a opétovné hydratace semen (Dure a kol., 1989).
Béhem zrani somatickych embryi mé pozitivni vliv na hladinu téchto gena pfitomnost

ABA a osmotika (Skriver a Mudy, 1990).

4.8.2. Proteiny

Analyzou kondiciovanych médii embryogennich kultur bylo zjisténo, ze kultury vylucuji
béhem svého zrani nekteré latky do média napi. arabinogalaktanové proteiny, enzymy a
lipochitooligosacharidy (De Jong a kol., 1992; Egertsdotter a kol., 1993; Dyachok a kol.,
2002). Egertsdotter a kol. (1993) prokazali ptfitomnost extracelularnich proteinti v
kultivaénim médiu u nékolika embryonalnich bunécnych linii Picea abies. Nékteré
zjisténé proteiny byly spolecné u vSech studovanych linii, jiné byly specifické pro nékteré
linie. Autoii se domnivaji, Ze extracelularni proteiny mohou stimulovat embryogenni
procesy. Egertsdotter a von Arnold (1998) uvadi, Ze endochitinaza z cukrové fepy
stimuluje rané faze vyvoje somatickych embryi u Picea abies. Jednim z extracelularnich
proteinti bézn¢ se nachazejicim v kultivacnim médiu jsou arabinogalaktanové proteiny

(AGP).
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AGP jsou heterogenni skupinou komplexi makromolekul slozenych z polypeptidu,
rozsahle vétvenych glykanovych fetézcu a lipidi (Majewska-Sawka a Nothnagel, 2000).
AGP jsou pfitomny v bunécnych sténach a plazmatickych membranach a béhem kultivace
se uvolilyji do média. Extrakt AGP z kultivacniho média a ze semen Picea abies podpofil
vyvoj a zrani somatickych embryi u méalo embryogennich linii Picea abies (Egertsdotter a
von Arnold, 1995). Pfi analyze extraktu ze zralych semen byl zji$tén protein podobny
chitindze z cukrové fepy. Tento protein mél pozitivni vliv na ¢asny vyvoj somatickych
embryi Picea abies (Egertsdotter a von Arnold, 1993). Iraqi a kol. (2005) pomoci
imunodetekce zjistili, ze béhem zrani somatickych embryi Picea mariana kultura
vyluc¢uje do média enzym, apoplastickou invertazu, kterd zde $tépi sachar6ézu na glukozu
a fruktézu. Autofi predpoklédaji, Ze invertaza stimuluje zrani somatickych embryi tim, ze

vytvari potfebné mnozstvi hexdz, které se podileji na vyvoji embrya.

Mezi dal$si molekuly, které jsou do média vyluCovany embryogenni kulturou, patii
lipochitooligosacharidy (LCO). Jde o skupinu signdlnich molekul, které¢ podporuji déleni
rostlinnych bun¢k. Pfitomnost LCO v médiu stimuluje bunécné déleni a vyvoj
embryogenni kultury a somatickych embryi u Picea abies (Dyachok a kol., 2002). Pokusy
s Picea abies dokazuji, ze endogenni hladina LCO spolu s Nod faktorem brzdi
programovou bunécnou smrt (programmed cell death - PCD) a stimuluji proliferaci ESM
a formovani somatickych embryi. Hladina LCO vyluCovand do média muze byt

ukazatelem embryogenniho potencidlu proliferujici kultury (Wiweger, 2003).

4.8.3. Ostatni vlivy

Vétsina kultivacnich protokolt SE jehli¢nant vyuziva pro cely proces kultivace pevna
kultivacni média. Kvalita somatickych embryi péstovanych na pevnych médiich je v
soucasnosti vyssi nez na médiich tekutych a zaroven proces kultivace na pevnych médiich
je jednodussi. Dosavadnich zkuSenosti s kultivacemi na tekutych médiich souvisi
s vyuzitim bioreaktoril, u kterych produkce somatickych embryi miize dosdhnout az 10
000 embryi na litr média (Gupta a kol., 1993). Tautorus a kol. (1990) zjistili, ze produkce
embryi na tekutych médiich je 3x vyssi, ale stabilita embryogenni kultury v bioreaktorech
je nizsi ve srovnani s kultivaci na pevnych médiich. Hakman a von Arnold (1988) uspésné
ovétili moznost dlouhodobé kultivace udrzovaci embryogenni kultury Picea glauca na

tekutém kultivaénim médiu.
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Végner a kol. (2001) uvadi, Ze na pevnych zivnych pidach je mozné ziskat u jehli¢nant
podstatné lepsi vysledky ve srovnani se suspenznimi kulturami: nikoli kvantita, ale kvalita

ziskanych somatickych embryi je vyssi .

Dal8i moznosti na tekutych médiich je spojena s pouzitim pramka (LifeRafts, Osmotec,
Israel), coz bylo publikovano u tfady rostlinnych explantatovych kultur (napt. Watad a
kol., 1995). Vyhodou této metody je, ze béhem kultivace nedochdzi ke kontaktu
pracovnich nastrojii a embryogenni kultury, protoze je pfendSen cely pramek. Tento
zpiisob kultivace také zajiStuje snadnou manipulaci a zvySeni vymény latek mezi
embryogenni kulturou diky dostatecnému provzdusnéni kultur. Kultivaci na pramcich u
Picea abies pouzivaji napt. Paques a kol. (1992), Gorbatenko a Hakman (2001) a Vagner
a kol. (2005b).

Kultiva¢ni nddoba predstavuje uzavieny systém s velmi omezenou moznosti vymeény
latek s vnéjSim prostfedim. Atmosféra, ktera se uvnitf nadobky vytvaii, tak oproti

atmosférickému vzduchu vykazuje vyrazné odliSnosti.

Plynna faze je charakterizovdna vysokou vzduSnou vlhkosti, dosahujici témét 100 %.
Respiraci a uvoliiovanim plynnych latek rostlinnymi pletivy se sloZzeni atmosféry dale
meéni (klesa obsah kysliku, zvySuje se koncentrace oxidu uhli¢itého a ethylenu), coz mtze
zpétné ovliviiovat morfogenezi in vitro. Obecné lze fici, Ze proces zrani somatickych
embryi je podporovan nizkym parcidlnim tlakem kysliku (pO,) a vysokym parcidlnim
tlakem oxidu uhli¢itého (pCO,). Jak uvadi Kvaalen a von Arnold (1991) u Picea abies,
mohou byt tyto podminky vhodnym signdlem zahajujicim maturaci a zajistujicim jeji
bezproblémovy prubéh (nedochazi napt. k hnédnuti kultury). Obdobné vysledky byly
ziskany 1 u Picea mariana autory El Meskaoui a Tremblay (1999). V uzavienych
nadobkach (nizky pO,, vysoky pCO,) byl vytézek zralych embryi 10x vys$i, nez v
nadobkach s moznosti vymény plyntl, kde se tvofila pfedev§im predcasné kli¢ici embrya
(El Meskaoui a Tremblay, 1999). Jak uvadi Kvaalen a von Arnold (1991) zélezi i na
koncentraci ABA v maturatnim médiu. Stimulacni efekt popsanych podminek byl u
Picea abies evidentni pii pouziti 7,6 pM ABA; na médiu s 60,8 uM ABA byl pozadavek
na pO; a pCO; spiSe opacny (Kvaalen a von Arnold, 1991).

Nizky obsah kysliku a naopak vysoky obsah oxidu uhli¢itého simuluji podminky, jimz je

piirozené vystaveno zygotické embryo v semeni. Semenné obaly totiz také predstavuji
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bariéru, kterd znemoziuje volnou vyménu plynt s okolni atmosférou (El Meskaoui a

Tremblay, 1999).

Bozhkov a kol. (2002a) pozorovali zmény pH média béhem kultivace a zjistili, Ze tyto
zmény hraji vyznamnou roli pfi utvafeni ranych somatickych embryi Picea abies. Kratce
po pienosu na matura¢ni médium, kdy u sledovaného genotypu Picea abies dochéazelo ke
zvyseni poctu ranych somatickych embryi, pozorovali vyrazny pokles pH média, zvlasté u
varianty bez rlstovych regulatori v prvni pasazi, kde doslo k poklesu az na pH 4,0.
Pufrovani média na pH 4,5, popiipad¢ 5,8 vedlo k pozastaveni tvorby ranych somatickych

embryi a inhibici programované bunécné smrti.

Mezi dalsi vlivy, které mohou vyznamné ovlivnit SE patii napt. svételny rezim (von
Arnold, 1987; Jokinen a Durzan, 1994; Kvaalen a Appelgren, 1999; Latkowska a kol.,
2000), interval pasazovani (von Arnold, 1987; Jokinen a Durzan, 1994), kli¢ivost semen

(Tremblay, 1990), kultivacni teplota (Chalupa, 1997) atd.

53



5. Material a metody

5.1. Rostlinny material

K pokustim byla pouzita embryogenni kultura smrku ztepilého (Picea abies /L./ Karst.),
linie AFO 541. AFO 541 bylo ziskano jako dar od RNDr. Martina Vagnera, CSc z Ustavu
experimentalni botaniky AV CR. Linie AFO 541, byla odvozena ve francouzském
institutu AFOCEL z déloh pétidennich semenackti (Galerne a kol., 1992; Ruaud a kol.,
1992).

Zaroven byla pouzita semena (Picea abies /L./ Karst.) z rozdilnych provenienci v ramci
Ceské Republiky, viz. tab. &. 1. K pokusiim byla pouzita zrald semena (sbéry v letech

1999-2003) z nize zminénych piirodnich lesnich oblasti (PLO):

Kod lokality PLO - nézev lokality LVS Nadmoiska vyska | Kli¢ivost
7.5. 7 - Brdska vrchovina 5 - jedlobukovy 700 m n.m. 83 %
12.5. 12 - Predhoii Sumavy a Novohrad. hor | 5 - jedlobukovy 600 m n.m. 75 %
25.6. 6 - Orlické hory 6 - smrkobukovy 750 m n.m. 70 %
16.6. 16 - Ceskomoravské vrchovina 6 - smrkobukovy 750 m n.m. 80 %

Tabulka €. 1 — Lokality

Embryogenni linie jsou oznaceny tficiselnym koédem (PLO, LVS, jedine¢ny identifikator).
Kli¢ivost semen byla zji§fovana na zaGatku jednotlivych pokust (CSN 48 1211).
Sterilizace semen byla provedena 15 % roztokem chlornanu sodné¢ho (SAVO), po dobu
20 minut, nasledovalo promyti semen ve sterilni destilované vod¢ (3x). Aby se dala
embrya ze semen snadno vyjmout, byla semena ponechana po dobu ¢ty hodin ve sterilni
destilovan¢ vodé¢ (Tremblay, 1990). Po skonceni doby nabobtnani byla semena opét
sterilizovana (10 % roztok SAVO/20 minut) a nasledovalo promyti ve sterilni destilované

vodé.
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5.2. Kultivaéni podminky

Iniciace 1 vSechny dalsi experimenty byly provadény na Katedie dendrologie a Slechténi
lesnich dfevin Fakulty lesnické a dievaiské, Ceské zeméd&lské univerzity v Praze

(KDSLD, FLD, CZU).

Kultury byly zaloZeny a dale pasdazovany za aseptickych podminek v lamindrnim flow-
boxu (Heraeus LaminAir HP48), viz. obr. Ol. Kultivace probihala v klimatizované
kultivaéni mistnosti bud’ tmavé (stddium iniciace a proliferace) nebo v mistnosti
s pravidelnou fotoperiodou v zavislosti na fazi vyvoje embryogenni linie. Stadium
maturace, germinace a konverze probihalo v kultivacni mistnosti s 16 hodinovou
svételnou fazi (zativkové osvétleni Philips o vykonu 36 W a svitivosti 35 pmol.m2.s™") a 8

hodinovou temnostni fazi. Kultivaéni mistnosti maji stalou teplotu 24+1 °C.

Vsechna média pouzitd pii pokusech byla slozena ze tfi slozek. Slozky A
(makroelementy; Sigma) a B (mikroelementy; Sigma) byly uchovavany oddélené ve
form¢ zasobnich roztokli pfi 4 °C. Slozka C (rlstové regulatory; Sigma) byla pied
pfidanim do média uchovavéana v mrazicim boxu pfi teploté -18 °C ve formé zasobnich

roztokd. Rustové regulatory byly rozpustény v 1M KOH bez dalsi apravy pH.

Do ptipravovaného média byla ke ztuzovacimu cCinidlu (agar; RNDr. Jan Kulich, s.r.o0.)

pfidana sloZzka A, B i C pfed sterilizaci.

Koncentrace slozek A, B a C jsou proménlivé dle typu média a managementu pokusu,
zakladni slozeni viz. tab. ¢. 2. LP (1-11) médium bylo ve vétsiné stadii SE obohaceno o
myo-inositol (100 mg.l"), kasein hydrolyzat (500 mg.l"), glutamin (450 mg.l™),
sachar6zu (30 g.l'l; Lach-Ner, s.r.0.) a agar (6 g.l'l), pokud neni uvedeno jinak. GD (1-7)
médium bylo ve vétsing stadii SE obohaceno o myo-inositol (1000 mg.l"), kasein
hydrolyzat (500 mg.I"), glutamin (450 mg.1™"), sachardzu (30 g.I''; Lach-Ner, s.r.0.) a agar
(6 g1"), pokud neni uvedeno jinak. Po Gpravé pH na 5,8 byla média sterilizovana v
autoklavu (20 minut pfi 121 °C a 0,144 MPa). Po sterilizaci byla média rozlita do
kultivac¢nich nadob s rozdilnym objemem v zdvislosti na daném stadiu SE. VSechny

chemikalie byly pouzity od firmy Sigma pokud neni uvedeno jinak.
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Slozka A a B Médium
LP [mg.l"] GD [mg.I|
(Von Arnold a Erikson 1981) | (Gupta a Durzan, 1986)
NH4NO; 1200 275
KNOs3 950 2340
S CaCl,.2H,0 102,5 166
E MgS04.7H,0 185 185
é KH,PO4 170 85
g FeS0O4.7H,O 13,9 19
Na,EDTA.2H,0 18,6 14
MnS0O4.4H,0 11,2 8,45
ZnS04.4H,0 4,3 4,915
H;BO; 3,1 3,1
CuS04.5H,0 0,01 0,0125
KI 0,4 0,415
2
S CoCl,.6H,O 0,01 0,0068
%E Na;Mo004.2H,0 0,12 0,125
§ Thiamin HCI 1 0,5
Nikotinova kyselina 0,5 0,25
Pyridoxin HCI 0,5 0,25
Glycin 2 1
Myo—inositol 100 1000

Tabulka ¢. 2 — SloZzeni média LP a GD
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5.3. Iniciace ESM

K iniciaci ESM byla pouzita modifikovana média GD (1-4) a LP (1-5), viz. tab. ¢. 2,
s rozdilnymi hladinami ristovych regulatord, viz. tab. ¢. 3. Tato média byla vybrana na
zakladé protokol von Arnold (1987), Becwar a kol. (1988), Attree a kol. (1995), Vagner
a kol. (2005a). Médium bylo po upraveno na pH 5,8 a nalito do kultiva¢nich nadob typu
Iékovka (cca 25 ml roztoku v 100 ml nadob¢€), viz. obr. ¢. O5. Médium bylo odméteno

pomoci ddvkovace Hirschmann Ceramus.

Rustové regulatory [mg.I" (uM)]
2,4-D BAP kinetin NAA
LP1 2(10) 1(5) X X
LP2 1) 1(5) X X
LP3 2 (10) 1(5) X 1 (10)
£ LP4 2(10) 1(5) 1(5) X
'qu) LP5 X 1(5) 1(5) X
= GD1 X 0,4 (2) 0,4 (2) X
GD2 X 0,8 (4) 0,8 (4) X
GD3 1,1 (5) 0,4 (2) 0,4 (2) X
GD4 2,2 (10) 0,8 (4) 0,8 (4) X

Tab. ¢. 3 — Inicia¢ni média a hladiny rastovych regulatort

Jako primarni explantat byla pouzita zrala zygotickd embrya Picea abies ze Ctyt PLO.
Embrya byla po sterilizaci a nabobtnani semen asepticky vypreparovana ve flow-boxu
pomoci skalpelu, pinzet a chirurgickych jehel. Do kazdé kultiva¢ni nadoby byla vlozena
celkem tfi embrya. Semena byla pfi preparaci fezéna tak, aby nedoSlo k poskozeni,

ptipadné doslo jen k miniméalnimu poskozeni embryi.

Vysledky indukce byly vyhodnocovéany v pribéhu 4-8 tydnii. Jako optimalni vysledek
faze indukce je embryogenni pletivo schopné dal$iho vyvoje, proto vznikla pletiva byla
roz¢lenéna na embryogenni a neembryogenni (Egertsdotter a kol., 1993; 1995). Embrya
nereagujici na kultivaéni podminky, vytvoiené neembryogenni pletivo a stejné tak kultury
kontaminované byly pocitiny jako neembryogenni. Do dalSich fazi SE bylo mozno

zafadit jen ty embryogenni linie, které vytvotili ESM.
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5.4. Proliferace

K pokusu s proliferaci byla poZita rovnéz Zivna média LP (1, 3-5) a GD (3 a 4), viz. tab.
¢. 2. Tato média byla zvolena na zdkladé¢ metodik autord von Arnold a Hakman (1986),
Jokinen a Durzan (1994), Vagner a kol. (1998). Srovnavaci médium pro linii AFO 541
bylo zvoleno na zakladé metodiky Vagner a kol. (1998, 2005a). Média se liSila

proménlivou koncentraci auxint a cytokininti (2,4-D, BAP, NAA a kinetin), viz. tab. ¢. 4.

Rustovy regulator [mg.I" (uM)]

2,4-D BAP kinetin | NAA
LP1 2 (10) 0,4 (2) X X

- LP3 2(10) 0,4 (2) X 1(10)
2 LP4 2(10) 0,4 (2) 1(5) X
2| Lps X 042 | 105 x
GD3 1(5) 0,4 (2) 0,4 (2) X
GD4 2(10) 0,8 (4) 0.8 (4) X

Tab. €. 4 — Proliferacni média a hladiny rstovych regulatort

Vzniklé embryogenni pletivo z pfedchozi faze bylo zmétfeno a sterilni pinzetou umisténo
na proliferacni médium vzdy po jedné embryogenni linii v jedné lahvicce. Kultivacni
nadoby byly pouzity stejné jako v pfedchozim stadiu — typ lékovka (cca 25 ml roztoku
v 100 ml nadob¢€), viz. obr. ¢. O5. Médium bylo odméfeno pomoci davkovace

Hirschmann Ceramus.

M¢éteni ESM bylo provaddéno v lahvicce pomoci milimetrového papiru. Pro méfeni
ptiristu byl pouzit milimetrovy papir, ktery byl pro vyhodnocovani vysledkti umistén pod
kulturami, viz. obr. ¢. O7-8. K vyhodnoceni vhodného média pro potiebu proliferace bylo
pouzito metody plosného piirGistu ESM v ¢ase. Odecitala se plocha ESM podle zakrytych
okének na milimetrovém papife (okénka pln& zakryta byla po¢itana jako 1 mm? &astednd
zakryta okénka po obvod¢ byla sectena a vydélena dvéma, poté pfictena k plné zakrytym
okénkiim). Jin¢ metody meéteni (napf. vazeni Cerstvé ESM, stanoveni suSiny) nebyly

vzhledem k mozné kontaminaci kultur provadény.

Pocate¢ni stav ESM byl zaznamenan (tyden 0), pfiristy ESM pak byly sledovany v
intervalu 4 a 8 tydnl po nasazeni na pokusna média. Vzdy po dvou tydnech kultivace
byly kultury makroskopicky sledovany a pfeneseny ve sterilnich podminkéach na Cerstvé

zivné médium stejného slozeni.
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Pro udrzovani embryogenni kultury je dtlezité, aby neztratila embryogenni schopnost a
byla schopna maximalniho rtistu, vzhledem k dal$im fazim SE (maturace). Za optimalni
stav byl pfi vyhodnocovani faze proliferace povazovan maximalni nebo vyznamny piiriist
ESM v case (v porovnani s 0 tydnem) beze zmén v embryogenni schopnosti ESM, viz.
kap. 4.3.1. Jako nevyhovujici byly vyhodnoceny ty linie, které ztratily embryogenni
schopnost (hnédly, kalusovatély, apod.), neménily nebo zmensovaly svou velikost. Pocet
opakovani pokusu je rozdilny, vzhledem rozdilné riistové dynamice ESM jednotlivych

embryogennich linii.

5.5. Maturace

Pro navozeni procesu zrani somatickych embryi byla ESM pienesena na maturacni
médium, které se od proliferaéniho média vyrazné lisi ve slozce C (vynechanim auxini a
cytokininl). Jako matura¢ni média byla pouzita modifikovana LP (6-7) a GD (5) média,
viz. tab. ¢. 2. Média, hladiny ristovych regulatorii a osmotik byla volena na zikladé
protokoll Attree a kol. (1995), Vagner a kol. (1998) a Ulrychova (2004). Do matura¢niho
média byly pfidany proménlivé koncentrace kyseliny abscisové (+cis, trans-ABA,
Sigma), viz. tab. €. 5. Zasobni roztok ABA byl pfipravovan rozpusténim v 1M KOH a
uchovavan v chladicim boxu (-18 °C) vZdy jen po minimaln€ nutnou dobu. K navozeni
osmotického stresu bylo pouzito vysokomolekularni nepenetrujici osmotikum
polyethylenglykol 4000 (PEG-4000, Sigma) s konstantni hladinou (20 g.I'"), viz. tab. &. 5.
Médium GDS5 bylo doplnéno o pufr MES (kyselina 2-N-morfolinoethansulfonova 60

mg.1"; Sigma).
Rustovy regulator [mg.I" (uM)] Osmotikum [g.1"(%)]
ABA PEG
c LP6 2(7,9) 20 (2)
._g LP7 6 (23) 20 (2)
‘%’ LP8 10 (38) 20 (2)
GD5 5(19) 20 (2)

Tab. ¢. 5 - Matura¢ni média a hladiny rastovych regulatorti

Proliferujici ESM byla pfenesena na maturacni médium. Velikost ESM odpovidala 8
tydnu na proliferacnim médiu. Do jedné lahvic¢ky byly umistény 1-4 kusy embryogenniho

pletiva, v zavislosti na velikosti. Plocha média byla zakryta ze 60-80 % z divodu
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optimalni synchronizace zrani. V této fazi SE byly pouzity jiné kultiva¢ni nddoby (objem
nadobky 200 ml, mnozstvi média 30 ml). Cilem bylo vypéstovat na médiu jasné
diferencovana optimalné vyvinutd somatickd embrya s maximalnim vytézkem. Jako
optimalni vysledek této faze byla vyhodnocena ta embrya, kterd méla mezi 4-8 déloh,
dobfe vyvinuty hypokotyl a zaloZzenou kofenovou cCepicku, viz. O9. Embrya s jinym
morfologickym uspofddanim (mensi resp. vétsi pocet déloh, nevyvinuty hypokotyl apod.,
viz. kap. 4.4.2. a kap. 7.3.) neméla optimdlni parametry pro dals§i vyvoj, a s velkou
pravdépodobnosti by nebyla schopna piejit do dalsi faze SE. Morfologicka kritéria byla
volena na zaklad¢ protokolti Egertsdotter a von Arnold (1995), Svobodova a kol. (1999) a
Stasolla a kol. (2002).

Vzhledem k vysledklim z prvni a druhé faze SE byly ve fazi maturace pouzity pouze ty
embryogenni linie, které mély optimdlni riistové schopnosti. Pocet linii i materialu pro
opakovani pokusu se snizil, protoze z hlediska morfologie nevyhovovaly danym kritériim

vSechny kultury.

Byl sledovan vyvoj vznikajicich somatickych embryi, barevné zmény a pocet vyvinutych
embryi na 1 cm? (uréovan jako priméma hodnota z deseti méfeni), vzhledem k pouzité
koncentraci ABA. Kultury byly ponechdny na maturaénim médiu nejdéle 8 tydnu, vzdy
s ohledem na rastovou dynamiku embryi. Po 4 tydnu pak byly pfeneseny na Cerstva zivna

média stejného slozeni.

5.6. Desikace

Po stadiu maturace byla polovina zralych somatickych embryi vystavena plsobeni
desikace (Roberts a kol., 1990b). Kontrolni nedesikovana varianta byla z matura¢niho

média sterilné pfenesena na médium germinacni.

Somaticka embrya byla desikovana postupem tzv. pomalé desikace (HRH), tzn. za vysoké
relativni vzdusné vlhkosti po dobu 3 tydnid (Roberts, 1991). Embrya byla pinzetou
vyjmuta z kalusu a ve flow-boxu pienesena do pfedem ptipravené Petriho misky, viz. obr.
¢. Ol13a. Uzaviené Petriho misky (o = 10 resp. 15 cm) obsahovaly tfi vrstvy filtra¢niho
papiru a 1-4 otevienych Petriho misek (o = 4 resp. 6 cm) s jednou vrstvou filtra¢niho
papiru (Vagner a kol, 2005a). VSe bylo zabaleno proti vnikani ptebytecné vlhkosti a
sterilizovano. Soubor misek byl vysterilizovan autokldvovanim (20 minut pii 121 °C a

0,144 MPa).
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Ve sterilnich podminkach bylo na trojvrstvy filtracni papir nalito cca 10-15 ml sterilni
destilované¢ vody, na suchy filtraéni papir ve vnitinich miskédch bylo horizontalné
umisténo 10-40 izolovanych somatickych embryi. Aby nedoslo k prudkému vysuSeni,
byla jiz izolovand SE udrZzovana v uzaviené Petriho misce. Uzaviend Petriho miska byla
utésnéna dvéma vrstvami parafilmu. Desikace probihala v kultivaénim klimatizovaném
boxu se svételnym rezimem 16 h svétlo/8 h tma, pii teplot€¢ 17 °C a za vysoké relativni
vzdu$né vlhkosti. Pfiblizné jednou za 5 dni byla kontrolovana té€snost uzavieni a obsah
vlhkosti uvnitt Petriho misek. V pfipad¢ nutnosti byla v aseptickych podminkach dolita

sterilni destilovana voda a misky opét utésnény parafilmem.

Pro desikaci byla vybirana embrya, kterd makroskopicky nejevila zddné abnormality ¢i

poruchy v morfologické struktute a méla plné€ vyvinuté délohy.

5.7. Germinace

Ve stadiu kli¢eni (desikovana i nedesikovand varianta) byla zrald somaticka embrya
steriln¢ pfenesena na kultivatni médium LP a '2 GD, viz. tab. ¢. 2, zcela bez
fytohormonil nebo jen se slabym piidavkem fytohormont (IBA) a aktivnim uhlim, viz.
tab. ¢. 6. Média v této fazi byla vybrana na zakladé protokolti Becwar a kol. (1989) a
Gupta a Grob (1995).

AC [g.l'l(pM)] Ristovy regulator [mg.l'l(pM)]
AC IBA

LP9 X X
c LP10 3 (250) X
=
s 1/2 GD6 4 (333) X
= GD7 X X

LP11 X 0,4 (2)

Tab. €. 6 — Germina¢ni média, hladiny ristovych regulatorti a AC

LP (9-11) i 2 GD (6) médium bylo obohaceno o myo-inositol (100 mg.l'l), kasein
hydrolyzat (500 mg.I™"), glutamin (450 mg.I™"), sacharézu (10 g.I''; Lach-Ner, s.r.0.) a agar
(6 g.1™"). Médium % GD6 bylo doplnéno o pufr MES (60 mg.I"'; Sigma). Po upravé pH na
5,8 byla média sterilizovana v autoklavu (20 minut pti 121 °C a 0,144 MPa). Po sterilizaci

byla média rozlita do kultiva¢nich nddob (Erlenmayerova battka — objem 300 ml, obsah
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1)

média 50 ml, viz. obr. O16-17). Média s aktivnim uhlim byla pravideln¢ promichavana az
do vychladnuti, aby se aktivni uhli neusazovalo na dné bailkky a bylo rozptyleno
rovnomérné. Do jedné Erlenky bylo steriln€ vloZzeno maximélné¢ 8 embryi jedné

embryogenni linie.

V této fazi bylo cilem kultivace dosdahnout rozvoje juvenilnich rostlinek ze zralych
somatickych embryi, tedy jejich prodlouzeni a vyvoje kofinkl i nadzemnich ¢asti. Stav
pokusu byl vizualné hodnocen po ctyfech az péti tydnech kultivace (material byl pokladan
na Cerstvé médium kazdé 2-3 tydny). Byl hodnocen stav rostlinek — vyvoj nadzemni a
kotenové casti rostliny. Za vyhovujici byla povazovana rostlina, schopna dal§iho vyvoje,
s vyvinutou nadzemni i kofenovou casti a s fenolovym (Cervenym) prouzkem, viz. kap.
7.4. Za nevyhovujici byly povazovany ty rostliny, které vykazovaly morfologické
abnormality nebo nemély vyvinuté nékteré zivotné dulezité Casti (dostatecné vyvinutd
kotenova cast atd.) pro pteneseni rostlin do podminek ex vitro podminek, viz. kap. 7.4.
Zakladni morfologicka kriteria pro stddium germinace byla volena na zéklad¢ protokola

Bozhkov a von Arnold (1998) a Stasolla a kol. (2002),.

5.8. Priehled experimenti

Tato kapitola poskytuje strucny piehled provadénych experimentti. Bude zde podrobné

uvedeno mnozstvi hodnoceného materialu a pocet opakovani pro jednotlivé faze pokusi.

Ve vsech stadiich SE byly makroskopicky sledovany zékladni anatomické a morfologické
parametry kultur nezbytné pro dal$i optimalni vyvoj explantat; tyto parametry jsou
podrobné rozebrany a uvedeny v kapitole diskuse (kap. 7.1.-7.4.). V zadném z téchto
experimentll nebyla pouzita anatomickd, histologickd, morfologickd ¢i jina dopliujici
analyza (biochemicky rozbor, barveni vzorktl, apod.), protoze by doslo k naruseni kultur a
tim naruseni kontinuity pokust. VSechny nasledujici hypotézy byly testovany na hladiné

vyznamnost 0,05.

5.8.1. Stadium iniciace

ovéteni hypotézy: €. 1 - Médium ma signifikantni vliv na iniciaci ESM vzniklé ze zralych

semen Picea abies.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi médii.

H1: Existuji signifikantni rozdily mezi médii.
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2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

ovéteni hypotézy €. 2 - Lokalita ma signifikantni vliv na indukci ESM vzniklé ze zralych

semen Picea abies.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi lokalitami.

H2: Existuji signifikantni rozdily mezi lokalitami.
(GD1-4, LP1-5).

Na zdkladé statisticky zpracovanych vysledkli budou vyhodnoceny nejvhodnéjsi hladiny
rustovych regulatort (2,4-D, BAP, kinetin a NAA).

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledki budou vyhodnoceny nejvhodnéjsi lokality,
resp. vhodné embryogenni linie, pro stadium iniciace.

K tomuto pokusu bylo pouZito celkem 4320 zralych semen. U kazdého média (celkem 9
médii) byly testovany Ctyfi lokality (7.5., 12.5., 25.6., 16.6.). Na jedno opakovani bylo
pouzito 40 semen, pocet opakovani pro jednu lokalitu byl tfi. Na pocatku stadia iniciace
bylo celkem 4320 primarnich explantat, na konci faze iniciace bylo jen 383

embryogennich linii.

5.8.2. Stadium proliferace

ovéteni hypotézy €. 6 - Na rist ESM kultur Picea abies mé signifikantni vliv kultiva¢ni

médium pro 4, resp. 8 tydnt kultivace.

HO0: Neexistuji signifikantni rozdily mezi médii.

He6: Existuji signifikantni rozdily mezi médii.

overeni hypotézy €. 7 - Embryogenni linie (geneticka dispozice) ma signifikantni vliv na

proliferaci embryogennich kultur Picea abies pro 4, resp. 8 tydni kultivace.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi embryogennimi liniemi.

H7: Existuji signifikantni rozdily mezi embryogennimi liniemi.
resp. nejvhodnéjsi hladiny riistovych regulatort, pro dané stadium (4. a 8. tyden).

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledki budou vyhodnoceny nejvhodnéjsi lokality,

resp. vhodné embryogenni linie, pro stadium proliferace (4. a 8. tyden).
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10)

11)

12)

13)

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledkii bude stanovena (ne)vhodna délka

subkultivace s ohledem na maximalni vytézek proliferujici ESM.

K tomuto pokusu byly pouzity embryogenni linie z pfedchozi fize oznadené tifimistnym
identifikatorem, viz. kap. 5.1. Ve staddiu proliferace bylo sledovano celkem 43

embryogennich linii.

K porovnani vysledkt nariistu ESM v case, jako vzorek 0, slouzi linie AFO 541. AFO
541 je modelovy systém, na kterém se zkoumaji vlivy jednotlivych médii, ristovych
regulatorti, sacharidi, osmotik atd., viz. napt. Svobodova a kol. (1999), Vagner a kol.
(2005a, b). Linie AFO 541 je pro tento ucel obzvlasté vhodna, protoze se v laboratornich

podminkach chové ,,standardné* tedy bez vétSich vykyvu.

K tomuto pokusu bylo pouZito celkem 5 Zivnych médii (LP1, 3-5 a GD3-4), kter¢ se liSily
rozdilnymi hladinami rtstovych regulatorti (2,4-D, BAP, kinetin a NAA). ESM byla

sledovana v ¢ase (0., 4. a 8. tyden) jako absolutni hodnota v poméru jednotlivych tydn.

Vzhledem k rozdilné embryogenni schopnosti jednotlivych linii, kterd se zacala
projevovat po iniciaci ESM je pocet opakovani pokusu promeénlivy. Celkovy pocet
opakovani pro vSechna média byl 1715; pro média GD (3 a 4) bylo pouZito celkem 1215
opakovani a pro média LP 500 opakovani. Pozorovani probéhlo opét na ctytech lokalitach

(7.5., 12.5., 25.6., 16.6.).

5.8.3. Stadium maturace

oveéfeni hypotézy €. 11 - Na vytézek zralych somatickych embryi Picea abies ma

signifikantni vliv kultivacni médium (LP 6-8, GDY), resp. hladina ABA.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi médii.

H11: Existuji signifikantni rozdily mezi médii.

ovéfeni hypotézy €. 12 - Embryogenni linie (genetickd dispozice) mé signifikantni vliv na

vytézek zralych somatickych embryi Picea abies.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi liniemi.

H12: Existuji signifikantni rozdily mezi liniemi.

resp. nejvhodnéjsi hladiny ABA pro dané stadium.
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14)

15)

16)

17)

18)

19)

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledki budou vyhodnoceny nejvhodnéjsi lokality,

resp. vhodné embryogenni linie, pro stidium maturace.

K tomuto pokusu byly pouzity vSechny linie, které si uchovaly embryogenni schopnost ve
stadiu proliferace (ESM). U vsech linii (32 embryogennich linii v¢etné linie AFO 541)
byl minimalni pocet opakovani 5 a maximalni pak 30 opakovani pro jednu embryogenni
linii. U linie AFO 541 bylo zvoleno pro maximalni objektivitu vysledkti zvoleno 30
opakovani pro kazdé médium. Celkem bylo nasazeno 891 vzorkd (véetné linie AFO 541).

Pozorovani probéhlo opét na ctyfech lokalitach (7.5., 12.5., 25.6., 16.6.).

5.8.4. Desikace a stadium germinace

ovéreni hypotézy €. 15 - Pomalé vysouseni (desikace) ma signifikantni vliv na pocet a

kvalitu kli¢nich rostlin Picea abies vzniklych ze SE.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi desikovanou a nedesikovanou variantou.

H15: Existuji signifikantni rozdily mezi desikovanou a nedesikovanou variantou.

ovéteni hypotézy €. 16 - Na kvalitu a pocet kli¢nich rostlin Picea abies mé signifikantni

vliv kultivaéni médium ve stadiu germinace.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi médii.

H16: Existuji signifikantni rozdily mezi médii.

ovéteni hypotézy €. 17 - Embryogenni linie (geneticka dispozice) ma signifikantni vliv na

pocet a kvalitu klicnich rostlin Picea abies vzniklych pii SE.

HO: Neexistuji signifikantni rozdily mezi liniemi.

H16: Existuji signifikantni rozdily mezi liniemi.

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledki budou vyhodnoceny nejvhodnéjsi média,

resp. ptidavky germina¢niho média, pro danou fazi.

Na zakladé¢ statisticky zpracovanych vysledkii budou vyhodnoceny nejvhodné;jsi lokality,

resp. embryogenni linie, pro stddium germinace.

K tomuto pokusu byla pouzita zrald embrya ze vSech linii, které se dostaly az do faze
germinace (kliceni). Celkem bylo pouzito 31 linii, véetné linie AFO 541. Jako germinacni
médium bylo zvoleno pét velmi rozdilnych médii (GD 6, 7 a LP 9-10). Desikace embryi

je vyhodnocena az v této fazi, protoze vysousSeni, jako samostatny proces, pfimo navazuje
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20)

21)

22)

na fazi kliceni. Zmény, které se v embryich vytvari pfi pomalém vysouseni se projevi az
pii kliceni. Bliz§i anatomicka nebo morfologicka studie béhem faze desikace by embrya
narusila natolik, Ze by nebyla schopna dal§iho vyvoje. Celkem bylo pouzito 1312 zralych
embryi, z toho bylo vystaveno desikaci 877 embryi. Pozorovani probéhlo opét na ctyiech

lokalitéch (7.5., 12.5., 25.6., 16.6.).

5.8.5. Proces somatické embryogeneze

Na zéklad¢ statistickych vysledkii bude stanoveno, zda médium ma signifikantni vliv na

kultivaci in vitro kultur vzniklych ze zralych semen Picea abies ve vétsing fazi SE.

Na zaklad¢ statistickych vysledkl bude stanoveno, zda dispozice primarniho explantatu

ma signifikantni vliv pro kultivaci in vitro, resp. na vétSinu fazi SE.

Na zaklad¢ statisticky zpracovanych vysledkii bude stanoveno zda pro somatickou
embryogenezi v praxi (studium i komeréni propagaci) jsou vhodné jen nékteré (vybrané —
ovefené) embryogenni linie (genotypy) Picea abies nebo jestli je tento proces vhodny i

pro $irsi (komeréni) vyuziti.
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6. Vysledky

U kazdého experimentu bylo stanoveno vyhodnoceni dle zadkladnich kriterii, viz. kap.

5.1.-5.7., resp. kapitola 5.8.

Vysledky byly zpracovany matematicko-statistickymi metodami s vyuZzitim programi
STATGRAPHICS Centurion XV (http://www.statgraphics.com/) a SAS 9.1. Byly
vypocitany zakladni statistické charakteristiky souborti dat, jakymi jsou primér, rozptyl,
smérodatnd odchylka, variaéni koeficient a pfisluSné kvantily. V pfipadé splnéni
podminek pro parametrické testovani byla pro vyhodnoceni pouzita analyza rozptylu na
hlading pravdépodobnosti 95 %. Pokud nebyla splnéna podminka homogenity rozptyli
poptipad¢ normality rozdéleni dat, byla pouzita logaritmicka transformace dat. Paklize se
ani po transformaci nepodafilo dosahnout homogennosti rozptylii a normality rozdé€leni,
byl pouzit pro vyhodnoceni neparametricky Kruskal-Wallisiiv test. Pro samotné
vyhodnocovani byly pouzity procedury ANOVA, Variance check, Kruskal-Wallistv test,
Tukeyho test a dalsi.

6.1. Iniciace
Pro fazi iniciace byl zjisStovan vliv pouzitych médii, resp. hladiny ristovych regulatorti na
vysledky kultivace ESM. Stejné tak byl zjistovan vliv plivodu primérnich explantati na

optimalni pribéh faze iniciace (vysledny pozadovany stav — ESM), viz. kap. 5.8.1.

Primérny pocet utvorené ESM v ramci celého pokusu byl 3,55 na 40 nasazenych semen,

tedy ptiblizné 8,87 %, pii standardni odchylce 2,28, viz. tab. ¢. 7.

Embryogenita Médium HCelkovy
Lokalita GD1 | GD2 |GD3| GD4 | LP1 |LP2| LP3 | LP4 | LPS \prﬁmér
12.5. 18,33 %|19,17 %|8,33 %|11,67 %] 8,33 % 6,67 %| 7,50 % (11,67 %|13,33 %| 11,67 %
16.6. 16,67 %|11,67 %|5,00 %|16,67 %|11,67 %[7,50 %|13,33 %(10,00 %|15,83 %| 12,04 %
25.6. 8,33 % (15,83 %|4,17 %] 6,67 % | 4,17 % 2,50 %| 6,67 % | 3,33 % [ 2,50 % | 6,02 %
7.5. 15,83 %|10,83 %]|1,67 %] 9,17 % | 2,50 % 0,83 %| 3,33 % [ 2,50 % | 5,00 % | 5,74 %
[Celkovy prumér|14,79 %|14,38 %|4,79 %|11,04 %| 6,67 % 4,38 %| 7,71 % | 6,88 % 9,17 % | 8,87 %

Tabulka ¢. 7 - Embryogenita ve stadiu iniciace

Nejvyssi embryogenity bylo dosazeno na GD1 médiu a to v priméru 5,92 embryogennich
semen na 40 nasazenych (14,79 % schopnost tvofit ESM z primarniho explantatu), viz.
kap. Ptilohy Iniciace 12.1.1. (tab. ¢ 11 a graf I1). Pfi pouziti Tukeyho testu statistické

vyznamnosti odliSnosti vysledku, (viz. tab. ¢. I3 a graf ¢. 12) bylo zjisténo, Ze statisticky
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srovnatelnych vysledkii bylo dosazeno jesté na médiich GD2 a GD4 a to 5,75 resp. 4,42
pramérné hodnoty embryogenity na 40 semen (14,38 % resp. 11,04 %).

() 147909/
16,00% +4:/3%14-389%

14,00% -

12,00% - 11,04%

10,00% - o 9.17%
8,00% - 6,67% ’ 6,88%
6,00% - 4,79% 4,38%

4,00% -
SN
0,00% -

GD1 ‘ GD2 ‘ GD3 ‘ GD4‘ LP1 ‘ LP2 ‘ LP3 ‘ LP4 ‘ LP5

Embryogenita

Iniciace médium

Graf ¢. 1 - Primérnd embryogenita podle médii

Pti bliz§im zkoumani je patrné, ze média GD1, GD2 a GD4 se lisi pouze v rozdilné
hladin€ rGstovych regulatorti; optimalni hladina pro iniciaci ESM je tedy spiSe nizsi (2

uM BAP a 2 pM kinetinu, resp. 4 uM BAP a 4 uM kinetinu + 10 uM 2,4-D).

Naopak nejhorsich vysledki dosahla ESM na médiich LP2 (primérna embryogenita 1,72
na 40 nasazenych semen, resp. 4,4 %) a GD3 (1,92, resp. 4,8 %), viz. graf ¢. 1. Podrobné

vysledky jsou uvedeny v Ptiloze Iniciace.

lokalita 16.6., a to v pruméru 4,81 na 40 nasazenych semen (12 % tUspéSnost tvorby
ESM). Pii pouziti Tukeyho testu statistické vyznamnosti odliSnosti vysledki bylo
zjisténo, ze statisticky srovnatelnych vysledkti bylo dosazeno jesté u lokality 12.5. (4,67
resp. 11,67 %), viz. tab. 17 a graf I5.

Nejhtife se iniciace ESM daftila u semen z lokalit 7.5. (pramér 2,3 resp. 5,7 %) a 25.6.
(pramér 2,4 resp. 6 %), viz. graf ¢. 2. Podrobné vysledky jsou uvedeny také v Piiloze

Iniciace.
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Graf €. 2 - Primérnd embryogenita podle lokalit

Vsechny vzniklé embryogenni linie z lokality 16.6., resp. 12.5. jsou na zakladé
statistickych vysledkl uspésné ve fazi iniciace. Tyto linie reaguji na zménu kultivacnich
podminek a netrpi morfologickymi abnormalitami, ztohoto hlediska jsou vhodnym

materidlem pro dal$i fize somatické embryogeneze.

Ob¢ stanovené hypotézy (H1 i H2) pro fazi iniciace byly potvrzeny na zakladé analyzy
rozptylu dat na hladin¢ pravdépodobnosti 95 % (HO byla v obou ptipadech zamitnuta).
Médium a lokalita maji tedy signifikantni vliv na iniciaci ESM vzniklé ze zralych semen
Picea abies (byla zjiSténa zavislost embryogenity semen jak na zvoleném kultivacnim
médiu, tak na lokalité, odkud semena pochézela). Z hlediska srovnéni vyznamnosti média
a lokality pii pouziti R-kvadrat koeficientu k vysvétleni ziskanych dat v rdmci modelu se
ukazalo, Ze byl zjiStén vys$i piispévek zvoleného média (R-kvadrat 40,4 %) oproti

lokalité pavodu (R-kvadrat 27,8 %). Podrobné vysledky jsou uvedeny v Ptiloze Iniciace.

6.2. Proliferace

Pro fazi proliferace byl zjisStovan vliv pouzitych médii, resp. hladiny rastovych regulatori
na proliferaci ESM v ¢asovém horizontu 4, resp. 8 tydni. Stejné tak byl zjiStovan vliv
pivodu primérnich explantati na optimalni pribéh faze proliferace (vysledny pozadovany
stav — proliferujici ESM). Jako dalsi jev byl sledovan maximalni ptirist ESM v Case, tedy

optimalni délka subkultivace, viz. kap. 5.8.2.

I ptesto, ze na konci faze iniciace bylo zaznamendno 383 embryogennich linii, ve fazi

proliferace je sledovano pouze linii 43. Proto, aby byla dodrzena statisticka kritéria (pocet
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opakovani) bylo nutné kazdou embryogenni linii namnozit na pozadované mnozstvi. U
vétsiny linii se to nezdafilo viibec, u zbylych 43 linii jen ¢astecné, ty pak jsou predmétem
dalsiho pozorovéni. I tento jev vypovida o adaptabilité¢ jednotlivych kultur na kultivacni

(laboratorni) podminky.

Bohuzel se nepodafilo namnozit dostatené mnozstvi materialu na nékterych médiich
(GD4) pro urcité embryogenni linie. Vysledky jsou tedy popsany v nékolika krocich,
které se snazi s timto faktem vypotadat. Jako dopliujici statistickda metoda zde byl zvolen

program SAS.

V této fazi byly sledovany priristy ESM pro jednotlivé embryogenni linie na zvolenych
médiich po 4, resp. 8 tydnech vzhledem k mnoZzstvi nasazenému v nultém tydnu. Velikost
pfiriistu byla zaznamenana v mm?’, viz. kap. 5.4. Pro vyhodnoceni byl pouZit pomér
hodnot ze 4. resp. 8. tydne vzhledem k nultému tydnu. Srovndvaci hodnotou je tedy
relativni proménnd vyjadiujicich nasobek pivodné nasazeného mnozstvi (kolikrat se
zvétsila plocha ESM po 4 resp. 8 tydnech). V této fazi SE byla uspésnost proliferace
vzniklych embryogennich linii porovndvana s uspésnosti kultury AFO 541. Kultura AFO

541 by méla davat velmi vyrovnané vysledky, a tak umoznit standardizované srovnani.

Vysledky pro 4. tyden narustu ESM

Pomér hmoty ve 4. tydnu vzhledem k nultému tydnu byl v priméru v rdmci celého
pokusu 2,22. Tedy ESM zvétsila svou plochu za 4 tydny v priméru 2,22x. Median celého
vzorku dat byl 1,77 nasobny narGst ESM oproti nultému tydnu, viz. kap. Pfilohy
Proliferace 12.2.1. (tab. ¢. P1 a tab. ¢. P2).

V této fazi se vyrazné projevila adaptabilita jednotlivych linii na kultivacni podminky,
piipadné na subkultivacni interval. Nékteré embryogenni linie pfirtistaly velmi rychle,
jiné nereagovaly na laboratorni podminky (rGstové regulatory, Zivna média atd.), kdy
plocha nasazené ESM ziistivala stejnd nebo se dokonce zmenSovala. Vysledna
nestandardizace rozdéleni dat uposuzovanych vzorkl, zplisobena pravdépodobné
rozdilnou ristovou dynamikou ESM, se nepodafila odstranit ani po logaritmické
transformaci. Vzhledem k nehomogennosti rozptylii byl pro ovéfeni vlivu jednotlivych
proménnych pouzit neparametricky Kruskal-Wallisiv test na hladiné pravdépodobnosti

95 %, viz. tab. P7.
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Tento test potvrdil hypotézu ¢. 6 (H6), tedy signifikantni vliv pouzitétho média pro
proliferaci ESM pfi stiedné¢ dlouhém intervalu subkultivace - 4 tydny (HO byla

zamitnuta). Podrobny popis vysledkd pokusu v Ptiloze Proliferace.

Z hlediska médii v ramci celého vzorku nejvétsi narast ESM nastal na LP4 médiu (ESM
se zvétsila v porovnani s tydnem nula 4,25x), dale pak nasledovala média LP5 (3,51x) a
LP3 (3,34x). Nejmensi nartst byl zaznamenan na médiu GD3 (1,69x) a GD4 (1,79x), viz.
tab. ¢. P1 a P2.

Kruskal-Wallistiv test na hladiné pravdépodobnosti 95 % také potvrdil hypotézu ¢. 7
(H7), tedy signifikantni vliv jednotlivych embryogennich linii (geneticka dispozice) na
proliferaci ESM ve 4. tydnu (HO byla zamitnuta). Pfi sledovani uspé$nosti jednotlivych
embryogennich linii se ukdzalo, Ze nejlepSich vysledki dosahovala linie 25.6.1. (nartst
ESM 3,88x). Déle pak nasledovaly linie 25.6.2. (3,18x), 16.6.1. (3,17x), 16.6.3. (3,14x) a
7.5.9. (3,09x), viz. tab. ¢. P10.

cv v

ESM (v priméru 1,84x) a linie z lokality 12.5. (1,91x), viz. tab. ¢. P13.

U linie AFO 541 a u linii z lokality 12.5. se miZe jednat o nevhodné zvolenou dobu
pasdzovani nebo nevhodné kultivacni podminky, pfipadné o genetickou dispozici. Na
zaklad¢é téchto vysledkli a vysledkli uvedenych nize (vyhodnoceni nejlépe rostoucich
embryogennich linii) Ize konstatovat, Zze pro linii AFO 541 je vhodna kratsi doba
subkultivace. Podle pozorované ristové dynamiky kultur se tato doba bude pohybovat

v rozmezi méné nez dvou tydnda.

Pro dalsi srovnani byly pouzity pouze hodnoty pro vzorky na LP médiich (LP1, LP3, LP4
a LP5), viz. tab. €. 8. Zde dosahovaly nejlepSich vysledkt proliferace média LP4 (zvétSeni
ESM v priméru 4,25x) a LP5 (3,51x), pticemz vysledky druhych dvou médii LP3 (3,34x)
a LP1 (3,18x nepocitdme-li vysledek AFO 541 linie) byly statisticky srovnatelné.
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Primér z poméru 4-0 Médium Celkovy
Linie LP1 LP3 LP4 LP5 | prumér
12.5.1. 2,45 2,90 3,09 2,54 2,75
12.5.2. 2,46 2,70 3,20 2,32 2,67
12.5.3. 2,76 3,07 3,00 2,77 2,90
16.6.1. 3,91 4,17 4,27 4,62 4,24
16.6.2. 3,69 3,80 4,43 3,78 3,93
16.6.3. 4,49 4,55 4,83 4,19 4,51
25.6.1. 3,44 3,08 7,82 5,90 5,06
25.6.2. 4,89 3,48 5,16 3,62 4,29
25.6.3. 2,82 3,43 4,71 3,98 3,73
7.5.1. 2,48 2,45 4,10 3,18 3,05
7.5.2. 2,53 2,94 3,43 2,84 2,94
7.5.3. 2,26 3,49 2,94 2,43 2,78
AFO 541 1,80 1,80
[Celkovy prumér 2,98 3,34 4,25 3,51 3,50

Tabulka ¢. 8 - Pomér nartistu ESM 4. tyden vzhledem k 0. tydnu — jen LP média

vvvvvv

v porovnani s nultym tydnem. Ddle nésledovaly linie 16.6.3. (4,51x), 25.6.2. (4,29x) a
16.6.1. (4,24x), viz. graf ¢. 3.
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8,00 1 _
7,00

6,00 4 | mMédium LP1

3,00 - O Medium LP5

2,00 -
1,00 -
0,00 -

5,00 + M - mMédium LP3
4,00 - ] H OMédium LP4

Graf ¢. 3 — Primérny narist ESM na LP médiich ve 4. tydnu

Absolutné nejlépe se pak dafilo linii 25.6.1. na LP4 médiu, kde ESM zvétsilo svoji plochu
7,82x béhem 4 tydnl. Déle v nartistu ESM nasledovala linie 25.6.2. na LP4 médiu (5,16x)
a25.6.2. na LP1 médiu (4,89x), jak je vidét v tabulce ¢. 8 a grafu ¢. 3.
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Vzhledem k tomu, Ze nejvice linii bylo nasazeno na GD3 médiu, nékteré z nich na jinych

médiich ani nemohly byt vyhodnoceny, jsou zde jeho vysledky samostatné prezentovany.

Na GD3 médiu se nejlépe dafilo embryogennim liniim z lokality 7.5. — a to konkrétné linii
7.5.9. (3,09 nasobny nartist ve 4. tydnu oproti nultému tydnu kultivace), 7.5.11. (2,78x),
7.5.7. (2,42x) atd., viz. tab. ¢. P2.

Hned za liniemi z lokality 7.5. se umistila kontrolni line AFO 541 s narastem 1,94
nasobnym. Vzhledem k nehomogenité rozptyli zde opét musel byt pouzit Kruskal-
Wallistv test na hladiné pravdépodobnosti 95 %. Tento test potvrdil signifikantni vliv

embryogennich linii na vysledek proliferace, podrobné vysledky v Ptiloze Proliferace.

Vysledky pro 8. tyden narustu ESM

Pomér ESM v 8. tydnu vzhledem k nultému tydnu byl v priméru v ramci celého pokusu
6,62. Tedy ESM po 8 tydnech kultivace zvétsila v priméru svou plochu 6,62x. Median
tohoto poméru byl 4,42, viz. Pfiloha Proliferace kap. 12.2.2. (tab. ¢. P14).

Vzhledem k tomu, Ze ani po logaritmické transformaci dat se nepodafilo odstranit
nehomogennost rozptyli, byl pro ovéfeni vlivu jednotlivych proménnych pouzit
neparametricky Kruskal-Wallistiv test na hladiné pravdépodobnosti 95 %. Tento test
potvrdil hypotézu ¢. 6 (H6) tedy signifikantni vliv pouZzitého média pro stadium
proliferace ESM 1 pii delsi kultivaci -8 tydnti (HO byla zamitnuta), viz. tab. ¢. P19.

Z hlediska médii nejvétsi narist ESM nastal na LP4 médiu (ESM narostla v priméru
17,72x), dale pak nasledovaly média LP5 (14,9x) a LP3 (12,16x). Nejmensi narast byl
zaznamenan na médiu GD4 (3,03x) a GD3 (3,64x), viz. tab. ¢. P15.

Kruskal-Wallistiv test na hladiné pravdépodobnosti 95 % také potvrdil hypotézu ¢. 7
(H7), tedy signifikantni vliv jednotlivych embryogennich linii na proliferaci v 8. tydnu

kultivace (HO byla zamitnuta), viz. tab. ¢. P23.

Pii sledovani UspéSnosti jednotlivych embryogennich linii se ukazalo, Ze nejlepSich
vysledkt dosahovala linie 16.6.1. (nartst ESM 13,16x v porovnani s 0. tydnem). Dale pak
nasleduji linie 16.6.2. (12,72x), 16.6.3. (12,39x), 25.6.2. (12,22x) a 25.6.1. (10,41x), viz.
tab. €. 9.
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v priméru linie AFO 541 (3,09x) a linie z lokality 12.5. (5,73x), viz. tab. ¢. P26.

Tyto vysledky opét potvrzuji domnénku, Ze linie AFO 541 vyZzaduje kratsi dobu
subkultivace. I pfesto, Ze je tato doba je u jednotlivych embryogennich linii specificka
prave z vysledkt linie AFO 541 se da usuzovat, ze k narGstu ESM je nutné nejen vhodné

kultiva¢ni podminky, ale i spravna doba subkultivace.

Pro dalsi srovnani byly pouzity pouze hodnoty pro vzorky na LP médiich (LP1, LP3, LP4,
LP5). Zde dosahovaly nejlepSich vysledkiit média LP4 (ESM se v praméru zvétsila
17,72x) a LP5 (14,90x), pticemz vysledky druhych dvou médii LP1 (12,66x) a LP3
(12,16x) byly statisticky srovnatelné, viz. tab. €. 9.

Priumér z pomér 8-0 Médium Celkovy
Embryogenni linie LP1 | LP3 | LP4 | LP5 | prumér
12.5.1. 10,43 110,88 | 11,51 | 11,57 | 11,10
12.5.2. 9,64 110,62 |11,79| 9,96 10,50
12.5.3. 11,37 112,76 | 13,59 | 11,00 | 12,18
16.6.1. 16,43 | 17,64 | 18,79 24,76 | 19,41
16.6.2. 19,10 | 18,15 120,31 | 18,54 | 19,02
16.6.3. 19,97 119,44 12291 | 17,23 | 19,89
25.6.1. 8,59 | 8,06 120,30| 20,53 | 14,37
25.6.2. 20,05 | 13,08 122,60 | 14,84 | 17,64
25.6.3. 9,69 |10,97 [22,12| 16,98 | 14,94
7.5.1. 7,97 | 6,54 |18,26| 14,67 | 11,86
7.5.2. 11,98 | 8,47 |15,63| 9,84 11,48
7.5.3. 6,74 | 9,27 |14,86| 8,94 9,95
AFO 541 2,88 2,88
Celkovy prumér 11,27 | 12,16 | 17,72 | 14,90 13,90

Tabulka €. 9 - Pomér nartistu ESM 8. tyden vzhledem k 0. tydnu — jen LP média

19,89x. Déle nasledovaly linie 16.6.1. (19,41x), 16.6.2. (19,02x) a 25.6.2. (17,64x).
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Graf ¢. 4 — Primérny nartst ESM na LP médiich v 8. tydnu

Absolutné nejlépe se pak dafilo linii 16.6.1. na LP5 médiu, kde se ESM zvétsila béhem 8
tydnt 24,54x. Déle nasledovala linie 16.6.3. na LP4 médiu (20,91x), 25.6.2. na LP4
médiu (20,60x) a 25.6.3. na LP4 médiu (22,12x), viz. tabulka ¢. 9 a graf ¢. 4. Pti srovnani
téchto vysledku s linii AFO 541 (standardizovany vzorek) je patrné, ze délka subkultivace
je genotypove specificka, viz. tab. ¢. P25.

Vzhledem k tomu, Ze nejvice linii bylo nasazeno na GD3 médiu, n€které z nich na jinych
médiich ani nemohly byt vyhodnoceny, jsou zde jeho vysledky samostatné prezentovany.
Na GD3 médiu se po osmi tydnech opét nejlépe datilo liniim z lokality 7.5. — konkrétné
embryogennim liniim 7.5.9. (7,03 nasobny nartist v 8. tydnu oproti nultému tydnu),

7.5.11. (6,05x), 7.5.7. (5,37x) atd., podrobné vysledky v Ptiloze Proliferace (kap. 12.2.2).

Zde kontrolni linie AFO 541 nedosahovala jiz tak dobrych vysledki a s primérnym

nartistem 3,28 byla hodnocena az v druhé poloviné sledovanych linii.

4.a 8. tyden

Pii porovnani jednotlivych linii bylo pouzito programu SAS. Z Tukeyho testu byly
vybrany homogenni skupiny embryogennich linii mezi jejichz priméry (priméry
relativnich pfirdstt) neni statisticky signifikantni rozdil. Do prvni homogenni skupiny
byly zafazeny linie 25.6.1., 7.5.9. (pro 4. tyden) a 16.6.2., 16.6.1., 25.6.1. (pro 8. tyden).
Do druhé homogenni linie pak bylo zafazeno celkem 9 linii pro 4. tyden a 13
embryogennich linii pro 8. tyden. Samostatné tabulky zde nejsou prezentovany, vzhledem

k rozsédhlosti informaci a stranek.
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6.3. Maturace

Pro fazi maturace byl zjiStovan vliv pouzitych médii, resp. hladiny rastovych regulatort
na vytézky zralych embryi. Stejné tak byl zjisStovan vliv plivodu primarnich explantat na
optimalni pribeh a vysledek (maximalni vytézek zralych somatickych embryi) faze zrani.

Sledovanou hodnotou byl prim&my poéet embryi na cm?, viz. kap. 5.8.3.

Vzhledem k rozdilné riistové dynamice embryogennich linii vznikl nestejny pocet
provedenych pozorovani pro jednotlivda média. Tato skutecnost je feSena pii statistickém
vyhodnocovani ve vice krocich. Nejprve byl proveden rozbor celého souboru vysledki.
Nasleduje rozbor vysledkt pouze pro LP média (6, 7 a 8) a embryogenni linie mimo linie
kontrolni (AFO 541). Jako tfeti krok nasleduje rozbor vysledkd vSech linii v¢etné linie
kontrolni (AFO 541) na zvoleném GD5 médiu a na zavér rozbor vysledki kontrolni linie

AFO 541 pro LP a GD média.

Vzhledem k tomu, Ze se ani po logaritmické transformaci dat se nepodaiilo dosdhnout
podminky homogenity rozptyli pro celkovy soubor dat, byl pro vyhodnoceni pouzit
neparametricky Kruskal-Wallistiv test. Tento test potvrdil hypotézy ¢. 11 a 12 (H11 a
H12). Kruskal-Wallistiv test prokazal statistické rozdily mezi vysledky pro jednotliva
média a pro jednotlivé embryogenni linie (zrozdilnych lokalit) na hlading
pravdépodobnosti 95 % (HO byla v obou pfipadech zamitnuta), viz. Pfilohy Maturace kap.
12.3. (tab. ¢. M2 a M6). Z této skutecnosti vyplyvd, ze médium i embryogenni linie

(genetickd informace dané linie) maji signifikantni vliv na zrani somatickych embryi.

Pro cely soubor dat bylo nejvyssiho primérného poétu embryi na cm” dosaZeno na médiu
LP7 (15,16 embryi/cmz). Dale nasledovala média LP8 (10,12 embryi/cmz) a GD5 (6,57

embryi/cm?). Nejnizsiho vysledku bylo dosaZeno na médiu LP6 (4,85 embryi/cm?), viz.
tab. ¢. 10.

Primér z poétu embryi/cm’ Médium
d Y GD5 | LP6 | LP7 | LP8
Celkovy primér 6,57 | 4,85 | 15,16 | 10,12

Tabulka ¢. 10 — Primérné poéty embryi na cm” ve fazi maturace podle médii

Pii sledovani vysledkii jednotlivych embryogennich linii pfes vSechna média bylo

zjisténo, ze nejvyssiho celkového priméru bylo dosazeno ulinie 16.6.3. (16,13

76



embryi/cm®), dale pak u linie 25.6.2. (15,48 embryi/cm®), 7.5.7. (14,19 embryi/cm?) a
25.6.10. (12,15 embryi/cm?), viz. tab. &. 11.

Primérny potet embryi na cm’ Primérny pocet embryi na cm’
Embryogenni linie | Celkovy priumér Embryogenni linie | Celkovy primér
12.5.1. 11,48 25.6.3. 9,89
12.5.10. 5,07 25.6.6. 3,41
12.5.2. 2,93 25.6.7. 4,30
12.5.4. 4,37 25.6.8. 1,07
12.5.7. 11,93 25.6.9. 11,70
12.5.9. 2,63 7.5.1. 11,63
16.6.1. 11,13 7.5.10. 3,81
16.6.2. 10,79 7.5.2. 8,74
16.6.3. 16,13 7.5.3. 10,22
16.6.4. 4,90 7.54. 6,70
16.6.5. 6,73 7.5.5. 5,85
16.6.7. 1,44 7.5.6. 4,07
16.6.8. 2,56 7.5.7. 14,19
16.6.9. 5,22 7.5.8. 1,85
25.6.10. 12,15 7.5.9. 1,44
25.6.2. 15,48 AFO 541 3,20

Tabulka &. 11 — Praimérné poéty embryi na cm’ ve fazi maturace podle linii

Tyto dva vysledky (tab. €. 10 a 11) jsou vSak zatizeny chybou vzhledem k nestejnému
poctu provedenych pozorovani pro jednotlivé linie a pro dand média. Celkovy piehled

vysledkt viz. tab. ¢. M1 a M4.

Nejucelengjsi soubor dat byl k dispozici pro linie z lokality Ceskomoravska vrchovina
(16.6.) kultivovana na médiich LP6, LP7 a LPS8. Pro tato média (LP 6-8) a jednotlivé
embryogenni linie byla po transformaci dat splnéna podminka homogenity rozptyli a byla

provedena analyza rozptyld na hladiné pravdépodobnosti 95 %, vSe v Piiloze Maturace.

Analyza rozptylti opét prokazala signifikantni vliv nejen pouzitych médii, ale 1 zvolenych
embryogennich linii na po¢et embryi na cm® ESM. Na hlading pravd&podobnosti 95 %
byla tedy potvrzena hypotéza 11 (H11) a 12 (H12) (HO byla v obou piipadech zamitnuta).
V tabulce €. 12 je pak kompletni kiizova tabulka s vysledky primérného poctu embryi na

cm” pro jednotliva média a linie. Podrobné vysledky v Ptiloze Maturace.
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Primér z pofetu embryi/cm’ Indukce Médium |Celkovy
Embryogenni linie LP6 | LP7 | LP8 |primér
16.6.1. 46 | 184 | 104 | 11,13
16.6.2. 9,6 | 12,6 | 11,2 | 11,13
16.6.3. 9,4 | 252 | 13,8 | 16,13
16.6.4. 8,6 | 11,4 8,4 9,47
16.6.5. 52 | 82 6,8 6,73
[Celkovy primér 7,48 | 15,16 | 10,12 | 10,92

Tabulka &. 12 — Priaimé&rné poéty embryi na cm” pro LP média a vybrané linie

Pti kiizovém srovnéni vysledkl bylo zjisténo, ze nejlépe se z nich dafilo linii 16.6.3. na

médiu LP7 (25,2 embryi/cm?). Déle pak linii 16.6.1. na LP7 médiu (18,4 embryi/cm?) a

embryogenni linii 16.6.3. na LP8 médiu (13,8 embryi/cm?), viz. tab. &. 12 a graf &. 5.

Pocet embryi na cm2
o

i

1l

Klon

16.6.1. 16.6.2. 16.6.3. 16.6.4.

16.6.5.

@ Indukce Médium LP6
M Indukce Médium LP7
O Indukce Médium LP8

Graf ¢. 5 — Primérné vysledky maturace vybranych embryogennich linii na LP médiich

Srovnani na GD5 médiu

Pfi samostatném srovnani vSech sledovanych embryogennich linii na GD5 médiu bylo

zjidténo, Ze nejvys§i pramérny pocet embryi na cm’ dosahovaly linie 25.6.2. (15,48

embryi/cmz), 7.5.7. (14,19 embryi/cmz) a 25.6.10. (12,15 embryi/cmz). Jelikoz ani po

logaritmické transformaci data nespliiovala podminku homogenity rozptylt, byl proveden

Kruskal-Wallistv test, ktery prokazal zavislost primérného poétu embryi/cm’ na daném

médiu, na hladiné pravdépodobnosti 95 %, viz. tab. ¢. M2.
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Srovnéani pro linii AFO 541

Samostatn¢ byly pak vyhodnoceny 1 vysledky médiich GD5 a LP6 pro kontrolni linii
AFO 541. Tato data spliiovala podminku homogenity rozptylii a byla na nich provedena

analyza rozptyl na hladin€ pravdépodobnosti 95 %.

Z vysledki vyplyva vyssi aroveii primé&mého poétu embryi na cm® u GD5 média, a to
3,73 embryi/cmz, oproti 2,67 embryi/cm2 na médiu LP6, viz. Priloha Maturace. Linie
AFO 541 dosahuje pomérné malého poctu zralych embryi na centimetr ¢tverecni. Divodi
pro¢ mé kontrolni linie pravé takovou dynamiku tvorby zralych embryi mtize byt nékolik
(nevhodné kultivacni podminky, stafi linie atd.), viz. kapitola 7.3. Tato skutecnost je
zpusobena pravdépodobné nevhodnou dobou kultivace v ptedchozi fazi (proliferace).
Pocet preformovanych embryi (PEM) v ESM se snizuje, pokud je pifekrocena doba
subkultivace. Konkrétni ptfi¢inu by bylo mozno odhalit morfologickou studii, ktera by ale

kultury poskodila natolik, Ze by nebyly schopné dalsi kultivace.

6.4. Desikace a germinace

Pro fazi germinace byl zjistovan vliv pouzitych médii, resp. hladiny rastovych regulatori
na kliéni rostliny a vliv vysouseni (desikace). Stejné tak byl zjistovan vliv pivodu
primarnich explantati na optimalni pribéh a vysledek faze germinace. Sledovanou
hodnotou byl pocet klicnich rostlin (sledovdna byla optimdlni anatomickd stavba)
schopnych dalSiho vyvoje (pfenos do nesterilniho prostfedi) k celkovému poctu
nasazenych vzorkl. Vysledky vzorkii neoSetfenych desikaci byly pouzity jako nulova

srovnavaci varianta pfi posuzovani dosazenych vysledkt, viz. kap. 5.8.4.

Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo namnozit potifebny pocet vzorki pro vSechny

embryogenni linie na vSech médiich, jsou vysledky rozdéleny do n€kolik kroki.

Pro statistické vyhodnoceni vlivu desikace bylo z divodu nehomogennosti rozptyla
nutné¢ provést logaritmickou transformaci dat. Analyza rozptylu na hladiné
pravdépodobnosti 95 % prokazala signifikantni vliv desikace na kli¢eni embryi a tim také
byla potvrzena hypotéza ¢. 15 (H15); desikace ma signifikantni vliv pocet a kvalitu
klicnich rostlin Picea abies vzniklych ze SE (HO byla zamitnuta). Vzorky oSetfené
desikaci dosahovaly v priméru 2-4x vysSiho poméru kli¢icich rostlin nez vzorky

neoSetiené, viz. tab. €. 13. Podrobné vysledky viz. Pfilohy Germinace kap. 12.4.1.
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Primér klic¢icich rostlin
Klic¢eni BEZ DES Celkovy prumér
Celkovy prumér | 7,29 % | 17,09 % | 12,19 %
Tabulka ¢. 13 — Srovnani primérnych vysledkt vzorkl s a bez desikace ve fazi germinace

Dalsi testy byly provadény oddé€lené na vysledcich vzorkil s a bez oSetteni desikaci.
Desikace:

Pii pouziti analyzy rozptylu na hladin€ pravdépodobnosti 95 % byl prokazan signifikantni
vliv pouzittho média na kliCivost somatickych embryi, tzn. na zdklad¢ statistickych
vysledkl byla potvrzena hypotéza ¢. 16 (H16). Tedy na kvalitu a pocet klicnich rostlin
Picea abies ma signifikantni vliv kultivaéni médium ve staddiu germinace (HO byla

zamitnuta). Podrobné vysledky v Piiloze Germinace (kap. 12.4.).

Pro celkové srovnani médii byly vybrany dvé embryogenni linie (16.6.2. a 16.6.4.), pro
které se podafilo namnozit dostateCny pocet embryi na vSech médiich. Zde bylo
nejlepsich vysledkt dosazeno na médiu LP10 (v pruméru ptezilo 34,7 % zivotaschopnych
kli¢icich rostlin). Nasledovala média LP9 (24,96 %), LP11 (18,45 %), GD6 (14,58 %) a
GD7 (6,73 %). Vysledky byly pfitom statisticky srovnatelné pro obé embryogenni linie.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 14.

Médium Celkovy
Linie GD6 | GD7 | LP10 LP11 Lp9 | priamér
16.6.2. 1333 % | 820 % | 34,78% | 19.05% | 24.00% | 19.87 %
16.6.4. 15.83% | 526 % | 34.62% | 17.86% | 25.93% | 19,90 %
Celkovy pramér | 14,58 % | 6,73 % | 34,70 % | 18,45% | 24,96 % | 19,89 %

Tabulka ¢. 14 — Vysledky Germinace podle médii s desikaci, linie 16.6.2. a 16.6.4.

Pfi porovnani vysledki médii na celém souboru vzorkl bylo tieba provést logaritmickou

transformaci dat, po které bylo moZzno provést analyzu rozptylu na hlading
pravdépodobnosti 95 %. Nejlepsich vysledki dosazeno opét na médiu LP10 (30,06 %
kli¢icich embryi). S timto vysledkem byly jesté statisticky srovnatelné¢ vysledky média
GD6 (22,4 %) a LP9 (20,5 %). Tyto vysledky jsou vSak zatiZeny chybou vyplyvajici

z riznorodosti pouzitych embryogennich linii na jednotlivych médiich. Vysledky analyzy
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rozptylu pro transformovand data viz. tab. ¢. G10. Podrobné vysledky jsou v Ptiloze

Germinace (kap. 12.4.3.).

Pro celkové srovnani uspéSnosti embryogennich linii byly vybrany vysledky na GD6 a
LP10 médiich, které byly statisticky srovnatelné. NejlepSich vysledkii zde dosahovala
embryogenni linie 7.5.7. (na médiu GD6) sprumérem 45,83 % Kkli¢icich rostlin.
Nasledovaly linie 25.6.10. (GD6, 40,83 %), 7.5.3. (GD6, 36,67 %), 16.6.2. (LP10,
34,78 %), 16.6.4. (LP10, 34,62 %). Nejhtie si naopak vedly linie 7.5.6. (GD6, 9,17 %) a
12.5.1. (13,33 %). Srovnavaci AFO 541 linie zde dosahly 21,74 % klicivosti, viz. tab. €.
15. Podrobné vysledky v Pfiloze Germinace.

Pramér z '::::Iiér:u kliénich Médium Celkovy
Embryogenni linie GD6 | GD7 | LP10 | LP11 | Lpo | PrUmer
12.5.1. 13,33 % | 3,45 % 8,39 %
12.5.10. 2417 % | 12,20 % 18,18 %
12.5.2. 1917 % | 9,76 % 14,46 %
12.5.4. 14,17 % | 7,89 % 11,03 %
12.5.7. 1917 % | 10,77 % 14,97 %
16.6.1. 2121% | 11,43 % | 1316 % | 15,27 %
16.6.2. 13,33 % | 8,20 % | 34,78 % | 19,05 % | 24,00 % | 19,87 %
16.6.3. 31,91 % | 15,91 % | 24,44 % | 24,09 %
16.6.4. 15,83 % | 5.26 % | 34,62 % | 17,86 % | 25,93 % | 19,90 %
16.6.5. 27,78 % | 13,64 % | 15,00 % | 18,80 %
16.6.7. 20.37 % | 11,43 % 15,90 %
16.6.8. 15,07 % | 11,11 % 13,09 %
16.6.9. 23,33% | 6,25 % 14,79 %
25.6.10. 40,83 % | 16,92 % 28,88 %
25.6.2. 3417 % | 10,13 % 22.15 %
25.6.3. 19,17 % | 8,51 % 13,84 %
256.6. 18,33 % | 6,25 % 12,29 %
256.7. 1917 % | 9,76 % 14,46 %
25.6.8. 22.22% | 5,26 % 13,74 %
25.6.9. 20,83 % | 10,67 % 15,75 %
7.5.1. 17,50 % | 5,45 % 11,48 %
7.5.10. 3333 % | 7,14 % 20,24 %
75.2. 23.33% | 5,77 % 14,55 %
7.5.3. 36,67 % | 15,22 % 25,94 %
7.54. 30,83 % | 11,11 % 20,97 %
7.5.5. 17,50 % | 7,55 % 12,52 %
7.5.6. 9,17 % | 0,00 % 458 %
751. 4583 % | 17,91 % 31,87 %
7.5.8. 23.81% | 9,09 % 16,45 %
7.5.9. 14,81 % | 5,26 % 10,04 %
AFO 541 21,74 % 21,74 %
Celkovy pramér 22.40 % | 8.83 % | 30,06 % | 15,58 % | 20,51 % | 17,09 %

Tabulka €. 15 — Souhrnné statistiky vysledkti germinace podle médii a linii
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Podobné jako pro média bylo pifi porovnani vysledkii embryogennich linii na celém
souboru vzorkll bylo pouzito analyzy rozptylu na hladin¢€ pravdépodobnosti 95 %. Zde se
vSak nepodafilo prokazat vliv embryogennich linii na kli¢ivost, tzn. hypotéza ¢. 17. (H17)
byla zamitnuta, tedy embryogenni linie (geneticka dispozice) nema signifikantni vliv na
pocet a kvalitu klinich rostlin Picea abies vzniklych pii SE (HO byla potvrzena), viz. tab.
¢. GI1.

Tento vysledek je vSak opét zatizen systémovou chybou vyplyvajici z nedostatku

namnozenych vzorkl pro vSechna média.

Kontrolni varianta (bez desikace):

Po logaritmické transformaci dat byl za pouziti analyzy rozptylu na hlading
pravdépodobnosti 95 % prokazan vliv pouzitého média na klic¢ivost embryi i u vzorki bez
desikace, tzn. byla potvrzena hypotéza ¢. 16 (H16) (HO byla zamitnuta), vSe v Piiloze
Germinace (kap. 12.4.).

Pro celkové porovnani médii byly vybrany embryogenni linie 16.6.2. a 16.6.4., pro které
se podafilo namnozit dostatecny pocet vzorkli na vSech médiich. Zde bylo nejlepSich
vysledkli dosazeno na médiu LP10 — v priméru 13,39 % kli¢nich rostlin. Nasledovala
média GD6 (7,08 %), LP9 (6,09 %) a LP11 (2,38 %). Na médiu GD7 byla uspésnost
kliceni 0 %. Tyto vysledky byly pfitom statisticky srovnatelné pro obé embryogenni linie.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 16.

Kli¢eni médium Celkovy
Kliceni klon GD6 |GD7 |LP10 |LP11 |LP9 prumer
16.6.2. 583% | 000% | 1250 % | 0,00 % | 3.85% | 4.44 %
16.6.4. 833% | 000% | 1429% | 4.76% | 8.33% | 714 %
Celkovy pramér | 7.08% | 0.00% | 13.39% | 2,38% | 6,09% | 579 %

Tabulka €. 16 - Vysledky Germinace podle médii bez desikace, linie 16.6.2. a 16.6.4.

Pti porovnani vysledkii médii na celém souboru vzorkl bylo tieba provést logaritmickou
transformaci dat, po které bylo mozno provést analyzu rozptylu na hlading
pravdépodobnosti 95 %. NejlepSich vysledki bylo dosaZzeno na GD6 médiu (12,38 %
kli¢nich rostlin). S timto vysledkem byly jesté statisticky srovnatelné vysledky média

LP10 (10,54 %). Ostatni média méla pramér niz§i nez 5 %. Tyto vysledky jsou vSak
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zatizeny chybou vyplyvajici zriiznorodosti pouzitych embryogennich linii na
jednotlivych médiich. Vysledky analyzy rozptylu pro transformovana data viz. tab. €.

G10. Podrobné vysledky jsou v Pfiloze Germinace kap. 12.4.3.

Ve varianté bez pouziti desikace nebyl prokazan vliv zvolenych embryogennich linii na
klicivost embryi za pouziti analyzy rozptylu na hladiné pravdépodobnosti 95 %, tzn.
stejné¢ jako u desikovanych vzork byla zamitnuta ¢. 17 (H17). Nebyl potvrzen vliv
embryogenni linie na kultivaci ve stadiu germinace (HO byla potvrzena). Podrobné

vysledky jsou v Pfiloze Germinace (12.4.).
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7. Diskuse

7.1. Indukce embryogenniho pletiva

Jako primarni explantaty jsou velmi vhodnd nezrald ¢i zrala zygotickd embrya (Gupta a
Grob, 1995). Iniciace explantatovych kultur ze zralych semen Picea abies je méné
naro¢nd nez iniciace z nezralych semen, napt. z diivodi obtizného odebrani primarnich
explantati v neptiznivych ro€nich obdobich, obtizn¢ uptesnitelna optimalni doba vyjmuti
nezralého zygotického embrya ze semene (Tremblay, 1990; Vagner a kol., 2005a),
naro¢na preparace atd. Naopak iniciace ESM z nezralych semen je uspésnéjsi (Hakman a
von Arnold, 1985). Jako primarni explantaty se vyjimecné pouzivaji 1 jiné Casti rostlin
napi. délohy semenackt (Lelu a kol., 1990), jehlice (Tremblay, 1990; Ruaud, 1991;
Harvengt, 2001); ty vSak maji niz$i hodnoty vysledkii pfi iniciaci ESM (Végner a kol.,
2005a).

Ve svych experimentech jsem si zvolila jednodussi cestu pro iniciaci ESM Picea abies
s ohledem na cile zvolené na zacatku experimentl (ovéfit zda je proces SE vhodny i pro

komer¢ni propagaci).

Sterilizace zralych semen probihala ve dvou etapach. Nejprve jsem semena ponechala
v 80 % ethanolu (1 min), néasledovala sterilizace v 15 % roztoku chlornanu sodném
(SAVO) (20 min) a dikladné omyti ve sterilni destilované vod¢ (3x). Po prvni casti
sterilizace byla semena ponechdna ve sterilni vodé¢ (4 h), aby doslo k jejich nabobtnéni a
snaz§imu vyjimani embryi. Bobtnani probihalo ve flow-boxu umisténém v tmavé
kultivaéni mistnosti. Po nabobtndni byla semena vyjmuta, opét sterilizovana (10 %
chlornan sodny/20 min) a dikladné¢ promyta ve sterilni destilované vodé (3x).
Jednofdzova nebo kratsi doba sterilizace se v pfedchozich pokusech neosvéd¢ila. Kultury

pti kratsi sterilizaci byly kontaminovany (plisn¢, bakterialni infekce atd.).

Krat$i dobu sterilizace ovSem ve svych experimentech popisuji Rauscherova (1990),
Tremblay (1990) a Ruaud (1993). Tremblay (1990) uspésné pouzil pouze 3, 7 a 15
minutovou sterilizaci v chlornanu sodném (20 %) u semen Picea glauca. Ruaud (1993)
pouziva pro sterilizaci semen Picea abies 38 % hydrogen peroxid (20 min) a
Rauscherova (1990) popisuje uspésnou sterilizaci semen téhoz druhu pomoci chloridu
rtutnatého (0,1 %/25-30 min). Chlorid rtutnaty je k rostlinnému materialu velmi Setrny,

ale manipulace snim vyzaduje podminky prace jako svelmi nebezpecnym jedem.
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Sterilizaci semen ethanolem (70 %/5 min) spolu s chloridem rtutnatym (0,1 %/5 min)

popisuje napt. Vagner a kol. (2005a).

V nékterych ptipadech se pouziva po sterilizaci bobtnani semen. To pak usnadiiuje
vyjimani embrya ze semene (Tremblay, 1990). Bobtnani probiha nejcastéji ve sterilni
destilované vodé nebo v zivném roztoku, pii pokojové teploté nebo v lednici. Tremblay
(1990) testoval optimalni dobu bobtnani semen u druhu Picea glauca (1, 2, 3, 4, 6, 8, 16,
24 hod/25 °C). Bobtnani ma podle tohoto autora vyrazny vliv na kvalitu explantatu; pti
delsi dobé nez 4 hodiny se snizuje vytvafeni ESM. U semen ponechanych déle nez 8
hodin k nabobtnani byla nésledna tvorba ESM nizsi az o 50 %. Nabobtnani semen Picea
abies po dobu 24 hodin popisuje Gupta a Durzan (1986). Embrya byla vyjmuta po 24

hodinach nabobtnani, ale pouze 5-6 % embryi tvofilo pletivo.

Jako novy a velmi podstatny faktor ve stadiu iniciace se v publikovanych studiich zmifiuje
cast embrya (primarniho explantitu), kterd se vkldda na kultivatni médium
(Ramarosandrata a Staden, 2003). Pfi svych experimentech jsem odiezavala ze semen
semenny obal spolu s ¢asti endospermu tak, aby nedoslo ke kontaktu s embryem, viz. obr.
¢. 02. Vnékterych piipadech, vzhledem k rozdilné velikosti embryi a manuélni
naroc¢nosti, doslo k pfetnuti embrya v zoné 1 (apikalni ¢asti meristému), piipadné zo6né 2,
viz. kapitola 4.2.2. Zéna 1 je podle autorti Ramarosandrata a Staden (2003) také schopna
produkovat ESM. Vyssi ¢ast hypokotylu (zéna 2) a prilehlé ¢asti autoii povazuji za

nejvice embryogenni ¢ast ze zygotického embrya.

Po 4-6 (vyjimecné 2-8) tydnech kultivace zaCalo na embryu pfirtstat pletivo, viz. obr. €.
0O4. Tvotici se ESM byla odstranéna na proliferujici médium az po nartstu pletiva na
minimalni velikost (10 mm), viz. metodika kultivace Vagner a kol. (2005a). Pii pokusech
bylo ziejmé, Ze pletivo, které vznikalo ze zoény 4 bylo nazelenalé, pii dalsi kultivaci
kalusovatélo a nemélo embryogenni schopnost. Pletivo vzniklé z 2. zony bylo pravidelné
bilé az prusvitné, konzistentni sjemnou vlaknitou strukturou (ESM). Zény 1 a 3
iniciovaly jak ESM, tak 1 pletiva, ktera byla nazloutld vice ¢i mén¢ konzistentni nebo
jinak formovana. Jiz v roce 1985 autofi Hakman a kol. uvadi, ze vhodna ¢ast embrya pro
tvorbu ESM je pravé hypokotylova ¢ast. Gupta a Durzan (1986) popisuji, Ze z déloh se
tvofi pouze pletivo zelené-kompaktni, z hypokotylu a kofinkd pletivo bilé-prisvitné

viskozni s proembryogennimi shluky (sloZzené z prodlouzenych bunék suspenzoru a
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malych hustych bun¢k s velkym jadrem). Tento popis tvorby ESM je ovSem s rozporem

s vyse popsanou studii autorti Ramarosandrata a Staden (2003).

Pfi praci s pinzetou a jinymi chirurgickymi nastroji (ntizky, jehla atd.) nelze vyloucit ani
mechanické poskozeni embryi. Von Arnold (1987) uvadi, Ze poSkozeni embryi podporuje
embryogenni schopnost. Pii vyjimani semen jsou embrya Casto poSkozena, a pravé u
poskozenych embryi je mnozstvi a vyvoj pletiva podstatné vysSi nez u embryi

neposkozenych (27 % : 7 %) (von Arnold, 1987).

Riizné laboratofe pouzivaji rozdilnad kultivaéni média pro iniciaci ESM u Picea abies
napi. modifikované MS, LP, MSG (Becwar a kol., 1988), DCR (Gupta a Durzan, 1985)
(Tautorus a kol. 1991), BM (von Arnold a Eriksson, 1981) (Attree a kol., 1991). Témér
vSichni autofi se ale shoduji na dilezité funkci auxini a cytokinind pro tuto fazi. Vagner a
kol. (2005a) uvadi, ze makro a mikroelementy (slozky A a B vmédiu) nejsou tak
dilezité, jako aplikace auxinl a cytokinini do média, jmenovité pak 2,4-D, NAA, BA a

kinetin.

Nejvyssi embryogenity bylo dosazeno na modifikovaném GD (1) médiu a to v priméru
14,8 % embryi tvofilo ESM. Statisticky srovnatelnych vysledkl bylo dosaZzeno opét na
modifikovanych médiich GD (2 a 4), a to primérné hodnoty 14,3 % resp. 11 %, viz. kap.
6.1.a12.1.

Z vyse zminénych vysledkl vyplyva, Ze nejvyssi embryogenity bylo dosazeno na médiu
(GD1, resp. GD2), které obsahovalo pouze nizsi hladiny cytokinin (2 uM BAP a 2 uM
kinetin, resp. 4 pM BAP a 4 uM kinetin) bez pfitomnosti auxinti. Treti uspésné médium
GD bylo obohaceno o nizsi hladiny cytokinint a auxin (4 uM BAP, 4 uM kinetin a 10
uM 2.,4-D). Z testovanych LP médii tvofilo nejvice ESM (9,17 %) médium LP5, které
také obsahuje pouze cytokininy (5 uM BAP a 5 puM kinetin). Médium LPS5 bylo pfitom

vvvvvv

Jako jedno z nejméné uspesnych médii (druhé nejhorsi vysledky) se osvédcilo médium
GD3 (4,8 % embryi tvofilo ESM). Pravé toto médium s identickou hladinou rtistovych
regulatorti (5 uM 2,4-D, 2 uM BA a 2 uM kinetin) pouziva Vagner a kol. (2005a) ve své

praci pro iniciaci ESM.
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Mnoho autori popisuje pro stadium iniciace modifikované LP médium obohacené o 2,4-D

(10 uM) a BAP (5 uM) (Hakman a Fowke 1987, Attree a kol. 1995).

Von Arnold (1987) uvadi, Ze pro iniciaci embryogenniho pletiva jsou vhodné koncentrace
NAA nebo 2,4-D (5-20 uM) v kombinaci s BAP (5 uM), pfi¢emz nejvhodnéjsi byla
koncentrace 2,4-D v rozmezi 10-20 uM. Uspé&snost iniciace ESM se v tomto pokusu
pohybovala mezi 7-30 %. Nizkou uspéSnost iniciace ESM (5-6 %) méli ve svych
pokusech Gupta a Durzan (1986), ktefi pouZzivali médium také s kinetinem a vy$Simi

koncentracemi BAP (20 uM) a 2,4-D (5 uM).

Z popsanych vysledkl jinych autort 1ze usuzovat, ze nejcastéji uzivané koncentrace pro
auxiny jsou 5-20 uM 2,4-D, 5-54 uM NAA, a pro cytokininy 5-20 uM BAP a 20-25 uM
kinetinu. Kombinaci vSech vySe zminénych auxind i cytokinini pro iniciaci ESM

doporucuje napt. Suss a kol. (1990).

Pii porovnani vysledkii zlaboratofe KDSDL a pii porovnani vysledkil s ovéfenymi-
publikovanymi metodikami jinych laboratofi je patrné, ze vysledky u neznamého
biologického materidlu (material, ktery nema piedem ovérenou adaptabilitu na laboratorni
podminky) pifi zachovani postupli i koncentraci nejsou zcela srovnatelné. Park a kol.
(1993) udavaji vysledky produkce embryogenniho pletiva ze zralych semen 30 linii v
rozsahu 3,3-54,6 %. Ve své praci von Arnold (1987) uvadi produkci embryogenniho

pletiva ze zralych semen v rozsahu 7-30 % na médiu LP (2,4-D 2 mg.I™).

Inicia¢ni koeficient je zavisly na genotypu primarniho explantatu (Jain a kol., 1988).
Iniciace kultur je ddna i genetickymi faktory a produkce embryogenniho pletiva je Casto
mozna jen u urcitého procenta explantatii. Passerieux a kol. (1999) uvadi, GispéSnost pfi
iniciaci ESM 25 %. Vysledkem tohoto jevu je snizeni genetické diverzity, nebyl vSak

prokazan selek¢ni efekt SE (Passerieux a kol., 1999).

Tremblay (1990) uvadi, ze iniciace procesu SE je ovlivnéna geografickym mistem
puvodu primarniho explantatu a skladovanim semen. Autor popisuje u Picea glauca

korelaci mezi kli¢ivosti semen a schopnosti tvofit nediferencované pletivo nebo ESM.

Jako uspésné lokality ke sbéru zralych semen (tvorba ESM 5-12 %) autor uvadi napf.

vvvvvv

prvni stidium na zakladé Tukeyho testu vyhodnoceny Ceskomoravska vrchovina (12 %
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isp&$nost iniciace ESM; 80 % kligivost semen), resp. Piedhoii Sumavy a Novohradskych
hor (11,67 %; 75 % kli¢ivost semen).
Na zaklad¢ statistickych vysledkli se da konstatovat, Ze médium i lokalita maji

signifikantni vliv na iniciaci ESM.

Souhrnné lze fict, ze indukce ESM nejlépe probihala na médiu obohaceném pouze o
rizné druhy cytokinini. Média 1 koncentrace zvolenych rtstovych regulatora byly
zvoleny na zékladé¢ pfedem ovéfenych vysledkli (metodik), 1 pfesto iniciace ESM
nepiesdhla 15 %. V této souvislosti se nabizi otdzka, zda u metodik neni vynechana
nckterd z dalezitych veli¢in nebo zda se jedna o nahodny jev, spojeny s pivodem

materidlu, systémovou chybou v laboratotich apod.

U dalSich studii by bylo jist¢ zajimavé prokazat zjakych divodi ma pravé lokalita
vyznamny vliv na iniciaci ESM. Jestli se jedn4d o signifikantni vliv LVS, znecisténi
prostfedi, druhovou skladbu lesa, nadmoiskou vysku apod. Nesporné velmi zajimavé by
bylo zjisténi korelace mezi vegetativnimi znaky zralych semen (napt. hmotnost, obsah

vody apod.) a adaptabilitou na laboratorni podminky (kultivaci in vitro).

7.2. Proliferace

Udrzovani ESM neni pfili§ naro¢né vzhledem k tomu, ze v ESM nedochazi k zadnym
vyraznym zméndm v morfologii ani anatomii kultur (kumulace zasobnich latek, tvorba
organt atd.). I presto je pribch proliferace podstatny pro moznou kryoprezervaci a

genové manipulace, které se uskuteciuji praveé v této fazi (Clapham a kol., 2000).

Jak uvadi Egertsdotter a kol. (1993) proliferujici ESM se da rozlisit na dvé morfologické
skupiny, viz. kapitola 4.3.1. Toto rozliSeni je z4sadni pro dalsi vyvojové faze SE. Jiz ve
fazi proliferace jsou utvorena v pletivu polarni (typ Al), solarni (A2) nebo nevyvinutd
somatickd embrya (A3). Pfenosem kultury na matura¢ni médium se embrya jen zformuji a
dale zraji. Na suspenznich médiich jsou u jednotlivych morfologickych typt kultur
zietelné zmény, napt. shluky (A2) a agregace embryi (B) (Egertsdotter a von Arnold,
1995).

Pro vSechny kultury bylo ve stadiu proliferace pouzito pevné zivné médium, protoze jak
uvadi Vagner a kol. (2001) na pevnych zivnych médiich je mozné ziskat podstatné lepsi

vysledky ve srovndni se suspenznimi kulturami. Paques a kol. (1992) spolu s
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Gorbatenkem a Hakmanem (2001) uvadi, ze kvalita kultur na pevnych médiich je vyssi

nez na tekutych médiich.

Metodika pro pouziti suspenzni kultury v této vyvojové fazi byla patentovana (U.S. Pat.
No. 5491090). U druhl Picea glauca x engelmannii, Picea mariana a Picea abies

suspenzni kultury vyuzili napt. Lulsdorf a kol. (1993).

Dlouhodobou kultivaci (18 mésicti) na tekutych zivnych médiich u Picea glauca pak
popisuje jiz v roce 1988 Dunstan a kol. Suspenze byla tvofena ze shluku bunék, a byla
uspésné kultivovana na LP médiu s piidavkem 2,4-D (9 uM) a BAP (4,4 uM). Po urcené
dobé¢, byly shluky bunék promyty a pfeneseny pro dalsi kultivaci na pevné filtrové disky.
Suspenzni bunécnou kulturu u Picea abies (K médium; Gorbatenko a Hakman, 2001)
obohacenou o auxin (10 pM NAA) a cytokinin (5 uM BA) uspéiné vyuzival napt. tym
Gorbatenko a Hakman (2001) po dobu 2-7 let. Suspenzni kultura obsahujici formované
shluky bun¢k byla naockovana do média a pouzita Usp&$né pii dalsi fazi SE (Gorbatenko

a Hakman, 2001).

Primarni explantdt si ponechavd embryogenni schopnost po dobu né¢kolika mésici
(Vagner a kol., 2005a) 1 pfesto jsem utvorené ESM z primarniho explantatu oddélovala po
médium proliferacni jsem pouzivala sterilni pinzety, z divodu maximalni obezfetnosti pti
mozném naruseni ESM. Skalpel k oddélovani ESM nedoporucuje ani Vagner a kol.

(2005a).

Pii ponechani ESM na primarnim explantatu po delsi dobu pletivo degradovalo, hnédlo a
kalusovatélo. Velikost odd€leného pletiva jsem zvolila na zaklad¢ predchozi zkusenosti a
prostudované literatury. Mensi &asti pletiva (6-8 mm?), které jsem pienesla na Serstvé
médium vice podléhaly nekrotizaci a jejich pocatecni rist byl pomalejsi. VEtsi pletivo
(9 -12 mm?) rostlo zprvu rychleji a bez vétsich morfologicky patrnych zmén. Vagner a
kol. (2005a) pouziva pro pfenos na jiné médium velikost pletiva okolo 10 mm. K vyse
popsanym experimentim proliferace bylo vétSinou pouzito pletivo s minimalni velikosti

10 mm a vétsi.

Kultury byly po 2 tydnech kontrolovany (mozna kontaminace apod.) a sterilné¢ pieneseny
na Cerstva kultivatni média. V této fazi je vétSina somatickych embryi v Casném

vyvojovém stadiu a ma schopnost dalSiho déleni. Vzhledem k vySe popsanym aspektiim,
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byly u kultur sledovany nékteré morfologické charakteristiky jako napt. konzistence,
barva, tvar, apod. s cilem zachovat maximalni embryogenni schopnost, viz. obr. ¢. O5 a
06. Jako kultury nevyhovujici a dale nepouZitelné byly vyfazeny ty, které kalusovatély a
vyrazné se svym vzhledem a anatomickou stavbou oddalovaly ESM. I piesto zaklady
suspenzoru a jiné anatomické c¢asti by byly odhaleny jen pii podrobnéj$i anatomicko-
morfologické studii (Egertsdotter a kol. 1993; Filonova a kol., 2000; Bozhkov a kol.,
2002b). V této fazi se vyrazné projevila rozdilna ristovd dynamika kultur a embryogenni

schopnost.

I pletiva, ktera svym vzhledem jiz neodpovidala ESM, zmenSovala se nebo jinak
degradovala byla ponechana proto, aby byl statisticky soubor kompletni. K dalsi kultivaci
(stddium maturace) vsak jiz tyto kultury nebyly pouzity.

Jednim ze zpiisobl jak prokdzat embryogenni schopnost kultur je barveni explantat a
nasledné vyhodnoceni pod mikroskopem. Jokinen a Durzan (1994) pouzivali acetokarmin

pro obarveni hlavicek vznikajicich embryi nebo Evansovu modf pro obarveni suspenzoru.

Jako jeden z dalSich zptisobti poodhaleni vnitini struktury ESM autofi popisuji (Vagner a
kol., 2005a) barveni pomoci pouziti stiibra nebo 4-6-diamino-2-fenylindol dichloridu
(Giemsa, Feulgen). Toto barveni pak probiha v nékolika krocich: 1/ fixace pletiva v 96 %
ethanolu spolu s kyselinou octovou v poméru 3:1 (24 hod); 2/ promyti destilovanou vodou

a nasledny ptenos do 70 % ethanolu; 3/ hydratace po dvouminutovych intervalech.

Rychlé barveni je mozné provést pomoci trypan blue (0,04 % roztok ve vod¢). Roztok se
pfidava pfimo k malému kousku pletiva (o velikosti pfiblizn€¢ 2 mm) bez ptedchozi
fixace. Po n¢kolika sekundéach je pridana kapka vody a obarvené casti jsou odstranény
pomoci celulézy. Tato metoda muze byt také pouzita pro ranna stadia maturace

somatickych embryi (Vagner a kol., 2005a).

Riizni autofi popisuji formovani embryi ve stadiu proliferace rozdilng, viz. kapitola 4.3.1.
Napt. Dyachok a kol. (2002), Bozhkov a kol. (2002b), von Arnold a kol. (2005) hovofti ve
stadiu proliferace o formovani pro-embryonalni hmoty (PEM) a tvorbé somatickych

embryi v rizném stupni vyvoje.

Smertenko a kol. (2003) ve své praci rozdéluje PEM na tfi morfologické skupiny: 1/

meristematické¢ builkky proembryonalni hmoty; 2/ findln¢ diferencované suspenzorové
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buiiky; 3/ trubicové bunky. Filonova a kol. (2000) ve svém c¢lanku rozdéluje PEM na tfi
stadia (PEM I, PEM 1II a PEM III). Kritériem pro jednotliva stadia je pak pocet bun¢k a
bunécénd organizace. Velmi obdobné rozdéluje systém PEM i1 Dyachok a kol. (2002).

Postupny nartst vnitini struktury PEM spolu s programovou bunécnou smrti je nezbytny
pro dalsi fazi SE — formovani embryi a jejich postupné zrani (Filonova a kol., 2000;
Dyachok a kol., 2002; Bozhkov a kol., 2002b; Smertenko a kol., 2003; Bozhkov, 2005;
Bozhkov a kol., 2005a; von Arnold a kol., 2005).

Bozhkov (2005) ve své praci popisuje dva vyvojové procesy, které spousti pravé PCD: 1/
PCD eliminuje ptechodné embryogenni struktury (suspenzor, ktery neni potieba v dalsich
fazich SE); 2/ PCD eliminuje nepiipravena (ne zcela zformovana) embrya; tato funkce
plati také mimo in vitro systém, napt. pii reakcich na stres nebo mutageny a je to také

bézny rys rostlinnych druhtl, které produkuji polyembryoticka semena.

Auxiny a cytokininy jsou dilezité pro formovani PEM a proliferaci. Vycerpani auxind
z média blokuje vyvoj PEM a zptisobuje bunécnou smrt ve velkém rozsahu (Dyachok a
kol., 2002; von Arnold a kol., 2005). PCD po vycerpani ristovych regulatord (PGR —
auxiny a cytokininy) ovSem stimuluje PEM k formovani embryi. PCD je obvykle

doprovazena poklesem pH v médiu (von Arnold a kol., 2005).

Pii pokusech ve stadiu proliferace bylo pH upraveno na 5,8 a byla pouzita média
obohacend o auxiny i cytokininy. Nartist ESM ve 4. a 8. tydnu byl nejvétsi na médiu LP4
médium LP3 opét pro 4. i 8. tyden. Médium LP4 bylo obohaceno o nizsi koncentrace
auxinl i cytokininti (10 uM 2,4-D, 2 uM BAP a 5 uM kinetin). Médium LP5 bylo
Ptilohy Proliferace 12.2., bylo obohaceno o auxiny i cytokininy (10 uM 2,4-D, 2 uM
BAP a 10 uM NAA).

Féazi mnoZeni se zabyval Jokinen a Durzan (1994). Pro namnozeni embryogenniho pletiva
(ESM) na pozadované mnozstvi bylo pouzito polovi¢ni koncentrace LP média doplnéné
sacharozu (60 uM) a rastové regulatory 2,4-D (10 uM), BA (5 uM). Stejné médium, ale
v plné koncentraci pouzivaji pro pokusy jiz v roce 1986 autofi von Arnold a Hakman.
Byla zkouména rozdilna koncentrace sacharézy (1,5, 10, 20, 30, 40, 50 g.l'l ) na LP médiu
obohaceném o 2,4-D (10 uM) a BAP (5 uM).
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Porovnani s vySe zminénymi pracemi je zajimavy poznatek Tremblay (1990), kdy autor
popisuje nevhodnou koncentraci rtistovych regulatort na LP médiu. Pti pouziti 10 uM
2,4-D spolu s 5 uM BAP zaciné bilé embryogenni pletivo po tiech mésicich kultivace

hnédnout a prestava rast.

Velmi tspésnou proliferaci uvadi Vagner a kol. (1998) na médiu GD obohaceném o 2,4-D
(5 uM), BAP (2 uM) a kinetin (2 uM). Na tomto médiu se zvétSovala cCerstva
embryogenni hmota po 7 dnech 3,2-4,8x a béhem 13 mésicii nebylo zaznamenano sniZzeni

rychlosti nartstu.

Identické médium jako pouziva Vagner a kol. (1998) bylo pouzito pti pokusech
v laboratofich KDSDL a bylo oznaéeno GD4. Nejmensi nartist ESM ve 4. tydnu byl
zaznamenan na médiu GD3 a GD4, resp. nejmensi narist embryogenni hmoty byl

zaznamenam v 8. tydnu na médiich GD4 a GD3, viz. Pfilohy Proliferace 12.2.

Vysledky ukazaly, ze je ve fazi proliferace ma signifikantni vliv na vyvoj kultury praveé
kultivaéni médium a hladiny ristovych regulatori. Vzhledem kvyse popsanym
vysledktim v laboratofi KDSLD a vysledkiim jinych autord lze Fici, Ze embryogenni linie
reaguji zcela rozdiln€ na predem ovérend média a hladiny ristovych regulatorii. Stejné
jako v ptedchozim stddiu SE vysvétleni se nabizi v podobé systémové chyby (Spatna
kalibrace pH metru apod.) nebo se miize jednat o jiny blize nespecifikovatelny jev. Jako
jedno zmoznych vysvétleni se pak nabizi prokazany signifikantni vliv jednotlivych
embryogennich linii, resp. jejich genetické dispozice na proliferaci (ve 4. i 8. tydnu). Jako

dals$i mozné vysvétleni se nabizi interval pasdzovani.

Végner a kol. (2005a) uvadi, Ze optimalni interval subkultivace je 1-2 tydny. Pro linii
AFO 541 pak doporucuje ptfenos na Cerstvé médium kazdy tyden. Von Arnold (1987)
uvadi, ze pokud nedochazi k pasdZzovani dostatecné Casto, tvofi se aberativni embrya.
Interval pasazovani pak autorka uvadi v rozmezi 2 tydnd az 1 mésice. Jako optimalni,
uvadi Jokinen a Durzan (1994), ptenos na cerstvé médium 2x v intervalu 35 dni,
nejpozdéji vSak 1x za 10 dni. Diky delSimu intervalu pasdzovani pak podle autorti miize
dojit k pronikani polyembryogennich shluki do sebe, coz vede kvyvoji
nediferencovaného pletiva. Autofi zaznamenali, Ze snizend produkce somatickych embryi

Casto souvisi se ztratou embryogenniho potencialu kultury po dlouhodobém udrzovani
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kultury a obvykle je doprovazena i morfologickymi abnormalitami (Jokinen a Durzan,

1994).

Ve svych pokusech jsem volila interval pasdZovani 2 tydny, vzhledem k pfedchozim
zkuSenostem s riistovou dynamikou kultur a prostudované literatufe. Aby mohl byt
zaznamenan piirist ESM v ¢ase byl explantat pouze prenesen na Cerstvé médium, nebyl
o¢istén o neembryogenni shluky ani jinak ovlivnén. Proto je mozné, jak uvadi napf.
Jokinen a Durzan (1994), Ze doslo k anatomickym zménam, které mohly ovlivnit vyvoj
ESM a jeji dalsi rist. To by vysvétlovalo pro¢ u linie AFO 541 nedoslo k vétSimu nérGstu

ESM (4. a 8. tyden), viz. Ptilohy Proliferace (12.2.)

Jiz v této fazi se u jednotlivych linii ukazala rozdilna rtistova dynamika i adaptabilita na
laboratorni podminky. Jako velmi zajimavy jev povazuji fakt, Ze na konci faze iniciace
bylo celkem 383 embryogennich linii, ale pokusy bylo mozno zacit jen se 43 liniemi, viz.
kap. 6.2. U vétSiny kultur doSlo pravdépodobné k anatomickym zménam, které zptisobily
snizeni embryogenniho potencidlu, stejné¢ jako uvadi Ulrychova (2004). Dalsim mozny,
vysvétlenim je Spatna adaptabilita danych linii na laboratorni podminky, nebo nevhodné

zvolené kultivaéni podminky.

Velmi dobte se pak v kultivaci dafilo liniim 25.6.1, 25.6.2., 16.6.3. (dle vysledkl po
ctyfech tydnech kultivace) a liniim 16.6.1., 16.6.3., 25.6.2. a linii 25.6.3. (dle vysledki po
osmi tydnech kultivace), viz. Ptilohy Proliferace (kap. 12.2.).

Z vysledki SASu vyplyva, Ze embryogenni linie 25.6.1. ma velmi dobrou adaptabilitu na
laboratorni podminky a vyhovuje ji i dany subkultivacni interval. Tato linie ve 4. 1 v 8.
tydnu dosahovala konstantné¢ velmi dobrych vysledkd v narastu ESM. Linie 7.5.9, ktera
ve 4. tydnu dosahovala srovnatelnych vysledkt s linii 25.6.1. v 8 tydnu spadala jiz do
druhé skupiny linii (az druhé nejlepsi pfirtisty). Linie 25.6.2, 16.6.3. a 25.6.3. dosahovaly
stejné ristové dynamiky ve 4. i v 8. tydnu, a spadaji do skupiny druhé nejlepsi pfirtsty.
Na zaklad¢ téchto vysledkti lze fici, Ze tyto embryogenni linie jsou vhodné pro
dlouhodobou kultivaci nebo jako modelové linie, protoZze se chovaji standardné i

v modifikovanych podminkéch.

V dalsich pokusech by bylo vhodné zménit design pokusu a podrobit kultury
anatomickym studiim. Pomoci barveni nebo mikroskopovani by pak byly odhaleny

piipadné morfologické abnormality na daném vzorku. Praktické vyuziti je pak velmi
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slozité, protoze jednotlivé charakteristiky kultur se liSi nejen vnitrodruhové ale i
u jednotlivych embryogennich linii (Vagner a kol., 2005a). Rozsifeni moznosti kultivace
na suspenznich kulturdch (pramcich) a na médiich s novymi kombinacemi rlstovych

regulatori by jisté také ptineslo nové poznatky o proliferaci ESM Picea abies.

Jako posledni bych zde rdda zminila dlouhodobou kultivaci ESM, resp. dlouhodobé
udrzovani ESM. V laboratoii KDSDL jsou dlouhodob& udrzovany (5 i vice let) nékteré
embryogenni linie, které doposud neztratily embryogenni schopnost. Dunstan a kol.
(1993) zaznamenali Castou ztratu embryogenniho potencidlu kultury po dlouhodobém
udrzovani (subkultivaci). Tato ztrata je pak obvykle doprovazena morfologickymi
abnormalitami (Dunstan a kol., 1993). Podrobnd anatomicko-morfologickd studie
spojend s analyzou zasobnich latek, pravé téch kultur které doposud neztratily
embryogenni schopnost, by jist¢ pfinesla nové poznatky. Pravé dlouhodobé udrzeni
embryogenniho potencidlu kultur je jednou ze zakladnich podminek pro modelové linie

jako je AFO 541, C107 atd.

7.3. Maturace

V této fazi byla pouzita pro pokusy pevna Zivna média, obohacena o agar (6 g.1™).

Nekteti autofi (Attree a kol., 1990; Gupta a kol., 1993) uvadi, Ze navozeni zrani embryi na
tekutych médiich je obtizné. Obdobné¢ uvadi i Vagner a kol. (2005b), ze vytézek
somatickych embryi na zpevnénych médiich je vyssi v porovnani s kultivaci na médiich
tekutych. Schopnost produkovat zrald somaticka embrya na tekutych médiich se lisi
vramci druhti, stejné¢ jako vramci jedné embryogenni linie. Varianta kultivace na
tekutych médiich je stale otazkou z4jmu mnoha laboratofi, protoze ke komerénim ucelim
je vhodné zalozit mikropropagaci na automatizaci samotného procesu (systém

bioreaktortr), k ¢emuz jsou praveé obzvlast¢ vhodna tekutd média (Vagner a kol., 2005b).

Jako mozna varianta se pak v praxi vyuziva kombinace média tekutého (suspenzni
kultura) spolu s médiem pevnym. Attree a kol. (1990), Gupta a kol. (1993) uvadi, ze
proliferace probihala na tekutém médiu, zrani embryi pak na médiu pevném. Timto
postupem se vyrazné zvysil vytézek kotyledonarnich embryi (50 000-100 000 embryi na
litr ESM suspenze). I piesto je tento postup nevhodny pro automatické vyuziti (Vagner a

kol., 2005b).

94



Jako dalsi praktickd moznost kultivace ve stadiu zrani embryi se v posledni dobé vyuziva
kultivace na pramcich (Paek a kol., 2001), viz. kapitola 4.8.3. Velmi dobré¢ vysledky
kultivace Picea abies na pramcich uvadi Véagner a kol. (2005b). Pfi pokusech doslo
k synchronizaci zrdni somatickych embryi a zkratila se také doba potfebna ke zrani
embryi. Samotné pasazovani kultur na Cerstvd média je pak méné Casové narocné a
praktictéjsi, protoze dochazi k manipulaci pouze pramku a ne celé kultury (Vagner a kol.,

2005b).

Embryogenni kultury (bilé az lehce nazloutlé, konzistentni) stejné¢ jako typicky
embryonaln¢ suspenzorova hmota jehli¢nanti - bild az prisvitnd, kdy rannd somaticka
embrya jsou prevazné kompaktni (Svobodova a kol., 1999) byla pienesena za sterilnich
podminek na matura¢ni médium. Zména kultivaéniho média z proliferacniho na zakladni
maturacni byla pro rand somatickd embrya testovanych embryogennich linii signalem pro

zahajeni dalsiho vyvoje embryi.

Po ptfenosu embryogenni kultury na zakladni maturacni médium pokracovalo Castecné
narstdni biomasy a somaticka embrya zalozend v ESM zacala zrat. V nésledujicich
tydnech kultivace dochazelo k postupnému zvétSovani somatickych embryi. Cast embryi
se, dle klasifikace von Arnold a Hakman (1988; viz kap. 4.4.2.), vyvijela ze stadia 1
(typické usporadani pro proliferaci a pocatek zrani) pouze do stadia 2 (embrya bez dé¢loh).
Stadia 3 (embrya s vyvijejicimi se dé€lohami) dosahla pouze nékterda embrya. Podle
Jalonen a von Arnold (1991) je u ranych embryi jehlicnani pfed oSetfenim ABA
vyzadovan jisty stupen morfologické organizace, jinak nejsou schopnad na pfitomnost
ABA reagovat a podstoupit dalsi faze vyvoje. Je tedy mozné, Ze pouze nckterd rana
somaticka embrya v proliferujici kulture byla dostatecné vyvinuta, aby se mohla v reakci
na ABA dale vyvijet, zatimco ostatni embrya tuto schopnost neméla. Tyto skutecnosti
poukazuji na to, Ze se rana somaticka embrya v embryogenni kultufe béhem proliferace
nevyvijela zcela synchronné. Napf. na ¢asti explantatu, ktera se pfimo dotykala média
(bez pristupu vzduchu) embrya vznikala pouze ojedinéle. Vyvoj probihal v ramci
explantatu viceméné rovnomeérné, i piesto po meésici byla mald ¢ast embryi v pocatecni
fazi vyvoje a naopak. Zejména embrya na okrajich explantatu na rozhrani s médiem byla

vyvinutéjsi nez embrya, ktera vznikala uprostied kultury, viz. obr. ¢. O12b.

K zdarnému pribehu fdze maturace a s navazujicimi pokusy (germinace) bylo nezbytné

charakterizovat vyvoj embryogennich kultur i pfesto, Ze nemohl byt popsan vyvoj
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somatickych embryi po strance anatomické. Byly tedy pouzity zakladni klasifikace, aby
bylo mozné zaznamenat odliSnosti v utvaifeni embryi a ptipadné zachytit rozdilné

morfologické uspotradani.

Klasifikace zrani embryi byla pouzita podle autori Svobodova a kol. (1999), viz. kapitola
4.4.2. Pocatek formovani embryi byl zjistén zhruba ve druhém tydnu zrani. Po dvou
tydnech maturace bylo mozné pouhym okem pozorovat svétle zluta globuldrni somaticka
embrya, ktera presahovala povrch kultury, viz. obr. ¢. O9. Ve tfetim az Ctvrtém tydnu
zrani se zacaly objevovat d¢lohy, viz. obr. €. O10. Jiz v této fazi vyvoje bylo mozné
odhalit u nékterych embryogennich linii ¢etné vyvojové abnormality - kofenovy pol
embryi byl Casto nekompaktni, jeho integrita byla rozruSena; bylo mozné pozorovat
kalusovaténi povrchovych c¢asti embryi, napf. linie 25.6.8., 7.5.9., 16.6.7. V patém a
Sestém tydnu zrani u nékterych linii tento trend pokracoval — kofenova Cepicka se Casto
rozpadala; v oblasti kofenového pdlu dochazelo mnohdy ke kalusovaténi. Na konci zrani
dochazelo nékdy i k hnédnuti kultury a prodlouzeni kultivace nevedlo k dal§imu vyvoji

embryi naopak dochézelo k celkové degradaci kultury.

Jako zrala embrya byla vyhodnocena pravé ta, ktera méla zietelné¢ vyvinuty apikalni
meristém, prokambidlni zdklady, dobfe vyvinuté dé€lohy a kofenovy meristém, viz. obr. €.
Ol12a. Pravé dobfe vyvinuty apikdlni meristém spolu s vyvinutym kofenovym
meristémem popisuje jako nezbytnou cast zralych embryi Picea glauca Stasolla a kol.

(2002).

Egertsdotter a von Arnold (1995) rozdélily embryogenni linie do dvou skupin — A a B
(viz kap. 4.3.1.). Cast embryogennich linii (napt. 16.6.3., 16.6.1, 25.6.2) bych pfitadila z
hlediska charakteru proliferujici kultury spiSe do skupiny A, kam byly zatazeny linie s
vyvinutymi ranymi embryi, kde suspenzorova ¢ast embryi byla dobfe odliSitelna. Oproti
tomu z hlediska schopnosti zrani bych ¢ast embryogennich linii (napt. 7.5.6., 12.5.1.,
7.5.9.) fadila do skupiny B, do které byly zafazeny embryogenni linie, které poskytovaly

pouze velmi malo zralych somatickych embryi.

Autofi v odborné literatufe doporucuji zlepSeni vytézku a kvality somatickych embryi
pomoci pisobeni osmotického stresu (viz kap. 4.4.3.). Pro zrani somatickych embryi byl
tedy zvolen PEG-4000, vysokomolekularni nepenetrujici osmotikum. Jako proménliva

byla volena hladina ABA, viz. kap. 4.4.3.
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Moznosti, jak casteCné vysvétlit ptisobeni PEGu na embryogenni kultury jehli¢nanti, jsou
interakce mezi pusobenim PEGu a ABA, viz. kapitola 4.4.3. PEG ptsobi urcité zmény
pravdépodobné tim, Zze vyvolava osmoticky stres, na ktery pak reaguje ABA, jakoZzto
hormon ucastnici se stresovych reakci (Attree a kol., 1995; Kong a Yeung, 1995; Find,
1997; Hogberg a kol., 1998). Autotfi Svobodova a kol. (1999) se témito interakcemi
podrobnéji zabyvali - testovali pouziti a vliv polyethylenglykolu o koncentracich 37 a 75
g1, Podle jejich vysledkt je ptidavek PEG do média vhodny pro urychleni vyvoje
somatickych embryi, prodlouzeni vyvijejicich se embryi a jejich GspéSnému dozravani,

prilis vysoké koncentrace vSak mize vést ke vzniku abnormalit vyvoje.

Mnoho autort pozorovalo po aplikaci PEGu do média sice zvySeni vytézka somatickych
embryi, zaroven také ale byly pozorovany morfologické zmény (Find, 1997; Svobodova a
kol., 1999). Nizs§i koncentrace PEGu (3,75 %) kli¢ivost embryi neovlivilovala, tato
embrya obsahovala trhliny pouze zfidka (viz. kapitola ¢. 4.4.3.), ale naopak proces zrani
urychlila a zvysila pocet vytvorenych embryi. Pfi pokusech byla zvolena hladina PEGu

2 % a nebyly shledany Zadné vétsi morfologické abnormality.

Obdobnou koncentraci PEGu (2,35 %) pouzila ve svych pokusech Ulrychova (2004).
Autorka uvadi, ze doSlo k zvySeni vytéznosti zralych somatickych embryi. Kvalita
ziskanych somatickych embryi linie AFO 541 vSak byla, na rozdil od vSech ostatnich
zkoumanych variant, hor$i. Tato embrya méla naruSenou kotfenovou ¢epicku a ve sttedové

¢asti embryi se nachazely fady mrtvych bunék (Ulrychova, 2004).

Linie AFO 541 v laboratofich KDSLD dosahovala u vSech variant velmi nepfiznivych
vysledkt. Linie AFO 541 produkovala velmi malo embryi a to vpraméru 3,73
embryi/cm” na médiu GDS, resp. 2,67 embryi/cm? na médiu LP6. I presto, e média GD5
(GD5 6,68 % pramérny pocet embryi/cm” a LP6 7,48 embryi/cm?), viz. kap. Pfilohy
Maturace (12.3.). Jako jedno z moznych vysvétleni tohoto vyvoje embryi u linie AFO 541
muze byt nizka koncentrace PEGu, kterd pravé na linii AFO 541 nepiisobi ptiznive, viz.

Ulrychova (2004).

Jako dal$i moznost, ktera by vysvétlovala neptiznivy rist linie AFO 541 muze byt délka
kultivace, resp. snizena stabilita embryogenni kultury. Dunstan a kol. (1993) zaznamenali,

ze snizena produkce somatickych embryi casto souvisi se ztrdtou embryogenniho
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potencidlu kultury po dlouhodobém udrzovani (subkultivaci) kultury a obvykle je
doprovazena morfologickymi abnormalitami. Zde je nutné poznamenat, ze linie AFO 541
byla odvozena pred 12 lety ve Francii. UZ ve fazi proliferace AFO 541 nepisobilo jako
standardizovany vzorek. Tento jev se da vysvétlit kultivacni chybou, zplsobenou napf.
kultivaci na médiu nevhodného slozeni, Spatn¢ zvolenou dobou subkultivace ve fazi
proliferace, nebo celkovou délkou kultivace v in vitro podminkach. Linie AFO 541 si

proto v ostatnich laboratotich mtze stale udrzovat dobrou embryogenni schopnost.

Ztratu embryogenni schopnosti popisuje ve své praci napt. Ulrychova (2004) a to pro linii
C107. Tato linie byla odvozena v Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské
republiky (UEB AV CR) pracovni skupinou RNDr. Martina Vagnera CSc. v &ervenci

1998. Po ztraté¢ embryogenni schopnosti byla linie C107 vyfazena z dalSich experimentd.

Jako uspésné linie se v této fazi projevily napt. linie 16.6.3., 25.6.2., 7.5.7., 25.6.10.,
16.6.1. Tyto embryogenni linie si ponechaly embryogenni schopnost a dosahovaly velmi

dobrych vysledki pfi nartistu ESM.

Neékteré embryogenni linie jehliCnana jsou stabilni po mnoho let, zatimco jiné ztraceji
embryogenni potencidl jiz po nékolika mésicich kultivace na proliferacnim médiu (napf.
Mo a von Arnold, 1991; Hogberg a kol., 1998). Abnormaln¢ utvaiend embrya se vSak
Casto vyskytuji 1 pfi pouziti kultivatniho média o nevhodném slozeni. Pozadavky na
optimalni kultivacni podminky jsou ¢asto genotypovée specifické, 1isi se nejen mezi druhy,

ale 1 vnitrodruhové (Jain a kol., 1995).

Nejvyssiho praimémého vyt&zku zralych somatickych embryi na cm” bylo dosaZeno na
médiu LP7 (15,16 embryi/cm?). Na médiu LP7 byl také ziskan nejvy$si podet zralych
embryi/cm?® a to 25,2 u linie 16.6.3. a 18,4 embryi/cm” u linie 16.6.1.

vvvvvv

embryi/cm?). Stejné tak embryogenni linie na tomto médiu dosahovaly druhych nejlepsich
vysledkdl v poétu embryi na cm’. Linie 16.6.3. - 13,8 embryi/cm®, vie viz. Piilohy
Maturace (12.3.) Souhrnné Ize fici, ze zrani probihalo optimalné pii stfednich hladinach

ABA (6 mg.I", resp. 10 mg.1™).
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Tyto vysledky je mozné srovnavat s vysledky jinych autort (Bozhkov a kol., 1992;
Egersdotter, 1996; Find, 1997; Fourre a kol., 1997; Hogberg a kol., 1998; Vagner a kol.,

1998), kteii pouzivali koncentraci ABA vétsinou v rozmezi 3-10 mg.1".

O téméf srovnatelnou hladinu ABA (5 mg.l") bylo obohaceno médium GD5 a embrya,
ktera se tvoftila pravé na tomto médiu dosahovala nejhorSich primérnych hodnot (6,68

embryi/cm?).

Viagner a kol. (1998) testoval koncentrace 5-10 uM ABA na maturacnim GD médiu. Cely
rozsah testovanych koncentraci ABA vyvoldval dal$i vyvoj somatickych proembryi
smrku na pevném i tekutém médiu, ABA v koncentraci 10 pM podporovala vyvoj nizsiho
mnozstvi embryi, ale o lepsi kvalité. V jiné praci Vagner a kol. (2005a) uvadi, ze
optimalni kultivace probihala na GD médiu pii koncentracich 20 pM ABA spolu s 5 %
PEGem. Vyvoj somatickych embryi zapocal 1-2 tydnu po pieneseni kultury na maturacni
médium. Doba potiebna k dozrani embryi se pak 1i8i podle jednotlivych embryogennich

linii a pohybuje se okolo 4-7 tydnt (Vagner a kol., 2005a).

Ovlivnéni ABA bcéhem zrani, jak uvadi Webster a kol. (1990), bylo zavislé na
embryogenni linii. Béhem vyvoje se objevovalo Siroké spektrum vyvojovych profild.
Jedena linie, jak uvadi autofi, se formovala pfi koncentraci 20 uM ABA (vysoké procento
embryi s vrcholky), pii koncentraci 40 uM pak predcasné¢ embrya predcasné klicila a pti
koncentraci 60 uM pievladala v kultufe zrald embrya. Jina linie produkovala zrald embrya
na vSech koncentracich ABA s optimem 40 pM. U vétSiny linii nizkd koncentrace ABA
(20 uM) zptisobovala predcasné kliceni (30 genotypt). Optimélni koncentrace pro vétSinu
embryogennich linii se pak podle autori pohybovala mezi 40-60 uM, pfitom 4 kultury
mély nulovou produkci embryi na uvedenych koncentracich. 20 % kultur vytvafelo méné

nez 20 embryi/gram coZ se produkéné jevi jako neefektivni (Webster a kol., 1990).

Z explantati zygotickych embryi Picea abies v pokusech von Arnold a kol. (1995)
produkovala pletiva 200-1500 embryi na 1 gram kultury.

Vysledky dozravani embryi v laboratotich KDSLD u smrku ukazuji p¥iznivou reakci na
vliv ABA (6 mg.I") a PEG (20 g.I'). Jako signifikantni, se podle statistickych vysledka,
ukdzal vliv média i embryogennich linii (lokality) na fazi maturace. Opét se také

potvrdilo, Ze urcity typ média, na kterém se zpocCatku iniciuje vznik velkého poctu
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nezralych embryi, nemusi byt zcela vhodny pro jejich dalsi vyvoj a soucasné, ze velka

produkce embryi nemusi nutné souviset s jejich velkou kvalitou.

Nastartovani zrani (zastaveni proliferace a zahdjeni dalSiho vyvoje) a zdarny prabéh zrani
jsou dva rozdilné procesy, 1 kdyz samoziejmé spolu tizce souviseji (Vagner a kol., 2005a).
Zde je dulezité zminit, ze produkce zralych somatickych embryi zavisi také na slozeni
maturacniho média, které se muze pro jednotlivé linie liSit (viz kap. 4.4.3.). Je tedy
mozné, ze embryogenni kultura kultivovand na nevhodném maturacnim médiu Spatné
zraje a produkuje malé mnozstvi zralych somatickych embryi asto o zhorSené kvalité,
ptestoze proliferace probihd standardnim zptisobem. Stabilita kultur ve stadiu maturace a

vytézek zralych somatickych embryi pak pfimo souvisi s fazi proliferace.

Mo a kol. (1989) testovali stabilitu embryogenni kultury Picea abies tim, Ze 3x opakovali
proces tvorby a zrani somatickych embryi. Schopnost embryogenni kultury produkovat
embrya schopnd pfemény v rostliny se pfitom nijak nesnizila; rovnéz nedochéazelo ke

zméndm obsahu DNA v jadre.

Stabilitu samotného embrya a embryogennich kultur je v této fadzi mozné prokazat
barvenim pomoci parafinové vrstvy (silna 12 pM). Parafinové prifezy jsou barvené ve
dvou fazich: 1/ alcianovd modra ( 0,1 % alcian blue) oznaci bunécné stény; 2/ dalsi
pridana Cervena barvici latka (1 % nuclear fast red) pak oznaci chromatinové struktury
v jadre. Tyto parafinové preparaty se pouzivaji pro analyzu vyvoje embrya, stejné¢ jako

pro urceni struktury a vyvoje ESM (Vagner a kol., 2005a).

Vysledky faze maturace by bylo vhodné doplnit jeSt¢ o zrani embryogennich linii na
vSech médiich, resp. doplnit statisticky soubor. Tento fakt, je ale velmi problematicky
vzhledem k snizovani embryogenni schopnosti nékterych linii, pravdépodobné jiz ve
stadiu proliferace. Jako feSeni tohoto problému se pak jevi pouziti digitalni kamery ve
stddiu maturace. Mikroskopovani kultury a celého embrya je vzhledem k rozmérim
embrya obtizné, proto je kultura umisténa do Petriho misek proti kontrastnimu pozadi.
Obrazova analyza (Lucia, verze 4.64) napt. umoziuje série analyz s rozmérnymi objekty
zamétfené na pribézné zmény povrchu smérem ke stiedu objektu. Vyslednd analyza ma
vysokou hloubku ostrosti a je kombinovéana s jednotlivymi snimky objektu. K tomuto
produktu patii i software umoziujici analyzu snimkt (ESM, embrya) (Vagner a kol.,

2005a). Filonova a kol. (2000) doporucuje sledovat strukturu utvareni embryi pomoci
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mapy, ktera odhaluje vyvoj bunéénych struktur spolu s morfologickymi a molekuldrnimi

markery.

7.4. Desikace a germinace

Na médium navozujicim klieni byla nasazovana jednak embrya, kterd nebyla post-
maturacné oSetfena (nedesikovana kontrolni varianta), ale také embrya, ktera prosla
pomalou ztratou vlhkosti, tzv. desikaci (17 °C) po dobu 21 dnt. Existuje mnoho
desika¢nich protokolii a variant vylep§ovani post-maturaéni faze. Uéinek tohoto kroku je
ovSem zavisly na rozdilnosti jednotlivych embryogennich linii. Nejcastéji pouzivana
varianta desikace pak je vystaveni embryi vysoké vzdusné vlhkosti (98 %) za plisobeni

stejné nebo mirné sniZzené teploty (+18 °C) po dobu 2-5 tydnli (Vagner a kol., 2005a).

Germinaéni médium bylo obohaceno o agar (6 g.'), tzn. faze kliceni probihala na
zpevnéném zivném médiu. Rozdilné ztuzovaci latky (agar, gelrit, transfer agar a

phytoagar) v GD médiu testoval v této fazi Vagner a kol. (2005a).

Pouziti pevného zivného média v této fazi uvadi i Attree a kol. (1994). Autofi popisuji
metodiku nizkorozpoctového mnozeni Picea glauca v systému bioreaktorti na tekutych
médiich. Ve fazi germinace vSak pouzivaji pevné zivné¢ médium, protoze dosud nebyl

publikovan postup uspesny pro fazi germinace na tekutych médiich (Attree a kol., 1994).

Kultivaci na tekutych médiich v této fazi zminuje o nékolik let pozdéji Hogberg a kol.
(2001). Autoti pouzili ve stddiu germinace nejprve pevné zivné médium, a posléze tekuté
médium. Vysledkem byl dobfe vyvinuty kofenovy systém rostlin a moznost piesunout po

fazi germinace kli¢ni rostliny rovnou do skleniku.

Post-maturacni vyvoj a morfologickd struktura byla pfedmétem pozorovani i v laboratofi
KDSLD. V této fazi je vyvoj kli¢ni rostliny dobie pozorovatelny i makroskopicky, tedy
bez bliz§i anatomické studie. Na zaklad¢ prostudované literatury (Attree a kol., 1994;
Bozhkov a von Arnold, 1998; Filonova a kol., 2000; Stasolla a kol., 2002; Stasolla a
Yeung, 2003; Vagner a kol., 2005a) a ptedchozich zkuSenosti byly zvoleny parametry

kli¢ni rostliny tak, aby byla pfipravena k pfenosu do ex vitro podminek.

Pro optimalné se vyvijejici embrya (u desikované varianty i nedesikované) bylo po uplynuti
subkultivacniho intervalu charakteristické nacervenalé¢ zbarveni kofenového polu a casti

hypokotylu, viz. obr. ¢. O13b. Desikovana somaticka embrya kli¢ila normaln€ — hypokotyl a
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délohy postupné zelenaly, hypokotyl se rovnomérné prodluzoval, viz. obr. ¢. O14.
Vyrazné prodluzovani v poméru k hypokotylu vykazoval kotinek, jeho barva byla spiSe

zlutoCervena, viz. obr. ¢. O15.

Pfedev§im u varianty, kterd neprosla desikaci byly vidét morfologické abnormality.
Vzhled embryi nevystavenych pomalému vysouSeni se pfili§ nezménil od posledniho
tydne zrani. Hypokotyl se prodluzoval jen pomalu, patrné bylo celkové zduieni a syté
zelend barva, viz. obr. ¢. O18. Kofinek se nevyvijel, na kofenovém poélu bylo navic
pozorovano kalusovaténi, viz. obr. ¢. O18, u nékterych embryi byl pozorovan naznak
vyvoje kofinku, viz. O18. Nékterd embrya se zacala protahovat a jevila znamky

etiolizace, viz. obr. ¢. O16.

Pti desikaci byla embrya vystavena svételné periodé, viz. kap. 5.7. V tomto bod¢ Vagner
a kol. (2005a) uvadi doposud neobjasnénou roli svétla ve fazi desikace. Attree a kol.
(1991) pouzivaji rovnéz mirné svétlo ve fazi desikace (fotoperioda 12 h/12 h). Mirné
zlepSenou vytéznost kli¢nich rostlin pak uvadi Vagner a kol. (2005a) pifi pusobeni

matného svétla (fotoperioda 12 h/12 h).

Desikace byla u somatickych embryi Picea glauca x engelmannii navozena poprvé v
experimentu autord Robertse a kol. (1990b), s cilem zlepsit kli¢eni embryi a zvysit
celkovou produktivitu. Vliv desikace na kli¢ni rostliny je, podle statistickych vysledkii
uvedenych v kap. 6.4. signifikantni. Vzrostlé kli¢ni rostliny oSetfené desikaci dosahovaly
v priméru 2-4x vysSiho poméru klicicich rostlin nez rostliny neosSetené, viz. tab. 13. Vliv
desikace je patrny pii porovnani vysledkli embryogennich linii 16.6.2. a 16.6.4., viz. tab.
14 a 15. Obdobné vysledky uvadi i Roberts a kol. (1991), Attree a kol. (1995), Bomal a
Tremblay (1999).

Pozitivni piisobeni desikace popisuje ve své praci také Chalupa (1997). Embrya, ktera
prosla desikaci vykazovala v priméru 22,05 % uspésnosti konverze ve zralé rostlinky
oproti 5,8 % utvotfenych kli¢nich rostlin bez vlivu desikace. Nejlepsich vysledki

(30,06 %) bylo dosazeno po desikaci oproti 10,54 % na stejném vzorku bez desikace.

Attree a kol. (1995) ve své praci poukazuji na fakt, Ze embrya, kterd jsou produkovéna
pomoci bioreaktorli jsou vice tolerantni k desikaci nez embrya kultivovana po celou dobu
na pevnych médich. Autofi pfi pokusu vystavily embrya tzv. rychlé desikaci (5 %

vlhkost/7-8 tydnil). Po tomto oSetfeni konverze v rostliny probihala v rozmezi 60-70 %.
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Vysouseni (desikace) indikuje v embryu ukladani zasobnich latek a napomaha prechodu
embrya do faze kli¢ni rostliny (Attree a Fowke, 1993; Bachman a kol., 1994; Downie a
Bewley, 2000; Lipavska a kol., 2000b; Bomal a kol., 2002). Béhem vysouseni se
v embryu déje cela fada procesii jako napft. snizuje se endogenni hladina ABA (Find,
1997), je redukovana biosyntéza ethylenu (Kong, 1994 v Stasolla a Yeung, 2003) a
probihaji 1 zmény v nukleové kyselin¢ (Stasolla a kol., 2003), viz. kapitola 4.5.

Bozhkov a von Arnold (1998) ve svém experimentu pozorovali HRH vysouseni embrya
spolu s obsahem vody (WC) vembryu. Vysledek experimentu ukéazal, ze WC
v desikovaném embryu zéavisi na délce ponechani embrya na médiu matura¢nim. Pfi
25-35 %) b&hem prvnich 8 dni HRH procedury, a dale se obsah vody v embryu zvySoval
jen castecné. Pii ponechani embryi 7 tydnii na maturaénim médiu byl zaznamenén pfi
HRH proceduie také pokles WC (15-25 %) béhem 8-16 dnl. Tento pokles byl ale
nasledovan rehydrataci embrya (po 24 dnech), kdy obsah vody v embryu dosahl téméf na
puvodni hodnoty jako na zacatku pokusu. Jak uvadi autofi, prvotni ztrata s naslednou
imbibici by mohla vysvétlovat procentudlni narist kli¢ivosti embryi, v porovnani
s embryi kultivovanymi 5 tydnli na maturacnim médiu (Bozhkov a von Arnold, 1998).
Vysledky casteéného nebo plného vysouseni embrya zavisi na pomérech béhem faze

maturace (Stasolla a kol., 2003).

Tyto poznatky jsou typické pro proces somatické embryogeneze, protoze jak uvadi
Stasolla a kol. (2002) optimalni pribéh kroku ptedchoziho se odrazi v krocich

naslednych.

Na statistickych vysledcich neni patrny jen signifikantni vliv desikace, nybrz i

signifikantni vliv germina¢niho média na vyvoj kli¢nich rostlin.

Médium navozujici zrani neobsahuje rastové regulatory, obsah sacharidi je snizen a
vétSinou je doplnéno o aktivni uhli (Gupta a Grob, 1995). Obsah sacharozy byl
v germina&nim médiu sniZen na 10 g.I"". Aktivni uhli bylo pouZito jako pfidavek celkem u

dvou médii, a to média LP10 (AC - 250 uM) a /2 GD6 (AC - 333 uM).

Vliv pifidavku aktivniho uhli do média se vyznamné projevil u média LP10 zvySenim
poctu vyvijejicich se kli¢nich rostlin, bez rozdilu, byla-li pfedtim embrya desikovana ¢i

nikoli.
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Pfi porovnani vysledki médii na celém souboru vzorkli bylo nejlepSich vysledku
dosazeno na médiich obohacenych o AC. Pro desikovanou variantu pak na médiu
s obsahem 3 g.I' AC (LP10) bylo vytvofeno v priméru 30,06 % kli¢nich rostlin, a na
médiu s obsahem 4 g.I" (1/2 GD6) bylo vytvoteno 22,4 % kli¢nich rostlin, viz. Ptilohy
Germinace (12.4.). Pro nedesikovany vzorek pak bylo nejlepsich vysledkii dosazeno na Y4
GD6 médiu (12,38 % kli¢nich rostlin), a s tim pak jsou statisticky srovnatelné vysledky
média LP10 (10,54 %), v tabulce €. 13 (kliceni bez desikace média celkové).

Mnoho laboratofi uziva AC pro zlepSeni kondice kultur v in vitro podminkach. AC se
puvodn¢ pridavalo do média za ucelem barvené zmény média, tedy aby simulovalo barvu
pudy a indukovalo tak 1épe zakotenovani kultur. AC také zvySuje u kultur citlivost a
schopnost reagovat na somatickou embryogenezi, organogenezi, produkci adventivnich

prytl, rist pryti a zakotfenovani kultur (Van Winkle a Pullman, 2005).

Piidavek AC do zivného média ma ovSem 1 inhibi¢ni vliv na tvorbu kofent a také
pohlcuje nékteré latky ptfidané do média (Pullman a Johnson, 2002). Mezi dalsi vlivy,
kter¢ muze ovlivnit AC patii napt.: Gprava pH média, adsorpce nezadoucich latek
(ptipadné latek inhibic¢nich), adsorpce vitaminil iontli kovil, adsorpce rastovych regulatort

véetné ABA a plynného ethylenu (Pullman a kol., 2005).

Pullman a Gupta (1991) kombinovali 1,25-2,5 g.I'" AC spolu s vysokou koncentraci ABA
nebo 2,4-D, BAP a kinetinem. Cilem bylo ziskat pozadovanou hladinu ristovych
regulatord. Jak ve své praci uvadi Van Winkle a Pullman (2005) Castym problém pii
aplikaci AC je pravé adsorpce rustovych regulatorti a rostlinnych hormonti, protoze neni
znamo kolik téchto latek zlstava pro kultivovanou rostlinu k dispozici v zivném médiu.
Autofti ve svém pokusu pouzili Sest rtiznych druht AC (Sigma C-5260, N2, Sigma C-9157,
T2, Norit Sx2, Norit Sx4, Darco G60, Merck), které se liSili napt. v objemu pora (cm3 /g,
vlhkosti atd.). Pokusy byly provadény na tekutych médiich, aby mohlo dojit k snazsi

analyze médii, resp. hladiny ristovych regulatori v médiich.

Autofti uvadi, Ze béhem prvniho dne AC pohltilo 90 % obsahu BAP a 75 % obsahu 2,4-D.
Po celou dobu sledovéani (36 dni) obsah ristovych regulatori i naddle v médiu klesal.

Nejméné pak pohlcoval AC typu Norit Sx2, N2, N1 a Darco G60.

U Picea glauca x engelmannii popsali Webster a kol. (1990) moznost ziskani zralych

embryi z embryogenniho pletiva kultivovaného na médiu VE (Webster a kol,. 1990)
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s pridavkem 1 % AC. Dalsi kultivace pokracovala po tydnu na médium s IBA (1 uM) a
bez AC, nésledné 5 tydnli na médiu obohaceném o ABA (0, 20, 40, 60 uM). Embrya byla

oznacena jako zrala ve stadiu neprihlednych embryi s dobfe vyvinutymi délohami.

Ruaud (1993) uvadi moznost pouzit média s AC na kratsi dobu (tyden) mezi fazi mnozeni
a zrani, eventueln¢ mezi faizemi zrani a konverze. Autor pouzil u Picea abies médium GD
s piidavkem AC (10 g.I'") na dobu 1 tyden pii ptenosu z proliferaéniho média na médium
s ABA (20 uM). Po 35 dnech na médiu s ptfidavkem ABA byla embrya dostatecné
vyvinutd. Vysledky této studie prokazaly pozitivni efekt ptidavku aktivniho uhli do média

s tim, ze organy zygotickych embryi byly v kazdém stafi vétsi nez u somatickych embryi.

Na hladin€ vyznamnosti 95 % byl prokazan signifikantni vliv pouzitého média na
klicivost somatickych embryi u desikované i nedesikované varianty. Pfi porovnani dvou
embryogennich linii 16.6.2. a 16.6.4. bylo zjiSténo, ze pro desikovanou i nedesikovanou
variantu se nejlépe osveédCilo médium LP10. U desikované varianty pak jako druhé
(Gspésnost 24,96 %). Jako treti u desikovaného vzorku (s uspéSnosti 18,45 %) a jako
ctvrté u nedesikovaného vzorku (s UspéSnosti 2,38 %), tedy méné GspéSné viz. Piilohy

Germinace (12.4.), bylo vyhodnoceno médium s obsahem IBA (0,4 uM).

Médium o poloviéni koncentraci (N SIII; Jain a kol., 1988) pouzili Jain a kol. (1988) pro
germinaci Picea abies. Toto médiu nebylo obohaceno o Zadné rustové regulatory a
celkovy pocet vzniklych kli¢nich rostlin se pohyboval v rozmezi 11-15 %. GD médium
také o polovicni koncentraci a bez riistovych regulatorti pouzil Vagner a kol. (2005a).
Autor se o vytézku kli¢nich rostlin nezmifiuje, za to povazuje jako velmi dulezitou délku
fotoperiody pro tuto fazi. Pro pfeménu embrya v rostlinu pak autofi Stasolla a Yeung
(2003) doporucuji rovnéz médium bez rastovych reguldtorii spolu s nizsi koncentraci

sachar6zy.

Nékteti autoii uvadi, ze ke konci fdze zrdni embryi Picea abies piidavek nizké
koncentrace auxinu miize vylepSit kvalitu a mnozstvi vznikajicich embryi (kli¢nich
rostlin). Becwar a kol. (1989) popisuje kultivaci na LP médiu obohaceném o ABA (7-60
uM) a PEG (75 g), kdy bylo mozno vysledny zisk embryi zlepsit pfidanim IBA (1 uM) do

média. Produkce embryi v poc¢atecnich fazich vyvoje byla v jeho experimentech ptiblizné
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700 embryi z 1 gramu embryogenniho pletiva, ale pouze 3 % téchto embryi dosahla faze

3 - kotyledonarniho stadia.

V této fazi somatické embryogeneze se nepodafilo potvrdit hypotézu o signifikantnim
vlivu embryogennich linii pro dané stddium. Jako uspé€$né embryogenni linie pro tuto fazi
pak byly vyhodnoceny linie 7.5.7. (s prumérem 45,83 % klicicich rostlin), nasledovaly
linie 25.6.10. (40,83 %), 7.5.3. (36,67 %), 16.6.2. (34,78 %), 16.6.4. (34,62 %). Linie
AFO 541 linie zde dosahla 21,74 % klicivosti, viz. Pfilohy Germinace (12.4.).

I ptesto, ze se pfi pokusech nepodafilo prokdzat vliv embryogennich linii, resp. jejich
genetické dispozice Stasolla a Yeung (2003) uvadi, ze schopnost embrya tvofit funkéni
kofenovy systém spolu s tvorbou nadzemni casti rostliny je pfimo zavisld na genotypu

primérniho explantatu.

Passerieux (1999) uvadi, ze 25 % nasazenych zygotickych embryi je zavislych na
genetickych vlastnostech; Hogberg a kol. (1998) uvadi piiblizn¢€ jednu tfetinu genotypt
vhodnou ke kultivaci in vitro. Jak uvadi Santanen (2000) pocet genotypu, které by
s uspéchem piesly ze stadia germinace do venkovni vysadby se pohyboval okolo 12 %.
Ovsem zménou kultiva¢niho protokolu, resp. jeho optimalizaci 1ze zvySit vytézek aZz na

33 %, viz. obr. €. 2.

Bozhkov a von Arnold (1998) pro pokusy s maturaci a germinaci pouzili celkem 7
embryogennich linii. Po péti tydnech konverze embryi doslo k vysevu rostlin. Vzhledem
k rozdilné adaptabilité¢ na kultiva¢ni podminky, vysev 326 rostlin byl mozny pouze u Ctyt
linii (88.14, 88.17, 88.22 a 88.26). Aklimatizace kultur probihala ve dvou stadiich: 1
/inkubace v hydroponické kultute se stalou cirkulaci zivnych roztokli a vysoké vzdusné
vlhkosti (4 tydny); 2/ kultivace v substratu (Grodania A/S). Jako optimalni aklimatizaci
pro ex vitro podminky pak autofi povazuji 4 tydenni kultivaci v hydroponické kultufe

s naslednou 16 tydenni kultivaci v substratu.

Kli¢ni rostliny jsou i nadale pfedmétem pozorovani na KDSLD, viz. obr. &. 019. Vyvoj
rostlin vznikajicich pfi pokusech bude i1 nadale sledovan, aby nedoSlo k poruseni
kontinuity pokusu. K ptfeneseni rostlin do nesterilnich podminek je pouzivan mezistupen a
to kultivace rostlin ptfi vysoké vzdusné vlhkosti v perlitu (pomér 100 % perlitu).
Nasleduje vysev rostlin do substratu s perlitem (1:1) opét za udrzeni maximalni vzdusné

vlhkosti. Poslednim krokem je pak ptesazeni sazenic do skleniku.
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Obrazek €. 2 — Ztrata emryogennich linii béhem SE (Santanen, 2000);

PInn¢ ohrani¢ena plocha zndzoriuje zbylé embryogenni linie po jednotlivych krocich SE;
Céarkovana linie pak znizoriiuje ofekdvany zistatek embryogennich linii po vylepseni

kultiva¢niho protokolu, narast zhruba trojnasobny.
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8. Zavery

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi médii, tzn. Hypotéza €. 1 byla potvrzena:

Médium ma si signifikantni vliv na iniciaci ESM vzniklé ze zralych semen Picea abies.

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi lokalitami, tzn. Hypotéza €. 2 byla potvrzena:

Lokalita m4 signifikantni vliv na indukci ESM vzniklé ze zralych semen Picea abies.

Nulovd hypotéza byla zamitnuta na hladin€ vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi médii, tzn. Hypotéza €. 6 byla potvrzena:

Na rast ESM kultur Picea abies ma signifikantni vliv kultivacni médium pro ¢tyfi tydny i

delsi kultivaci (8 tydnt).

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi embryogennimi liniemi, tzn. Hypotéza €. 7 — potvrzena:

Embryogenni linie (resp. geneticka dispozice embryogenni linie) mé signifikantni vliv na

proliferaci embryogennich kultur Picea abies pro 4, resp. 8 tydnil kultivace.

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi médii, tzn. Hypotéza ¢. 11 — potvrzena:

Na vytézek zralych somatickych embryi Picea abies ma signifikantni vliv kultivaéni

médium.

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi embryogennimi liniemi, tzn. Hypotéza €. 12 — potvrzena:

Embryogenni linie (resp. geneticka dispozice embryogenni linie) mé signifikantni vliv na

vytézek zralych somatickych embryi Picea abies.

Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi desikovanou a nedesikovanou variantou, tzn. Hypotéza ¢. 15 —

potvrzena:

Pomalé vysouseni (desikace) embryi ma signifikantni vliv na pocet a kvalitu kli¢nich

rostlin Picea abies vzniklych pfi procesu somatické embryogeneze.

108



Nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,05. Byly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi médii, tzn. Hypotéza ¢. 16 — potvrzena:

Na kvalitu a pocet kli¢nich rostlin Picea abies ma signifikantni vliv kultivaéni médium ve

stadiu germinace.

Nulova hypotéza byla potvrzena na hladiné vyznamnosti 0,05. Nebyly potvrzeny

signifikantni rozdily mezi embryogennimi liniemi, tzn. Hypotéza €. 17 — zamitnuta:

Embryogenni linie (resp. genetickd dispozice embryogenni linie) nemd signifikantni vliv

na pocet a kvalitu kli¢nich rostlin Picea abies vzniklych pti SE.

Na zéklad€ potvrzenych hypotéz lze fici, Ze médium ma signifikantni vliv na vSechny

jednotliva stadia:
Iniciace — GD1, GD2, GD4
Proliferace — LP4, LP5, LP3

Maturace — LP7, LP8, GD5
Germinace — LP10, LP9, LP11

U vétSiny fazi bylo také prokazano, Ze vliv genetické dispozice primarniho explantdtu ma
signifikantni vliv pro kultivaci in vitro, resp. na jednotlivé faze SE. Moznost zisku
embryogenniho pletiva je zavisla nejen na fyziologickych vlastnostech a podminkach
kultivace, ale i pfedevS§im na genetickych vlastnostech primarniho explantatu (Stasolla a
Yeung, 2003). Vzhledem ktomu, Ze na pocatku experimentu bylo celkem 4320
primarnich explantati a na konci faze germinace pouze 31 embryogennich linii (véetné
linie AFO 541) lze fici, Ze pouze Cast primdrnich explantati reaguje na kultivacni
podminky, viz. obr. €. 3.

vvvvvv

Jako nejuspésnéjsi lokality, resp. embryogenni linie pro jednotlivd stadia byly
vyhodnoceny:

Iniciace — 16.6., 12.5.

Proliferace —25.6.1.,25.6.2.,16.6.1.-3.,7.5.9., 7.5.11, 7.5.7.

Maturace — 16.6.3., 25.6.2.,7.5.7., 25.6.10., 16.6.1.

Germinace — 16.6.2., 16.6.4.,7.5.7., 25.6.10., 7.5.3., 7.5.6., 12.5.1., 7.5.10.
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Iniciace - .

} 383,
Proliferace 43 %
Maturace (32

} - 072 %
Germinace (31 8,09 %

¢ 1313 kli€nich rostlin

Celistva rostlina

Obrazek ¢. 2 — Schématicky obrazek tspésnosti jednotlivych fazi SE;

Carkovana linie znazorfiuje uspé&$nost jednotlivych embryogennich linii od faze iniciace
po stadium germinace. Plna linie pak zndzornuje Gspé$nost vzniklych embryogennich linii
az do stadia germinace. 31 embryogennich linii bylo schopno vyprodukovat 1313 kli¢nich

rostlin.

Pro komerc¢ni vyuziti pak jsou vhodné jen jednotlivé pfedem ovéfené embryogenni linie,
protoZe cely proces SE je pom&mé nakladny. Pfredem ovétrené linie pak mohou slouzit
jako modelovy systém ke studiu vyvojovych charakteristik somatické embryogeneze nebo

fyziologickych zakonitosti.

Na zékladé¢ statistickych vysledk 1ze konstatovat, ze k mikropropagaci Picea abies jsou
vhodné pouze nékteré embryogenni linie, resp. pouze nékteré genotypy. Ve vyse
zminénych pokusech se osvédCily embryogenni linie z lokalit Brdskd vrchovina,
Ceskomoravska vrchovina a Orlické hory. V kazdé fazi SE pak jednotlivé embryogenni
linie reagovaly rozdilné¢ na kultiva¢ni podminky. Podstatné ale je, ze embryogenni linie
musi projit vSemi fazemi. Jako Uspé$né pak Ize vyhodnotit linie 16.6.2., 16.6.4., 7.5.7.,
25.6.10., 7.5.3., 7.5.6., 12.5.1., 7.5.10. které, 1 ve fazi germinace, mély dobré vysledky.
Tyto linie maji optimdlni adaptabilitu na kultivaéni podminky, reaguji na zmény

kultiva¢nich podminek a neztraci ani po dlouhodobé kultivaci embryogenni schopnost.
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9. Summary

Somatic embryogenesis of coniferous species was first reported more than 25 years ago.
Since then, there has been an enormous research aimed at developing and optimizing
protocols for efficient regeneration of plantlets. Biotechnology of somatic embryogenesis
holds considerable promise for clonal propagation and breeding programs in forestry.
Although routinely used both as means the propagation, as well as valuable model for
investigating the structural, physiological, and molecular events occurring during embryo

development, in vitro embryogenesis is still problematic for some coniferous species.

Manipulation of culture conditions gives information concerning the regulation of somatic
embryogenesis process. Therefore hormonal and nutritional requirements of
embryogenesis are now better know than were a few years ago. In addition of plant
production via somatic embryogenesis has also been employed in basic research e.g.,

biochemical events, physiology, cryoprezervation cell and molecular biology.

Norway spruce became one of the most species under investigation among conifers. Picea
abies have produced embryogenic tissue from immature and mature zygotic embryos and
from young cotyledons at relatively high frequencies. During the initiation phase the
explants (embryogenic suspensor mass) vary respect to the frequency of embryogenic
tissue formation as well as the suitable source of primary explants. Maintenance phase of
embryogenic cell lines requires a rigid schedule. It is necessary to keep the subculture at a
1 to 3 week regime; otherwise, there is a loss of embryogenic characteristics of the
explants. Intervals ensure rapid growth and viability. Maturation phase of early somatic
embryos has so far posed difficulty. Critical tissue culture factors are plant growth
regulators, osmoticum of a medium, and a type of osmotic agent. The explants also vary
with respect to the time required to reach maturity. Germination phase is dependent on the
quality of the somatic embryos (their morphology, physiology, and anatomical structure).
A high degree of abnormality has been observed in somatic embryos, including a lack of
root or shoots meristems and fused cotyledons. Under these conditions, somatic embryos
will not produce viable plants. In addition, even visibly normal somatic embryos do not
always germinate, further reducing the final number of plants. There is needed to change
the medium conditions. There are however, certain problems associated with this final
stage. Germination frequencies vary among different cell lines. Hardening phase depends

on his quality of root system developed by the plantlet as well as humidity control during
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the first few days of growth in soil. It is critical to maintain high humidity conditions for
the first week and then gradually decrease the humidity level to that normally found in a
greenhouse environment. In comparation with the flowering plants, our understanding on
the mechanisms regulating the embryogenic process in coniferous species is still very

limited.

Somatic embryogenesis holds a considerable promise for gene transfer. Genetic
transformation studies on gymnosperms have been carried out extensively during the
1990s. Most of the work has been done by using particle bombardment. Difficulties in

tissue culture are one reason for unsuccessful regeneration of transformed cells or tissues.

Stable transformation and regeneration of plantlets have been published only for
European larch (Larix decidua) by Agrobacterium - mediated transformation, white
spruce (Picea glauca) by Agrobacterium - mediated transformation and black spruce

(Picea mariana) by particle bombardment.

Genetic transformation of Norway spruce has been studied but the regeneration of
transformed plantlets has not been achieved. Scientists favorites a transformation method
independent of in vitro regeneration techniques. More work is needed to achieve a basic
understanding of the biochemical, molecular and structural events associated with
embryogenesis to improve plant production via SE on a genetic transformation or

commercial scale.

The present study has been carried out for that establishes an efficient method to produce
somatic embryos tissue cultures of Picea abies in order to study the embryogenesis of this
conifer. The aim of this study was to identify treatments with a negative influence on the
subsequent stages. Data from experiment showed that almost whole process is dependent
not only a species but also on the particular embryogenic cell line within the species.
Results indicate as well, that the many of genotypes could glorify yield by an improved
protocol of somatic embryogenic stages. Based on the results, the studying of somatic

embryogenic process is still not finish for commercial scale.
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10. Pouzité zkratky

ABA

AC

ACC
AFO 541

AGP
BA
BAP
BEZ
C107

DCR
DES
ESM

GD

HRH treatment
IBA

IP6

K

LCO

LEA proteiny

LP

LVS

MES
mRNA

MS

MSG

NAA

Nod faktory
N SIII

kyselina abscisova

aktivni uhli (activated carbon)

1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina

oznaceni linie embryogenni kultury smrku ztepilého, odvozena
v institutu AFOCEL

arabinogalaktanové proteiny

N°-benzyladenin

N°-benzylaminopurin

oznaceni nedesikované varianty pokusu

oznaceni linie embryogenni kultury smrku ztepilého, odvozena
v AVCR

kultiva¢ni médium (Gupta a Durzan, 1985)

oznaceni desikované varianty pokusu

embryondlné suspenzorova hmota (jiz obsahuje zformovana
proembrya jehli¢nantl)

kultiva¢ni médium (Gresshoff a Doy, 1972)

high relative humidity, metoda ¢aste¢né¢ho vysouseni embrya
kyselina indolylmaselna

myo-inositolhexakisfosfat

modifikované kultivacni médium; Gorbatenko a Hakman (2001)
lipochitooligosacharidy

geny typické pro pozdni embryogenezi (late embryogenesis
abundance)

kultiva¢ni médium (von Arnold a Erikson, 1981)

lesni vegetacni stupen

kyselina 2-N-morfolinoethansulfonova

mediéatorova ribonukleova kyselina

kultiva¢ni médium (Murashige a Skoog, 1962)

kultiva¢ni médium (Becwar a kol., 1988)

kyselina a-naftyloctova

LCO signaly

modifikované kultivaéni médium LP (Jain a kol., 1988)
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PBC
PCD
pCO2
p0O2
PEG
PEM
PGR
PLO
Rab geny
RFO
SAVO
SCvV
SE
SPS
SuSy
TAG
VE
WwC
2,4-D
59

polychlorované bifenyly

programova buné¢na smrt

parcialni tlak oxidu uhli¢itého

parcidlni tlak kysliku

polyethylenglykol

proembryonalni hmota (proembryonal mass)

rustové regulatory

ptirodni lesni oblast

geny (responsive to ABA)

oligosacharidy rafin6zové fady

chlornan sodny; 47,2 g.I'' povazovano za 100 % roztok
bunécna hustota suspenznich kultur (sedimented cell volume)
somatickd embryogeneze

sacharozafosfatsyntaza

sachar6zasyntaza

triacylglyceroly

modifikované zivné médium (Webster a kol., 1990)
obsah vody v embryu (water content)
2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina

kultivacni médium (von Arnold a Hakman, 1986)
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12.1. Iniciace

12.1.1.

Média

Pocet pozorovani: 108

Pocet urovni: 9

Médium | Count | Average iii?;?;g Vi&?ﬁ}gﬁ Minimum| Maximum | Range
GD1 12| 5,91667 2,06522 34,9052 % 3,0 9,0 6,0
GD2 12 5,75 1,54479 26,8658 % 4,0 8,0 4,0
GD3 12| 1,91667 1,37895 71,9454 % 0,0 5,0 5,0
GD4 12| 4,41667 1,83196 41,4782 % 2,0 8,0 6,0
LP1 12 | 2,66667 1,72328 64,623 % 1,0 6,0 5,0
LP2 12 1,75 1,3568 77,5315 % 0,0 4,0 4,0
LP3 12| 3,08333 1,88092 61,003 % 0,0 6,0 6,0
LP4 12 2,75 1,86474 67,8089 % 0,0 5,0 5,0
LP5 12 | 3,66667 2,53461 69,1257 % 0,0 8,0 8,0
Total 108 | 3,5463 2,28111 64,3236 % 0,0 9,0 9,0

Tabulka €. I1 - Souhrnné statistiky embryogenity vzorkt podle médii

Embryogenita

25,00%

20,00% -
15,00% |
10,00% |

5,00% |

GD1

0,00% ! T

GD2|GD3| GD4 | LP1 | LP2 | LP3 | LP4 | LP5

Iniciace médium

@ Iniciace lokalita 12.5.
Ml Iniciace lokalita 16.6.
O Iniciace lokalita 25.6.

O Iniciace lokalita 7.5.

Graf ¢. I1 — Pimérna embryogenita, rozdéleni podle médii a lokalit
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Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Graf ¢. 12 — Piehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle médii

Source Sum of Df Mean F-Ratio P-Value
Squares Square
Between groups 225,019 8 28,1273 8,39 0,0000
Within groups 331,75 99 | 3,35101
Total (Corr.) 556,769 107

Tabulka €. 12 — Analyza rozptylu embryogenity vzorki podle médii

Box-and-Whisker Plot

4§‘le* T
ok I ST T

GD1 GD2 GD3 GD4 LP1 LP2 LP3 LP4 LP5
Iniciace médium

Iniciace Embryogenni

Graf ¢. I3 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly embryogenity vzorkl podle médii
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Médium |Count |Mean |Homogeneous Groups
LP2 12 1,75 X

GD3 12 1,91667 |X

LP1 12 2,66667 | XX

LP4 12 2,75 XX

LP3 12 3,08333 | XXX

LP5 12 3,66667 | XX

GD4 12 4,41667 XX

GD2 12 5,75 XX

GD1 12 5,91667 X

Tabulka €. I3 - Pfehled homogennich skupin stejné statistické¢ vyznamnosti podle

Tukeyho HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle médii

Test

P-Value

Levene's

1,10587 | 0,365882

Tabulka €. 14 - Leventiv Test homogennosti rozptyli embryogenity vzorkl podle médii
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12.1.2. Lokality

Pocet pozorovani: 108

Pocet urovni: 4

Lokalita | Count | Average gteilil;?;ﬂ Coeff. of variation Minimum| Maximum | Range
12.5. 27 14,66667 2,0 42,8571 % 2,0 9,0 7,0
16.6. 27 |4,81481 | 1,90217 39,5065 % 1,0 9,0 8,0
25.6. 27 12,40741 | 1,82418 75,7737 % 0,0 7,0 7,0
7.5. 27 2,2963 | 2,12702 92,6283 % 0,0 8,0 8,0
Total 108 | 3,5463 | 2,28111 64,3236 % 0,0 9,0 9,0

Tabulka €. I5 - Souhrnné statistiky embryogenity vzorkl podle lokalit

Embryogenita

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00% -

12.5.

Iniciace lokalita

7.5.

@ Iniciace médium GD1
M Iniciace médium GD2
O Iniciace médium GD3
O Iniciace médium GD4
M Iniciace médium LP1
@ Iniciace médium LP2
M Iniciace médium LP3
O Iniciace médium LP4
M Iniciace médium LP5

Graf ¢. 14 — Pimérna embryogenita vzorkl podle lokalit a médii
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Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Graf ¢. IS5 — Prehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle lokalit

Source Sum of Df | Mean Square F-Ratio P-Value

Squares
Between groups 154,546 3 51,5154 13,32 0,0000
Within groups 402,222 104 3,86752

Total (Corr.) 556,769 107

Tabulka €. 16 — Analyza rozptylu embryogenity vzorkt podle lokalit

Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢. 16 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly embryogenity vzorkt podle lokalit
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Level | Count | Mean |Homogeneous Groups
75. | 27 |2,2963 |X

256. | 27 |2.40741 X

125. | 27 |4.66667| X

16.6. | 27 481481 X

Tabulka €. 17 - Pfehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle

Tukeyho HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle lokalit

Test P-Value
Levene's | 0,383835 0,76486

Tabulka €. I8 - Leventiv Test homogennosti rozptylti embryogenity vzorkt podle lokalit
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12.2. Proliferace

12.2.1. 4. tyden

Pocet pozorovani: 1715

Pocet arovni: 6

Médium | Count | Average Median Variance Standard deviation | Coeff. of variation | Minimum Maximum Range
GD3 1191 1,69091 1,54545 0,279678 0,528846 31,2759 % 0,818182 4,91667 4,09848
GD4 24 1,76114 1,76667 0,0386675 0,196641 11,1655 % 1,31579 2,1875 0,871711
LP1 140 2,98287 2,69048 1,2271 1,10775 37,1369 % 1,41176 7,14286 5,73109
LP3 120 3,33648 3,19091 0,66025 0,812558 24,3537 % 2,0 5,8 3,8
LP4 120 4,24829 4,0 2,27466 1,5082 35,5014 % 2,2 10,4286 8,22857
LP5 120 3,51327 3,125 1,69381 1,30146 37,0442 % 1,77778 8,0 6,22222
Total 1715 2,21895 1,76923 1,35297 1,16317 52,4199 % 0,818182 10,4286 9,61039

Tabulka €. P1 - Souhrnné statistiky nartstu ESM podle médii (4. tyden)

pomer4_0

Means and 95,0 Percent Bonferroni Intervals

4,4
3,9
3,4
2,9
2,4

1,9

1,4

- |

f

GD3 GD4

LP1 LP3
medium

LP4 LP5

Graf ¢. P1 — Piehled homogennich skupin médii stejné statistické vyznamnosti podle

Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %
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Pomér 4.-0. tyden Médium Celkovy

Embryogenni linie GD3 GD4|LP1|LP3|LP4|LP5| Primér
12.5.1. 1,69 2,45(2,90(3,09|2,54| 2,29
12.5.10. 1,56 1,56
12.5.2. 1,47 2,46(2,70(3,20(2,32| 2,15
12.53. 1,37 2,76(3,073,00(2,77| 242
12.5.4. 1,69 1,69
12.5.5. 1,32 1,32
12.5.6. 1,26 1,26
12.5.7. 1,57 1,57
12.5.8. 1,32 1,32
12.5.9. 1,53 1,53
16.6.1. 1,73 3,91(4,17|4,27|4,62| 3,17
16.6.10. 1,24 1,24
16.6.2. 1,60 3,69(3,80(4,43(3,78| 2,93
16.6.3. 1,32 449(4,55|4.83|4,19| 3,14
16.6.4. 1,41 1,41
16.6.5. 1,27 1,27
16.6.6. 1,23 1,23
16.6.7. 1,70 1,70
16.6.8. 1,69 1,69
16.6.9. 1,39 1,39
25.6.1. 1,27 3,44(3,087,82/5,90| 3,88
25.6.10. 1,59 1,59
25.6.2. 1,71 489(3,48/5,16|3.62| 3,18
25.6.3. 1,51 2,82(3,43|4,71|3.98| 2,78
25.6.4. 1,28 1,28
25.6.5. 1,27 1,27
25.6.6. 1,56 1,56
25.6.7. 1,61 1,61
25.6.8. 1,60 1,60
25.6.9. 1,43 1,43
75.1. 2,28 2,48(2,454,10(3,18| 2,72
7.5.10. 2,27 2,27
7.5.11. 2,78 2,78
7.5.12. 1,68 1,68
75.2. 1,78 2,53(2,94|3,43|2,84| 2,44
7.5.3. 1,80 2,26(3,49]2,94|2,43| 2,36
7.54. 2,08 2,08
7.5.5. 1,50 1,50
7.5.6. 2,00 2,00
7.5.7. 2,42 2,42
7.5.8. 1,60 1,60
7.5.9. 3,09 3,09
AFO 541 1,94 1,76 1,80 1,84
Celkovy primér 1,69 1,76 [2,98(3,34(425(3,51| 222

Tabulka ¢. P2 - Pomér nartistu ESM 4. tyden vzhledem k 0. tydnu
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Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢. P2 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly naristu ESM podle médii

LP1

LP3
medium

LP4 LP5

Médium | Count | Mean |Homogeneous Groups
GD3 1191 1,69091 X
GD4 24 1,76114 X
LP1 140 2,98287 X
LP3 120 3,33648 X
LP5 120 3,51327 X
LP4 120 4,24829 X

Tabulka €. P3 - Pfehled homogennich skupin médii stejné statistické vyznamnosti podle

Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %
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Linie Count | Average | Median | Variance | Standard deviation | Coeff. of variation | Standard error | Minimum | Maximum
12.5.1. 70 2,29215 | 2,28571 | 0,527035 0,725972 31,6721 % 0,0867702 1,0 4,0
12.5.10. 30 1,56255 | 1,54196 | 0,0653672 0,25567 16,3623 % 0,0466788 1,0 2,0
12.5.2. 70 2,15381 | 2,09722 | 0,602526 0,776225 36,0396 % 0,0927767 1,0 4,22222
12.5.3. 58 2,42385 | 2,3875 | 0,740827 0,860713 35,5102 % 0,113017 1,0 4,0
12.5.4. 30 1,69429 1,5 0,319888 0,565586 33,3819 % 0,103261 1,0 3,4
12.5.5. 18 1,3233 | 1,27885 0,0565 0,237697 17,9624 % 0,0560258 1,0 1,83333
12.5.6. 20 1,25548 | 1,27273 | 0,0373781 0,193334 15,3992 % 0,0432309 1,0 1,63636
12.5.7. 30 1,56957 | 1,5359 | 0,0707842 0,266053 16,9507 % 0,0485744 111111 2,46154
12.5.8. 15 1,32338 1,4 0,0606688 0,24631 18,6122 % 0,063597 1,0 1,63636
12.5.9. 30 1,53339 | 1,51923 | 0,0730042 0,270193 17,6206 % 0,0493302 1,16667 2,27273
16.6.1. 70 3,16609 | 3,34722 | 2,04843 1,43123 45,205 % 0,171065 1,42857 7,0
16.6.10. 30 1,24422 | 1,28636 | 0,0317876 0,178291 14,3295 % 0,0325513 1,0 1,625
16.6.2. 70 2,9283 3,0 1,69191 1,30074 44,4195 % 0,155468 1,33333 5,25
16.6.3. 70 3,14393 | 3,59028 | 3,01806 1,73726 55,2574 % 0,207642 1,0 5,85714
16.6.4. 30 1,40873 | 1,41176 | 0,0434428 0,208429 14,7955 % 0,0380538 1,0 1,75
16.6.5. 19 1,26932 | 1,33333 | 0,0342225 0,184993 14,5742 % 0,0424404 1,0 1,5
16.6.6. 26 1,22623 | 1,26136 | 0,0355457 0,188536 15,3753 % 0,0369749 1,0 1,55556
16.6.7. 30 1,70339 | 1,72381 | 0,0411348 0,202817 11,9067 % 0,0370292 1,375 2,0
16.6.8. 30 1,69467 | 1,64496 | 0,0395707 0,198924 11,7382 % 0,0363184 1,35294 2,2
16.6.9. 30 1,38769 | 1,34314 | 0,0224682 0,149894 10,8017 % 0,0273667 1,07143 1,66667
25.6.1. 58 3,8836 | 3,10556 | 6,71526 2,59138 66,7263 % 0,340265 1,0 10,4286
25.6.10. 30 1,58653 1,5 0,04898 0,221314 13,9496 % 0,0404063 1,27778 2,21429
25.6.2. 70 3,18098 | 3,16234 | 2,37361 1,54065 48,4332 % 0,184143 1,21429 7,14286
25.6.3. 70 2,78288 | 2,64583 1,7999 1,3416 48,2092 % 0,160352 1,2 5,625
25.6.4. 18 1,2798 | 1,35417 | 0,0365061 0,191066 14,9294 % 0,0450346 1,0 1,55556
25.6.5. 21 1,26901 | 1,33333 | 0,0526516 0,229459 18,0817 % 0,0500722 0,818182 1,66667
25.6.6. 30 1,56091 | 1,53333 | 0,0312927 0,176897 11,333 % 0,0322969 1,33333 2,0
25.6.7. 30 1,61384 | 1,59167 | 0,0321709 0,179363 11,114 % 0,032747 1,33333 2,15385
25.6.8. 30 1,59601 | 1,5359 | 0,0317168 0,178092 11,1585 % 0,032515 1,29412 2,0625
25.6.9. 30 1,43174 | 1,39231 | 0,0329496 0,18152 12,6783 % 0,0331409 1,16667 2,0
7.5.1. 70 2,72125 | 2,54701 | 0,596704 0,772466 28,3864 % 0,0923273 1,4375 5,25
7.5.10. 30 2,27011 | 2,29911 | 0,345585 0,587865 25,8959 % 0,107329 1,35714 3,33333
7.5.11. 30 2,78447 | 2,82857 | 0,227291 0,476751 17,1218 % 0,0870424 1,70588 3,64286
7.5.12. 30 1,68337 | 1,71042 | 0,192467 0,438711 26,0615 % 0,0800973 1,0 3,0
7.5.2. 70 2,44286 | 2,39231 | 0,601342 0,775462 31,744 % 0,0926855 1,25 4,625
7.5.3. 70 2,3567 | 2,29286 | 0,546303 0,739123 31,3627 % 0,0883421 1,0 4,33333
7.5.4. 30 2,07773 | 2,03333 | 0,156473 0,395566 19,0384 % 0,0722202 1,46667 2,83333
7.5.5. 30 1,50253 | 1,4641 | 0,150884 0,388438 25,8523 % 0,0709187 0,933333 2,33333
7.5.6. 30 2,00212 | 1,93333 | 0,265075 0,514855 25,7155 % 0,0939991 1,21429 3,25
7.5.7. 30 2,41972 | 2,42857 | 0,184882 0,429979 17,7698 % 0,078503 1,35294 3,18182
7.5.8. 30 1,60384 | 1,52941 | 0,168441 0,410416 25,5895 % 0,0749314 1,0 3,18182
7.5.9. 30 3,09478 | 3,03571 | 0,762082 0,872973 28,2079 % 0,159382 1,6 491667
AFO 541 72 1,8416 | 1,84605 | 0,0591654 0,243239 13,208 % 0,028666 1,31579 2,73333
Total 1715 | 2,21895 | 1,76923 | 1,35297 1,16317 52,4199 % 0,0280874 0,818182 10,4286

Tabulka ¢. P4 - Souhrnné statistiky nartstu ESM podle linii

Test

P-Value

Levene's | 68,8524

0,0

Tabulka €. P5 - Leventv Test homogennosti rozptylii nariistu ESM podle médii

Tabulka ¢. P6 — Kruskal-Wallisiiv test vyznamnosti médii; Test statistic = 868,225;

Médium Sample Size Average Rank
GD3 1191 631,078
GD4 24 808,25
LP1 140 1275,85
LP3 120 1417,67
LP4 120 1526,58
LP5 120 1404,42

P-Value = 0,0
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Médium | Sample Size | n<= | n> | Median | 95,0 % lower CL | 95,0 % upper CL
GD3 1191 837 | 354 | 1,54545 1,53333 1,58824
GD4 24 12 12 | 1,76667 1,64564 1,8883
LP1 140 10 | 130 | 2,69048 2,42605 3,0
LP3 120 0 120 | 3,19091 3,0 3,42857
LP4 120 0 120 4,0 3,75701 4,25558
LP5 120 0 120 3,125 2,89727 3,5

Tabulka ¢. P7 — Moodyho Medidnovy test vyznamnosti rozdilu mediant pro jednotliva

média; Test statistic = 658,73; P-Value = 0,0; Total n = 1715; Grand median = 1,76923

12

10

pomer4_ 0
(@)

Box-and-Whisker Plot

Graf ¢.

P3 - Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly narGstu ESM podle linii
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Linie Count Mean Homogeneous Groups
16.6.6. 26 1,22623 X

16.6.10. 30 1,24422 X

12.5.6. 20 1,25548 XX

25.6.5. 21 1,26901 XX

16.6.5. 19 1,26932 XX

25.6.4. 18 1,2798 XX

12.5.5. 18 1,3233 XXX

12.5.8. 15 1,32338 XXXX

16.6.9. 30 1,38769 XX

16.6.4. 30 1,40873 XX

25.6.9. 30 1,43174 XX

7.5.5. 30 1,50253 XXX

12.5.9. 30 1,53339 XXXX

25.6.6. 30 1,56091 XXXX
12.5.10. 30 1,56255 XXXX

12.5.7. 30 1,56957 XXXX
25.6.10. 30 1,58653 XXXXX
25.6.8. 30 1,59601 XXXXX
7.5.8. 30 1,60384 XXXXX
25.6.7. 30 1,61384 XXXXX
7.5.12. 30 1,68337 XXXXXX
12.5.4. 30 1,69429 XXXXXX
16.6.8. 30 1,69467 XXXXXX
16.6.7. 30 1,70339 XXXXXX
AFO 541 72 1,8416 XXXXXX
7.5.6. 30 2,00212 XXXXXXX
7.5.4. 30 2,07773 XXXXXXX
12.5.2. 70 2,15381 XXXXXX
7.5.10. 30 2,27011 XXXXXXX
12.5.1. 70 2,29215 XXXXXX
7.5.3. 70 2,3567 XXXXX
7.5.7. 30 2,41972 XXXXXXX
12.5.3. 58 2,42385 XXXX
7.5.2. 70 2,44286 XXX
7.5.1. 70 2,72125 XXX
25.6.3. 70 2,78288 XXX
7.5.11. 30 2,78447 XXX
16.6.2. 70 2,9283 XX
7.5.9. 30 3,09478 XXX
16.6.3. 70 3,14393 X
16.6.1. 70 3,16609 X
25.6.2. 70 3,18098 X
25.6.1. 58 3,8836 X

Tabulka ¢. P8 - Pfehled homogennich skupin embryogennich linii stejné statistické

vyznamnosti podle Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %

Test

P-Value

Levene's

35,3904 0,0

Tabulka ¢. P9 - Leventv Test homogennosti rozptylii narustu ESM embryogenich linii
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Linie Sample Size Average Rank
12.5.1. 70 1009,39
12.5.10. 30 569,683
12.5.2. 70 922,243
12.5.3. 58 1022,61
12.5.4. 30 603,35
12.5.5. 18 299,972
12.5.6. 20 227,15
12.5.7. 30 574,25
12.5.8. 15 330,5
12.5.9. 30 520,717
16.6.1. 70 1232,31
16.6.10. 30 203,933
16.6.2. 70 1142,69
16.6.3. 70 1038,21
16.6.4. 30 399,617
16.6.5. 19 240,842
16.6.6. 26 200,904
16.6.7. 30 739,283
16.6.8. 30 734,25
16.6.9. 30 349,267
25.6.1. 58 1134,14
25.6.10. 30 592,15
25.6.2. 70 1203,16
25.6.3. 70 1061,36
25.6.4. 18 251,75
25.6.5. 21 251,19
25.6.6. 30 574,517
25.6.7. 30 644,9
25.6.8. 30 621,95
25.6.9. 30 403,217
7.5.1. 70 1236,13
7.5.10. 30 1046,55
7.5.11. 30 1297,62
7.5.12. 30 681,867
7.5.2. 70 1084,18
7.5.3. 70 1061,7
7.5.4. 30 995,5
7.5.5. 30 495,2
7.5.6. 30 891,067
7.5.7. 30 1157,82
7.5.8. 30 569,767
7.5.9. 30 1333,58
AFO 541 72 867,708

Tabulka ¢. P10 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnosti jednotllivych linif;

Test statistic = 734,372; P-Value = 0,0
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Linie Sample Size n<= n> |Median 95,0 % lower CL 95,0 % upper CL
12.5.1. 70 22 48 2,28571 2,02791 2,61005
12.5.10. 30 22 8 1,54196 1,39401 1,72451
12.5.2. 70 26 44 2,09722 1,77162 2,32403
12.5.3. 58 18 40 2,3875 2,22222 2,71353
12.5.4. 30 20 10 1,5 1,31353 1,93635
12.5.5. 18 17 1 1,27885 1,12736 1,55951
12.5.6. 20 20 0 1,27273 1,01294 1,41473
12.5.7. 30 25 5 1,5359 1,40369 1,68508
12.5.8. 15 15 0 1,4 1,0 1,58218
12.5.9. 30 25 5 1,51923 1,33871 1,6349
16.6.1. 70 19 51 3,34722 1,90388 3,71429
16.6.10. 30 30 0 1,28636 1,16862 1,33333
16.6.2. 70 25 45 3,0 1,80507 3,58795
16.6.3. 70 30 40 3,59028 1,53672 4,06008
16.6.4. 30 30 0 1,41176 1,33333 1,4962
16.6.5. 19 19 0 1,33333 1,0 1,42516
16.6.6. 26 26 0 1,26136 1,0 1,36364
16.6.7. 30 17 13 1,72381 1,52992 1,87269
16.6.8. 30 19 11 1,64496 1,55761 1,81745
16.6.9. 30 30 0 1,34314 1,2868 1,4957
25.6.1. 58 18 40 3,10556 2,31716 4,4912
25.6.10. 30 25 5 1,5 1,46154 1,70814
25.6.2. 70 20 50 3,16234 1,96315 3,57558
25.6.3. 70 27 43 2,64583 1,73798 3,20314
25.6.4. 18 18 0 1,35417 1,0 1,4
25.6.5. 21 21 0 1,33333 1,0411 1,3887
25.6.6. 30 26 4 1,53333 1,46667 1,5594
25.6.7. 30 27 3 1,59167 1,5038 1,66667
25.6.8. 30 26 4 1,5359 1,5 1,64652
25.6.9. 30 29 1 1,39231 1,33587 1,53283
7.5.1. 70 5 65 2,54701 2,37378 2,8291
7.5.10. 30 9 21 2,29911 1,77235 2,53333
7.5.11. 30 1 29 2,82857 2,56365 2,99193
7.5.12. 30 18 12 1,71042 1,42582 1,82211
7.5.2. 70 19 51 2,39231 2,1031 2,66667
7.5.3. 70 18 52 2,29286 2,02537 2,54935
7.5.4. 30 7 23 2,03333 1,8 2,27465
7.5.5. 30 24 6 1,4641 1,28571 1,69774
7.5.6. 30 10 20 1,93333 1,64862 2,3024
7.5.7. 30 3 27 2,42857 2,26913 2,62376
7.5.8. 30 24 6 1,52941 1,33995 1,7443
7.5.9. 30 3 27 3,03571 2,60199 3,49078
AFO 541 72 26 46 1,84605 1,79133 1,89907

Tabulka ¢. P11 — Moodyho Medianovy test vyznamnosti rozdilu mediant pro jednotlivé
linie; Test statistic = 614,74; P-Value = 0,0
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|P0mér 4.-0. tyden Médium Celkovy
|[Embryogenni linie GD3 | GD4 | LP1 | LP3 | LP4 | LP5 primér
25.6.1. 1,27 3,44 | 3,08 | 7,82 | 5,90 3,88
25.6.2. 1,71 4,89 3,48 | 5,16 | 3,62 3,18
16.6.1. 1,73 3,91 [ 4,17 [ 4,27 | 4,62 3,17
16.6.3. 1,32 4,49 14,5514,83 4,19 3,14
7.5.9. 3,09 3,09
16.6.2. 1,60 3,69 | 3,80 | 4,43 | 3,78 2,93
7.5.11. 2,78 2,78
25.6.3. 1,51 2,82 (3,43 14,71 398 2,78
7.5.1. 2,28 2,48 | 2,45 4,10 | 3,18 2,72
7.5.2. 1,78 2,53 12,94 (343|284 2,44
12.5.3. 1,37 2,76 | 3,07 | 3,00 | 2,77 2,42
7.5.7. 2,42 2,42
7.5.3. 1,80 2,26 [ 3,49 12,94 |243 2,36
12.5.1. 1,69 2,45 (2,90 | 3,09 | 2,54 2,29
7.5.10. 2,27 2,27
12.5.2. 1,47 2,46 | 2,70 | 3,20 | 2,32 2,15
7.5.4. 2,08 2,08
7.5.6. 2,00 2,00
JAFO 541 1,94 | 1,76 | 1,80 1,84
16.6.7. 1,70 1,70
16.6.8. 1,69 1,69
12.5.4. 1,69 1,69
7.5.12. 1,68 1,68
25.6.7. 1,61 1,61
7.5.8. 1,60 1,60
25.6.8. 1,60 1,60
25.6.10. 1,59 1,59
12.5.7. 1,57 1,57
12.5.10. 1,56 1,56
25.6.6. 1,56 1,56
12.5.9. 1,53 1,53
7.5.5. 1,50 1,50
25.6.9. 1,43 1,43
16.6.4. 1,41 1,41
16.6.9. 1,39 1,39
12.5.8. 1,32 1,32
12.5.5. 1,32 1,32
25.6.4. 1,28 1,28
16.6.5. 1,27 1,27
25.6.5. 1,27 1,27
12.5.6. 1,26 1,26
16.6.10. 1,24 1,24
16.6.6. 1,23 1,23
Celkovy primér 1,69 | 1,76 | 2,98 | 3,34 | 4,25 | 3,51 2,22

Tabulka ¢. P12 — Kontigen¢ni tabulka vysledkti pro 4. tyden, primémé hodnoty nartistu ESM

Prumér z poméru 4.-0. tyden L ey
Iiokalita Y Celkovy primér
AFO 541 1,84
7.5. 2,31
12.5. 1,91
25.6. 2,40
16.6. 2,29
Celkovy prumér 2,22

Tabulka €. P13 — Proliferace 4. tyden, pomé&r nartistu ESM podle lokalit
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12.2.2. 8.tyden

Pocet pozorovani: 1715
Pocet trovni: 6

IPrﬁmér z poméru 8.-0. tyden Médium Celkovy
[Linie GD3 GD4 LP1 LP3 LP4 LP5 pramér
12.5.1. 3,63 10,43 10,88 11,51 11,57 7,90
12.5.10. 4,18 4,18
12.5.2. 2,79 9,64 10,62 11,79 9,96 7,20
12.5.3. 1,67 11,37 12,76 13,59 11,00 8,92
12.5.4. 3,43 3,43
12.5.5. 1,63 1,63
12.5.6. 1,71 1,71
12.5.7. 4,39 4,39
12.5.8. 1,66 1,66
12.5.9. 3,76 3,76
16.6.1. 4,82 16,43 17,64 18,79 24,76 13,16
16.6.10. 1,62 1,62
16.6.2. 4,32 19,10 18,15 20,31 18,54 12,72
16.6.3. 2,41 19,97 19,44 22,91 17,23 12,39
16.6.4. 3,31 3,31
16.6.5. 1,63 1,63
16.6.6. 1,65 1,65
16.6.7. 5,11 5,11
16.6.8. 5,26 5,26
16.6.9. 2,51 2,51
25.6.1. 1,62 8,59 8,06 20,30 20,53 10,41
25.6.10. 4,57 4,57
25.6.2. 5,00 20,05 13,08 22,60 14,84 12,22
25.6.3. 2,95 9,69 10,97 22,12 16,98 9,80
25.6.4. 1,60 1,60
25.6.5. 1,65 1,65
25.6.6. 3,88 3,88
25.6.7. 4,68 4,68
25.6.8. 4,23 4,23
25.6.9. 3,26 3,26
7.5.1. 4,92 7,97 6,54 18,26 14,67 8,39
7.5.10. 4,45 4,45
7.5.11. 6,05 6,05
7.5.12. 3,04 3,04
7.5.2. 3,16 11,98 8,47 15,63 9,84 791
7.5.3. 3,43 6,74 9,27 14,86 8,94 7,16
7.54. 4,62 4,62
7.5.5. 2,65 2,65
7.5.6. 4,01 4,01
7.5.7. 5,37 5,37
7.5.8. 3,01 3,01
7.5.9. 7,03 7,03
AFO 541 3,28 3,03 2,88 3,09
Celkovy pramér 3,64 3,03 11,27 12,16 17,72 14,90 6,62

Tabulka ¢. P15 -

Pomér nartistu ESM 8. tyden vzhledem k 0. tydnu
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Médium | Count | Average | Median | Variance | Standard deviation | Coeff. of variation | Minimum | Maximum | Range
GD3 1191 | 3,6377 3,625 2,88771 1,69933 46,7143 % 0,727273 11,0 10,2727
GD4 24 3,03198 | 3,0754 | 0,505168 0,710752 23,4419 % 1,31579 4,25 2,93421
LP1 140 | 11,2667 | 9,8125 37,6627 6,137 54,4703 % 1,41176 26,7143 | 25,3025
LP3 120 | 12,1569 | 10,9615 21,855 4,67493 38,455 % 5,4 30,1429 | 24,7429
LP4 120 | 17,7227 | 17,225 25,9766 5,09672 28,7581 % 83 29,1429 | 20,8429
LP5 120 | 14,9047 | 13,7857 | 35,6148 5,96781 40,0398 % 6,2 36,8333 | 30,6333
Total 1715 6,622 | 4,41667 | 34,5657 5,87926 88,7838 % 0,727273 36,8333 | 36,1061

Tabulka ¢. P14 - Souhrnné statistiky nartstu ESM podle médii (8. tyden)
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Graf ¢. P4 — Prehled homogennich skupin médii stejné statistické vyznamnosti podle

Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %
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Graf ¢. P5 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly nartistu ESM ve fazi proliferace

podle medii
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Médium | Count Mean Homogeneous Groups
GD4 24 3,03198 |X
GD3 1191 3,6377 | X
LP1 140 11,2667 | X
LP3 120 12,1569 | X
LP5 120 14,9047 X
LP4 120 17,7227 X

Tabulka ¢. P16 - Pfehled homogennich skupin médii stejné statistické vyznamnosti podle

Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %

Linie Cotun Average | Median | Variance |Standard deviation gi?;i}gs Minimum |Maximum | Range
12.5.1. 70 | 7,89852 9,0 16,7991 4,09867 51,8916 % 1,0 14,75 13,75
12.5.10. 30 | 4,17505 |3,85294 | 2,64127 1,6252 38,9264 % 1,0 7,15385 | 6,15385
12.5.2. 70 7,1987 |8,07143 | 18,3422 428278 59,4938 % 1,0 15,5 14,5
12.5.3. 58 | 891984 (926111 | 31,0646 5,57357 62,485 % 1,0 18,0 17,0
12.5.4. 30 | 3,42783 [3,56078 | 2,0774 1,44132 42,0475 % 1,0 6,06667 | 5,06667
12.5.5. 18 1,62831 |1,33333| 0,346019 0,588234 36,1254 % 1,0 2,81818 |[1,81818
12.5.6. 20 1,71415 | 1,51389 | 0,488346 0,698817 40,7675 % 1,0 34 2,4
12.5.7. 30 43938 |4,38914| 1,81908 1,34873 30,6962 % 1,55556 6,54545 | 4,9899
12.5.8. 15 1,6646 1,5 0,494207 0,702999 42,2324 % 1,0 3,5 2,5
12.5.9. 30 | 3,76091 4.0 2,04325 1,42942 38,0074 % 1,16667 6,81818 |5,65152
16.6.1. 70 13,1552 | 14,6136 | 72,7251 8,5279 64,8252 % 3,05882 36,8333 | 33,7745
16.6.10. 30 1,61884 |1,63068| 0,285115 0,533962 32,9841 % 1,0 2,54545 | 1,54545
16.6.2. 70 12,7224 | 14,3958 | 62,8115 7,92537 62,2946 % 2,17647 26,4286 | 24,2521
16.6.3. 70 12,3945 | 15,4792 | 85,2573 9,23349 74,4966 % 1,0 28,375 27,375
16.6.4. 30 | 3,31204 |3,46405| 1,97542 1,4055 42,4359 % 1,0 6,16667 |5,16667
16.6.5. 19 1,63256 1,5 0,347185 0,589224 36,0921 % 1,0 2,90909 | 1,90909
16.6.6. 26 1,65363 | 1,68333| 0,370917 0,60903 36,8299 % 1,0 2,8 1,8
16.6.7. 30 | 5,10958 5,0 0,995581 0,997788 19,5278 % 3,55556 8,08333 |4,52778
16.6.8. 30 | 5,25731 [5,26442| 1,09868 1,04818 19,9375 % 3,22222 7,38462 |4,16239
16.6.9. 30 | 2,50655 |2,63961 | 0,553801 0,744178 29,6894 % 1,07143 3,91667 |2,84524
25.6.1. 58 10,4131 | 8,0625 | 68,7366 8,29076 79,6185 % 1,0 27,8571 26,8571
25.6.10. 30 | 4,56912 (4,75128 | 1,39332 1,18039 25,8341 % 1,36364 6,71429 |5,35065
25.6.2. 70 12,2231 | 11,525 | 56,1062 7,49041 61,2805 % 2,05556 29,1429 | 27,0873
25.6.3. 70 | 9,80058 | 9,3375 | 55,8834 7,47552 76,2763 % 1,2 27,1667 |25,9667
25.6.4. 18 1,60115 |1,69318| 0,242888 0,492837 30,7801 % 1,0 2,6 1,6
25.6.5. 21 1,65209 1,5 0,347281 0,589305 35,6702 % 0,727273 2,88889 |2,16162
25.6.6. 30 | 3,87804 |3,96875| 0,437146 0,66117 17,0491 % 2,47059 5,25 2,77941
25.6.7. 30 | 4,68426 |4,53571| 0,97743 0,98865 21,1058 % 3,26667 7,08333 |3,81667
25.6.8. 30 | 4,22877 |4,05882| 1,0707 1,03475 24,4692 % 2.4 6,61538 |4,21538
25.6.9. 30 3,2629 |3,16071 | 1,48855 1,22006 37,3919 % 1,16667 5,81818 |4,65152
7.5.1. 70 | 8,88533 [6,66818 | 27,7619 5,26895 59,2994 % 2,625 21,5 18,875
7.5.10. 30 | 4,45202 [4,28526| 0,936922 0,967947 21,7418 % 2,42857 6,83333 |4,40476
7.5.11. 30 | 6,05276 | 6,1625 | 1,30433 1,14207 18,8686 % 2,88235 7,76923 | 4,88688
7.5.12. 30 | 3,03668 |3,15556| 1,41788 1,19075 39,2122 % 1,0 5,41667 | 4,41667
7.5.2. 70 | 7,91297 7,45 24,8184 498181 62,9575 % 2,11765 21,3333 | 19,2157
7.5.3. 70 | 7,15675 | 6,575 18,777 4,33325 60,5477 % 1,0 20,6667 | 19,6667
7.5.4. 30 | 4,62319 [4,75962 | 0,661035 0,813041 17,5861 % 3,0 6,16667 |3,16667
7.5.5. 30 | 2,65057 [2,76667 | 1,26075 1,12283 42,3619 % 0,933333 4,38462 |3,45128
7.5.6. 30 4,0059 3,9 1,31222 1,14552 28,5958 % 2,0 6,18182 |4,18182
7.5.7. 30 | 5,37497 |5,33636| 0,927088 0,962854 17,9137 % 3,41176 7,45455 | 4,04278
7.5.8. 30 | 3,01095 [2,83333| 1,12526 1,06078 35,2308 % 1,0 6,90909 | 5,90909
7.5.9. 30 | 7,02983 [6,81044| 4,1486 2,03681 28,9739 % 3,76471 11,0 7,23529
AFO 541 72 | 3,08747 |3,09762 | 0,542399 0,736477 23,8538 % 1,31579 5,2 3,88421
Total 1715 | 6,622 |4,41667 | 34,5657 5,87926 88,7838 % 0,727273 36,8333 | 36,1061

Tabulka €. P17 - Souhrnné statistiky nartistu ESM podle linii
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Test P-Value
Levene's| 144,607 0,0

Tabulka €. P18 - Leventiv Test homogennosti rozptyld narastu ESM podle médii

Médium | Sample Size | Average Rank
GD3 1191 626,248
GD4 24 487,625
LP1 140 1279,38
LP3 120 1411,69
LP4 120 1561,5
LP5 120 1483,41

Tabulka ¢. P19 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnosti médii; Test statistic = 959,27 P-Value = 0,0

Médium | Sample Size | n<= | n> | Median | 95,0 % lower CL | 95,0 % upper CL
GD3 1191 814 | 377 | 3,625 3,5 3,76471
GD4 24 24 0 | 3,0754 2,92544 3,40763
LP1 140 20 | 120 | 9,8125 9,11398 11,375
LP3 120 0 | 120 10,9615 10,2287 11,8649
LP4 120 0 |120] 17,225 16,0 18,7709
LP5 120 0 | 120 | 13,7857 12,8947 15,3333

Tabulka ¢. P20 — Moodyho Medidnovy test vyznamnosti rozdilu mediani pro jednotliva

klon

média; Test statistic = 615,772; P-Value = 0.,0; Total n

Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢. P6 — Stifedni hodnota a konfiden¢ni intervaly nartstu ESM podle linii
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Linie Count Mean Homogeneous Groups
25.6.4. 18 1,60115 |XX
16.6.10. 30 1,61884 |X
12.5.5. 18 1,62831 |XX
16.6.5. 19 1,63256 | XX
25.6.5. 21 1,65209 |XX
16.6.6. 26 1,65363 |X
12.5.8. 15 1,6646 |[XX
12.5.6. 20 1,71415 | XX
16.6.9. 30 2,50655 | XX
7.5.5. 30 2,65057 | XX
7.5.8. 30 3,01095 |XX
7.5.12. 30 3,03668 | XXX
AFO 541 72 3,08747 | XX
25.6.9. 30 3,2629 [ XXXX
16.6.4. 30 3,31204 | XXXX
12.54. 30 3,42783 | XXXX
12.5.9. 30 3,76091 | XXXXX
25.6.6. 30 3,87804 | XXXXXX
7.5.6. 30 4,0059 | XXXXXX
12.5.10. 30 4,17505 | XXXXXX
25.6.8. 30 4,22877 | XXXXXX
12.5.7. 30 4,3938 | XXXXXX
7.5.10. 30 4,45202 | XXXXXX
25.6.10. 30 4,56912 | XXXXXX
7.5.4. 30 4,62319 | XXXXXX
25.6.7. 30 4,68426 | XXXXXXX
16.6.7. 30 5,10958 | XXXXXXXX
16.6.8. 30 525731 | XXXXXXXX
7.5.7. 30 537497 | XXXXXXXX
7.5.11. 30 6,05276 | XKXXXXXXXX
7.5.9. 30 7,02983 XXXXXXXXX
7.5.3. 70 7,15675 XXXXXXXX
12.5.2. 70 7,1987 XXXXXXX
12.5.1. 70 7,89852 XXXXXX
7.5.2. 70 7,91297 XXXXX
7.5.1. 70 8,88533 XXX
12.5.3. 58 8,91984 XXXXX
25.6.3. 70 9,80058 XXXX
25.6.1. 58 10,4131 XXXX
25.6.2. 70 12,2231 XXX
16.6.3. 70 12,3945 XX
16.6.2. 70 12,7224 XX
16.6.1. 70 13,1552 X

Tabulka €. P21 - Pfehled homogennich skupin embryogennich linii stejné statistické

vyznamnosti podle Bonferroniho testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 %

Test P-Value

Levene's | 38,7501 0,0

Tabulka €. P22 - Levenliv Test homogennosti rozptylid ndrustu ESM embryogenich linii
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Linie Sample Size Average Rank
12.5.1. 70 1071,03
12.5.10. 30 738,917
12.5.2. 70 975,55
12.5.3. 58 1040,2
12.5.4. 30 590,85
12.5.5. 18 175,694
12.5.6. 20 192,6
12.5.7. 30 813,55
12.5.8. 15 183,7
12.5.9. 30 666,367
16.6.1. 70 1299,52
16.6.10. 30 170,733
16.6.2. 70 1254,55
16.6.3. 70 1070,19
16.6.4. 30 565,983
16.6.5. 19 175,132
16.6.6. 26 176,115
16.6.7. 30 968,917
16.6.8. 30 992,45
16.6.9. 30 363,533
25.6.1. 58 1054,59
25.6.10. 30 854,017
25.6.2. 70 1294,31
25.6.3. 70 1054,96
25.6.4. 18 165,444
25.6.5. 21 178,214
25.6.6. 30 704,917
25.6.7. 30 881,15
25.6.8. 30 775,7
25.6.9. 30 553,567
7.5.1. 70 1184,49
7.5.10. 30 830,35
7.5.11. 30 1108,33
7.5.12. 30 501,683
7.5.2. 70 1021,63
7.5.3. 70 1018,1
7.5.4. 30 877,55
7.5.5. 30 407,433
7.5.6. 30 722,8
7.5.7. 30 1018,67
7.5.8. 30 476,083
7.5.9. 30 1164,77
AFO 541 72 500,326

Tabulka ¢. P23 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnosti jednotllivych linii;

Test statistic = 769,021; P-Value = 0,0
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Linie Sample Size n<= [ n> Median 95,0 % lower CL 95,0 % upper CL
12.5.1. 70 21 49 9,0 5,33998 10,4251
12.5.10. 30 16 14 3,85294 3,17958 5,17821
12.5.2. 70 25 45 8,07143 4,6124 9,53721
12.5.3. 58 18 40 9,26111 7,48551 12,1406
12.54. 30 23 7 3,56078 2,23077 4,26667
12.5.5. 18 18 0 1,33333 1,18541 2,23585
12.5.6. 20 20 0 1,51389 1,02688 2,364
12.5.7. 30 15 15 4,38914 3,96346 522518
12.5.8. 15 15 0 1,5 1,0 222414
12.5.9. 30 20 10 4,0 2,91258 4,52903
16.6.1. 70 9 61 14,6136 5,67176 16,1657
16.6.10. 30 30 0 1,63068 1,16862 1,88889
16.6.2. 70 20 50 14,3958 5,61251 17,0307
16.6.3. 70 29 41 15,4792 3,47227 18,9001
16.6.4. 30 23 7 3,46405 2,64593 4,04683
16.6.5. 19 19 0 1,5 1,0 1,96569
16.6.6. 26 26 0 1,68333 1,0 2,04983
16.6.7. 30 7 23 5,0 4,50497 5,68481
16.6.8. 30 8 22 5,26442 4,48019 5,77541
16.6.9. 30 30 0 2,63961 2,00717 2,86667
25.6.1. 58 18 40 8,0625 6,45794 10,9912
25.6.10. 30 12 18 4,75128 3,87581 5,22967
25.6.2. 70 9 61 11,525 6,23005 14,8478
25.6.3. 70 28 42 9,3375 4,01993 10,8887
25.6.4. 18 18 0 1,69318 1,0 2,02241
25.6.5. 21 21 0 1,5 1,11303 2,0
25.6.6. 30 24 6 3,96875 3,5371 4,28325
25.6.7. 30 13 17 4,53571 4,21429 5,27953
25.6.8. 30 20 10 4,05882 3,58312 4,66129
25.6.9. 30 25 5 3,16071 2,38144 3,98155
7.5.1. 70 12 58 6,66818 6,11499 7,65504
7.5.10. 30 16 14 4,28526 3,80738 4,90073
7.5.11. 30 1 29 6,1625 5,58549 6,87363
7.5.12. 30 25 5 3,15556 2,47527 3,77303
7.5.2. 70 29 41 7,45 4,14133 9,23097
7.5.3. 70 25 45 6,575 4,68273 8,375
7.54. 30 13 17 4,75962 3,9746 5,05806
7.5.5. 30 30 0 2,76667 2,02279 3,48155
7.5.6. 30 19 11 3,9 3,35798 4,7811
7.5.7. 30 6 24 5,33636 4,8568 5,92127
7.5.8. 30 29 1 2,83333 2,40795 3,33775
7.5.9. 30 2 28 6,81044 5,76777 8,20097
AFO 541 72 71 1 3,09762 3,0 3,38257

Tabulka ¢. P24 — Moodyho Medianovy test vyznamnosti rozdilu medianii pro jednotlivé

linie; Test statistic = 628,164; P-Value = 0,0
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Primér z poméru 8.-0. tyden Médium Celkovy
Linie GD3 | GD4 LP1 LP3 LP4 Lp5 | primér
16.6.1. 4,82 16,43 17,64 18,79 24,76 13,16
16.6.2. 4,32 19,10 18,15 20,31 18,54 12,72
16.6.3. 2,41 19,97 19,44 2291 17,23 12,39
25.6.2. 5,00 20,05 13,08 22,60 14,84 12,22
25.6.1. 1,62 8,59 8,06 20,30 20,53 10,41
25.6.3. 2,95 9,69 10,97 22,12 16,98 9,80
12.5.3. 1,67 11,37 12,76 13,59 11,00 8,92
7.5.1. 4,92 7,97 6,54 18,26 14,67 8,89
7.5.2. 3,16 11,98 8,47 15,63 9,84 7,91
12.5.1. 3,63 10,43 10,88 11,51 11,57 7,90
12.5.2. 2,79 9,64 10,62 11,79 9,96 7,20
7.5.3. 3,43 6,74 9,27 14,86 8,94 7,16
7.5.9. 7,03 7,03
7.5.11. 6,05 6,05
7.5.7. 5,37 5,37
16.6.8. 5,26 5,26
16.6.7. 5,11 5,11
25.6.7. 4,68 4,68
7.5.4. 4,62 4,62
25.6.10. 4,57 4,57
7.5.10. 4,45 4,45
12.5.7. 4,39 4,39
25.6.8. 4,23 4,23
12.5.10. 4,18 4,18
7.5.6. 4,01 4,01
25.6.6. 3,88 3,88
12.5.9. 3,76 3,76
12.5.4. 3,43 3,43
16.6.4. 3,31 3,31
25.6.9. 3,26 3,26
AFO 541 3,28 3,03 2,88 3,09
7.5.12. 3,04 3,04
7.5.8. 3,01 3,01
7.5.5. 2,65 2,65
16.6.9. 2,51 2,51
12.5.6. 1,71 1,71
12.5.8. 1,66 1,66
16.6.6. 1,65 1,65
25.6.5. 1,65 1,65
16.6.5. 1,63 1,63
12.5.5. 1,63 1,63
16.6.10. 1,62 1,62
25.6.4. 1,60 1,60
Celkovy pramér 3,64 3,03 11,27 12,16 17,72 14,90 6,62

Tabulka ¢. P25 - Kontigenc¢ni tabulka vysledki pro 8. tyden, primérné hodnoty nartistu ESM
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Primeér z l;f::]?:;iltla& 0. tyden Celkovy pramér
AFO 541 3,09
7.5. 6,01
12.5. 5,73
25.6. 7,32
16.6. 8,14
Celkovy priumér 6,62

Tabulka ¢. P26 — Proliferace 8. tyden, pomér nartistu ESM podle lokalit
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12.3. Maturace
12.3.1. Média

Pocet pozorovani: 891
Pocet urovni: 4

Médium Count | Average | Median | Variance | Standard deviation [ Coeff. of variation | Minimum | Maximum | Range
GD5 786 [ 6,56997 5,0 24,8925 4,98924 75,9401 % 0,0 25,0 25,0
LP6 55 4,85455 4,0 11,6081 3,40706 70,183 % 0,0 14,0 14,0
LP7 25 15,16 14,0 46,14 6,79264 44,8064 % 6,0 33,0 27,0
LP8 25 10,12 10,0 9,11 3,01828 29,8249 % 5,0 16,0 11,0
Total 891 | 6,80471 6,0 26,7034 5,16753 75,9405 % 0,0 33,0 33,0

Tabulka ¢. M1 — Souhrnné statistiky vysledki maturace podle médii

Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Graf ¢. M1 — Pfehled homogennich skupin stejné statistick¢ vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 % podle média
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Graf &. M2 — Stiedni hodnota a konfidenéni intervaly po&tu embryi/cm” pro jednotliva

média

Medium Sample Size| Average Rank
GDS 786 435,761
LP6 55 360,118
LP7 25 752,74
LP8 25 650,1

Tabulka ¢. M2 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnosti médii; Test statistic = 58,8913; P-
Value = 1,01408E ™"

Medium Sample Size | n<= | n> | Median | 95,0 % lower CL | 95,0 % upper CL
GDS 786 453 | 333 5,0 5,0 6,0
LP6 55 39 | 16 4,0 3,0 6,0
LP7 25 1 24 14,0 10,1042 20,6875
LP8 25 2 23 10,0 8,0 12,0

Tabulka ¢. M3 — Moodyho Medidnovy test vyznamnosti rozdilu mediani pro jednotliva

média; Total n = 89, Grand median = 6,0; Test statistic = 56,4355; P-Value = 3,39151E"?
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12.3.2. Embryogenni linie

Pocet pozorovani: 891

Pocet urovni: 32

Linie Count | Average | Median | Variance | Standard deviation | Coeff. of variation | Minimum | Maximum | Range
12.5.1. 27 11,4815 12,0 11,6439 3,41231 29,7201 % 6,0 18,0 12,0
12.5.10. 27 5,07407 5,0 5,37892 2,31925 45,7078 % 0,0 10,0 10,0
12.5.2. 27 2,92593 3,0 2,91738 1,70803 58,3758 % 0,0 5,0 5,0
12.5.4. 27 4,37037 4,0 4,93447 2,22137 50,8279 % 0,0 9,0 9,0
12.5.7. 27 11,9259 12,0 12,2251 3,49644 29,3179 % 3,0 17,0 14,0
12.5.9. 27 2,62963 3,0 4,0114 2,00285 76,1646 % 0,0 7,0 7,0
16.6.1. 15 11,1333 10,0 39,981 6,32305 56,7939 % 3,0 23,0 20,0
16.6.2. 42 10,7857 11,0 12,4652 3,5306 32,7341 % 3,0 17,0 14,0
16.6.3. 15 16,1333 14,0 56,2667 7,50111 46,4945 % 6,0 33,0 27,0
16.6.4. 42 4,90476 4,5 16,8688 4,10716 83,7382 % 0,0 15,0 15,0
16.6.5. 15 6,73333 7,0 5,06667 2,25093 33,4296 % 3,0 11,0 8,0
16.6.7. 27 1,44444 1,0 1,5641 1,25064 86,5828 % 0,0 4,0 4,0
16.6.8. 27 2,55556 2,0 1,79487 1,33973 52,4241 % 1,0 6,0 5,0
16.6.9. 27 5,22222 5,0 4,10256 2,02548 38,7858 % 1,0 9,0 8,0
25.6.10. 27 12,1481 13,0 10,2849 3,20701 26,3992 % 5,0 18,0 13,0
25.6.2. 27 15,4815 14,0 16,8746 4,10788 26,5341 % 10,0 25,0 15,0
25.6.3. 27 9,88889 10,0 12,7949 3,57699 36,1718 % 3,0 17,0 14,0
25.6.6. 27 3,40741 3,0 3,17379 1,78151 52,2835 % 1,0 7,0 6,0
25.6.7. 27 4,2963 4,0 2,83191 1,68283 39,1693 % 1,0 7,0 6,0
25.6.8. 27 1,07407 1,0 1,76353 1,32798 123,64 % 0,0 5,0 5,0
25.6.9. 27 11,7037 12,0 13,0627 3,61423 30,8811 % 6,0 18,0 12,0
7.5.1. 27 11,6296 12,0 10,2422 3,20034 27,5188 % 6,0 18,0 12,0
7.5.10. 27 3,81481 4,0 4,23362 2,05758 53,9365 % 1,0 8,0 7,0
7.5.2. 27 8,74074 8,0 9,66097 3,10821 35,56 % 3,0 15,0 12,0
7.5.3. 27 10,2222 11,0 10,7179 3,27383 32,0266 % 4,0 15,0 11,0
7.5.4. 27 6,7037 6,0 8,1396 2,853 42,5585 % 2,0 15,0 13,0
7.5.5. 27 5,85185 6,0 4,36182 2,0885 35,6895 % 2,0 10,0 8,0
7.5.6. 27 4,07407 4,0 5,14815 2,26895 55,6925 % 1,0 9,0 8,0
7.5.7. 27 14,1852 14,0 5,77208 2,40252 16,9368 % 9,0 18,0 9,0
7.5.8. 27 1,85185 1,0 3,2849 1,81243 97,8712 % 0,0 6,0 6,0
7.5.9. 27 1,44444 1,0 2,41026 1,5525 107,481 % 0,0 5,0 5,0
AFO 541 60 32 3,0 3,55254 1,88482 58,9006 % 0,0 7,0 7,0
Total 891 | 6,80471 6,0 26,7034 5,16753 75,9405 % 0,0 33,0 33,0

Tabulka ¢. M4 - Souhrnné statistiky maturace podle jednotlivych linii
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Linie Count Mean Homogeneous Groups
25.6.8. 27 1,07407 [X

7.5.9. 27 1,44444 | XX

16.6.7. 27 1,44444 XX

7.5.8. 27 1,85185 [XX

16.6.8. 27 2,55556 [ XXX

12.5.9. 27 2,62963 [ XXX

12.5.2. 27 2,92593 [ XXXX

AFO 541 60 3,2 XXX

25.6.6. 27 3,40741 | XXXXX

7.5.10. 27 3,81481 | XXXXXX

7.5.6. 27 4,07407 [ XXXXXX

25.6.7. 27 4,2963 XXXXX

12.5.4. 27 4,37037 XXXXX

16.6.4. 42 4,90476 XXXX

12.5.10. 27 5,07407 XXXX

16.6.9. 27 5,22222 XXXX

7.5.5. 27 5,85185 XXXX

7.5.4. 27 6,7037 XX

16.6.5. 15 6,73333 XXXX
7.5.2. 27 8,74074 XXX
25.6.3. 27 9,88889 XXX
7.5.3. 27 10,2222 XXX
16.6.2. 42 10,7857 XX
16.6.1. 15 11,1333 XXX
12.5.1. 27 11,4815 XXX
7.5.1. 27 11,6296 XXX
25.6.9. 27 11,7037 XXX
12.5.7. 27 11,9259 XX
25.6.10. 27 12,1481 XX
7.5.7. 27 14,1852 XX
25.6.2. 27 15,4815 X
16.6.3. 15 16,1333 X

Tabulka ¢. M5 — Ptehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle

Tukeyho HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle linii

Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢.M3 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly po&tu embryi/cm’ pro jednotlivé linie
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Linie Sample Size Average Rank
12.5.1. 27 695,056
12.5.10. 27 392,444
12.5.2. 27 243,037
12.5.4. 27 343,63
12.5.7. 27 708,407
12.5.9. 27 219,093
16.6.1. 15 630,467
16.6.2. 42 666,929
16.6.3. 15 764,367
16.6.4. 42 355,548
16.6.5. 15 496,2
16.6.7. 27 130,537
16.6.8. 27 210,685
16.6.9. 27 404,63
25.6.10. 27 720,241
25.6.2. 27 798,0
25.6.3. 27 630,37
25.6.6. 27 274,278
25.6.7. 27 342,481
25.6.8. 27 105,852
25.6.9. 27 699,944
7.5.1. 27 703,0
7.5.10. 27 303,981
7.5.2. 27 586,926
7.5.3. 27 647,5
7.5.4. 27 485,185
7.5.5. 27 443,426
7.5.6. 27 320,648
7.5.7. 27 788,944
7.5.8. 27 162,759
7.5.9. 27 133,593
AFO 541 60 262,017

Tabulka ¢. M6 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnost embryogennich linii; Test statistic =

633,645, P-Value = 0,0

170



Linie Sample Size n<= | n> | Median 95,0 % lower CL 95,0 % upper CL
12.5.1. 27 1 26 12,0 8,93232 13,0677
12.5.10. 27 18 9 5,0 3,93232 7,0
12.5.2. 27 27 0 3,0 2,0 4,0
12.54. 27 22 5 4,0 3,0 6,0
12.5.7. 27 1 26 12,0 10,0 14,0677
12.5.9. 27 26 1 3,0 1,0 4,0
16.6.1. 15 4 11 10,0 4,17817 17,6437
16.6.2. 42 4 38 11,0 9,0 12,8564
16.6.3. 15 1 14 14,0 9,17817 23,8218
16.6.4. 42 27 15 4,5 2,0 7,0
16.6.5. 15 6 9 7,0 5,0 8,82183
16.6.7. 27 27 0 1,0 0,0 2,0
16.6.8. 27 27 0 2,0 1,93232 3,0
16.6.9. 27 20 7 5,0 4,0 6,06768
25.6.10. 27 1 26 13,0 10,0 14,0
25.6.2. 27 0 27 14,0 13,0 17,0677
25.6.3. 27 5 22 10,0 7,0 12,0677
25.6.6. 27 25 2 3,0 2,0 4,06768
25.6.7. 27 24 3 4,0 3,0 5,06768
25.6.8. 27 27 0 1,0 0,0 2,0
25.6.9. 27 2 25 12,0 9,0 14,0
7.5.1. 27 1 26 12,0 9,93232 14,0
7.5.10. 27 23 4 4,0 2,93232 5,0
7.5.2. 27 7 20 8,0 6,93232 11,0
7.5.3. 27 4 23 11,0 7,0 13,0
7.5.4. 27 15 12 6,0 5,93232 7,06768
7.5.5. 27 16 11 6,0 4,0 7,0
7.5.6. 27 22 5 4,0 2,93232 6,0
7.5.7. 27 0 27 14,0 13,0 16,0
7.5.8. 27 27 0 1,0 1,0 2,06768
7.5.9. 27 27 0 1,0 0,0 2,06768
AFO 541 60 58 2 3,0 3,0 4,0

Tabulka ¢. M7 — Moodyho Medianovy test vyznamnosti rozdilu mediani pro jednotlivé

linie; Total n = 891; Grand median = 6,0; Test statistic = 557,119; P-Value = 0,0
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12.4. Germinace

12.4.1. Druh oSetreni

Pocet pozorovani: 126
Pocet tirovni: 2

Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Graf ¢. G1 — Prehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle druhu oSetieni (DES a BEZ)

trle(zllltcrfll:eil ¢ Count | Average | Median | Variance |Standard deviation [ Coeff. of variation | Minimum |Maximum
BEZ 58 -2,64869 [ -2,56476 | 0,469097 0,684907 -25,8584 % -4,21951 -1,38629
DES 68 -1,89002 | -1,84067| 0,321287 0,566821 -29,9903 % -3,3673 -0,780159
Total 126 -2,23925 [-2,15874 ] 0,53025 0,728182 -32,5191 % -4,21951 [ -0,780159
Tabulka ¢. G1 — Souhrnné statistiky germinace podle druhu oSetfeni
Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢. G2 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly tvorby kli¢nich rostlin podle oSetteni
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Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 18,0165 1 18,0165 46,29 0,0000
Within groups 48,2647 124 0,389232
Total (Corr.) 66,2812 125

Tabulka ¢. G2 — Tabulka analyzy rozptyl vytézku kli¢nich rostlin podle druhu oSetteni

Level | Count Mean Homogeneous Groups
BEZ 58 -2,64869 [X
DES 68 -1,89002 [ X

Tabulka ¢. G3 — Piehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukey

HSD testu na hlading pravdépodobnosti 95,0 % podle druhu osetfeni

Test P-Value
Levene's | 2,96407 [0,0876271

Tabulka ¢. G4 — Leventiv Test homogennosti rozptyl vytézku kli¢nich rostlin podle

druhu oSetfeni

173



12.4.2. Média

Pocet pozorovani: 126
Pocet trovni: 5

Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals

LOG(pomer Klicicih rostlin)
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Graf ¢. G3 — Prehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 % podle médii

Médium Count | Average | Median | Variance |Standard deviation \Sl(:'fi:g.i:))rfl Minimum| Maximum
GD6 56 -1,88417 | -1,79176 | 0,297023 0,544998 -28,925 % -3,4012 | -0,780159
GD7 43 -2,7943 | -2,77259 | 0,362794 0,602324 -21,5554 % -4,21951 | -1,71979
LP10 10 -1,75897 | -1,74825 | 0,403269 0,635034 -36,1027 % -2,83321 [ -1,05605
LP11 8 -2,38952 | -2,08074 | 0,547737 0,740093 -30,9725 % -3,55535 [ -1,65823
LP9 9 -2,1967 | -2,02815 | 0,554038 0,744337 -33,8844 % -3,2581 -1,34993
Total 126 -2,23925 | -2,15874 | 0,53025 0,728182 -32,5191 % -4,21951 | -0,780159

Tabulka ¢. G5 — Souhrnné statistiky vysledkl germinace podle médii

Box-and-Whisker Plot
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Graf ¢. G4 — Stfedni hodnota a konfiden¢ni intervaly tvorby kli¢nich rostlin podle médii
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Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 22,8117 4 5,70293 15,87 0,0000
Within groups 43,4695 121 0,359252
Total (Corr.) 66,2812 125

Tabulka €. G6 — Tabulka analyzy rozptyl vytéZzku kli¢nich rostlin podle médii

Médium Count Mean Homogeneous Groups
GD7 43 -2,7943 [X
LP11 8 -2,38952 [ XX
LP9 9 -2,1967 XX
GD6 56 -1,88417 X
LP10 10 -1,75897 X

Tabulka ¢. G7 — Piehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle

Tukeyho HSD testu na hladiné pravdépodobnosti 95 % podle médii

Test P-Value
Levene's | 0,984245 | 0,418864

Tabulka ¢. G8 — Leventiv Test homogennosti rozptylii vytézku kli¢nich rostlin podle médii
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12.4.3. Embryogenni linie

Pocet pozorovani: 126
Pocet trovni: 31

Means and 95,0 Percent Tukey HSD Intervals
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Graf ¢. G5 — Prehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle Tukeyho

HSD testu na hlading pravdépodobnosti 95 % podle linii
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Linie Count | Average Median Variance Standard deviation | Coeff. of variation | Minimum | Maximum
12.5.1. 3 -2,9278 -3,3673 0,625321 0,790773 -27,0091 % -3,4012 -2,0149
12.5.10. 4 -2,27507 | -2,29452 0,489957 0,699969 -30,7669 % -3,09104 -1,4202
12.5.2. 4 -2,39442 | -2,17109 0,704563 0,839382 -35,0557 % -3,58352 -1,652
12.5.4. 4 -2,31416 | -2,24663 0,335042 0,578828 -25,0124 % -3,02042 -1,74297
12.5.7. 4 -2,36411 | -2,35669 0,356174 0,596803 -25,2444 % -3,09104 -1,652
16.6.1. 6 -2,47666 | -2,34068 0,528137 0,72673 -29,3431 % -3,55535 -1,5506
16.6.2. 8 -2,10461 | -2,04717 0,542505 0,73655 -34,997 % -3,2581 -1,05605
16.6.3. 6 -2,08742 | -1,98326 0,626293 0,791387 -37,9121 % -3,13549 -1,1421
16.6.4. 9 -2,09792 | -1,94591 0,471992 0,687017 -32,7475 % -3,04452 -1,06087
16.6.5. 4 -2,00092 | -1,94478 0,407313 0,638211 -31,8958 % -2,83321 -1,28093
16.6.7. 4 -2,2621 -1,98041 0,734632 0,857107 -37,8898 % -3,49651 -1,59109
16.6.8. 4 -2,39615 -2,257 0,303615 0,551013 -22,9957 % -3,17805 -1,89256
16.6.9. 4 -2,57703 | -2,46051 1,10524 1,0513 -40,7951 % -3,93183 -1,45529
25.6.10. 4 -1,7274 -1,65294 0,565021 0,751679 -43,515 % -2,70805 -0,895671
25.6.2. 4 -2,16556 | -2,15245 0,826487 0,909113 -41,9805 % -3,28341 -1,07392
25.6.3. 4 -2,32225 | -2,20907 0,469544 0,685233 -29,5073 % -3,21888 -1,652
25.6.6. 3 -2,39236 | -2,70805 0,364263 0,603542 -25,2279 % -2,77259 -1,69645
25.6.7. 3 -2,15473 | -2,32728 0,195765 0,442453 -20,5341 % -2,48491 -1,652
25.6.8. 3 -2,08009 | -1,79176 0,581012 0,762241 -36,6446 % -2,94444 -1,50408
25.6.9. 4 -2,26342 | -2,12647 0,494513 0,703216 -31,0687 % -3,23212 -1,56862
7.5.1. 4 -2,75491 | -2,52858 1,18685 1,08943 -39,5449 % -4,21951 -1,74297
7.5.10. 4 -2,13129 | -2,02963 1,11921 1,05793 -49,6378 % -3,3673 -1,09861
7.5.2. 4 -2,75226 | -2,72145 1,1881 1,09 -39,6037 % -4,11087 -1,45529
7.5.3. 4 -1,74986 | -1,70606 0,439798 0,663173 -37,8987 % -2,584 -1,0033
7.5.4. 4 -2,12444 | -1,99449 0,824373 0,90795 -42,7383 % -3,3322 -1,17657
7.5.5. 4 -2,41852 | -2,29945 0,493826 0,702727 -29,0561 % -3,3322 -1,74297
7.5.6. 2 -2,43725 | -2,43725 | 0,00454202 0,0673945 -2,76518 % -2,48491 -2,3896
7.5.7. 4 -1,52868 | -1,55304 0,368932 0,607398 -39,7335 % -2,22848 -0,780159
7.5.8. 3 -2,12617 -2,3979 0,363649 0,603033 -28,3624 % -2,54553 -1,43508
7.5.9. 2 -2,5438 -2,5438 0,80456 0,896973 -35,2612 % -3,17805 -1,90954
AFO 541 2 -1,97321 | -1,97321 0,399897 0,632374 -32,0479 % -2,42037 -1,52606
Total 126 -2,23925 | -2,15874 0,53025 0,728182 -32,5191 % -4,21951 -0,780159

Tabulka ¢. G10 — Souhrnné statistiky tvorby kli¢nich rostlin pro jednotlivé linie
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Graf ¢. G6 — Stredni hodnota a konfidenc¢ni intervaly tvorby kli¢nich rostlin podle linii
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Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 10,227 30 0,340901 0,58 0,9556
Within groups 56,0542 95 0,590044
Total (Corr.) 66,2812 125

Tabulka ¢. G11 — Tabulka analyzy rozptyli vytézku kli¢nich rostlin podle linii

Linie Count Mean Homogeneous Groups
12.5.1. 3 -2,9278 |X
7.5.1. 4 -2,75491 [X
7.5.2. 4 -2,75226 |X
16.6.9. 4 -2,57703 [X
7.5.9. 2 -2,5438 |X
16.6.1. 6 -2,47666 |X
7.5.6. 2 -2,43725 |X
7.5.5. 4 -2,41852 [X
16.6.8. 4 -2,39615 |X
12.5.2. 4 -2,39442 |X
25.6.6. 3 -2,39236 X
12.5.7. 4 -2,36411 [X
25.6.3. 4 -2,32225 |X
12.54. 4 -2,31416 [X
12.5.10. 4 -2,27507 [X
25.6.9. 4 -2,26342 X
16.6.7. 4 -2,2621  |X
25.6.2. 4 -2,16556 |X
25.6.7. 3 -2,15473 [X
7.5.10. 4 -2,13129 (X
7.5.8. 3 -2,12617 |X
7.54. 4 -2,12444 |X
16.6.2. 8 -2,10461 [X
16.6.4. 9 -2,09792 X
16.6.3. 6 -2,08742 |X
25.6.8. 3 -2,08009 (X
16.6.5. 4 -2,00092 [X
AFO 541 2 -1,97321 [X
7.5.3. 4 -1,74986 |X
25.6.10. 4 -1,7274 |X
7.5.7. 4 -1,52868 |[X

Tabulka ¢. G11 — Piehled homogennich skupin stejné statistické vyznamnosti podle

Tukeyho HSD testu na hladin€ pravdépodobnosti 95 % podle linii

Test P-Value
Levene's [0,391918 [0,997679

Tabulka ¢. G12 — Leventv Test homogennosti rozptylt tvorby kli¢nich rostlin podle linii
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Linie Sample Size [ Average Rank
12.5.1. 3 29,3333
12.5.10. 4 61,125
12.5.2. 4 57,125
12.54. 4 57,875
12.5.7. 4 55,5
16.6.1. 6 50,3333
16.6.2. 8 69,3125
16.6.3. 6 71,5
16.6.4. 9 70,1111
16.6.5. 4 76,0
16.6.7. 4 64,125
16.6.8. 4 53,5
16.6.9. 4 51,875
25.6.10. 4 88,0
25.6.2. 4 65,375
25.6.3. 4 60,0
25.6.6. 3 53,3333
25.6.7. 3 65,8333
25.6.8. 3 72,8333
25.6.9. 4 61,375
7.5.1. 4 45,625
7.5.10. 4 69,0
7.5.2. 4 43,625
7.5.3. 4 87,25
7.54. 4 69,0
7.5.5. 4 52,875
7.5.6. 2 48,75
7.5.7. 4 98,375
7.5.8. 3 66,6667
7.5.9. 2 48,25
AFO 541 2 78,0

Tabulka ¢. G13 — Kruskal-Wallistiv test vyznamnosti jednotlivych linii; Test statistic =
17,1171 P-Value =0,971143
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Linie Sample Size | n<= | n> | Median | 95,0 % lower CL | 95,0 % upper CL
12.5.1. 3 2 1 -3,3673
12.5.10. 4 2 2 | -2,29452
12.5.2. 4 2 2 | -2,17109
12.5.4. 4 2 2 | -2,24663
12.5.7. 4 3 1 | -2,35669
16.6.1. 6 4 2 | -2,34068
16.6.2. 8 3 5 | -2,04717
16.6.3. 6 2 4 | -1,98326
16.6.4. 9 4 5 | -1,94591 -3,03674 -1,08335
16.6.5. 4 1 3 | -1,94478
16.6.7. 4 2 2 | -1,98041
16.6.8. 4 3 1 -2,257
16.6.9. 4 2 2 | -2,46051
25.6.10. 4 1 3 | -1,65294
25.6.2. 4 2 2 | -2,15245
25.6.3. 4 2 2 | -2,20907
25.6.6. 3 2 1 | -2,70805
25.6.7. 3 2 1 | -2,32728
25.6.8. 3 1 2 | -1,79176
25.6.9. 4 2 2 | -2,12647
7.5.1. 4 2 2 | -2,52858
7.5.10. 4 2 2 | -2,02963
7.5.2. 4 3 1 | -2,72145
7.5.3. 4 1 3 | -1,70606
7.5.4. 4 2 2 | -1,99449
7.5.5. 4 2 2 | -2,29945
7.5.6. 2 2 0 | -2,43725
7.5.7. 4 1 3 | -1,55304
7.5.8. 3 2 1 -2,3979
7.5.9. 2 1 1 -2,5438
AFO 541 2 1 1 | -1,97321

Tabulka ¢. G14 — Moodyho Medianovy test vyznamnosti rozdilu mediant pro jednotlivé

linie; Test statistic = 12,6111 P-Value = 0,997765
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12.5. Obrazkova priloha

Obrazek ¢. Ol - Izolace embrya ze semene (Flow-box)

Zbytek semene po vypreparovani embrya Vypreparované embryo na médiu

Obrazek ¢. O2 — Iniciace; preparace embrya - primarni explantat
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Obrazek €. O3 - Stojan s kulturami v kultiva¢ni mistnosti

Obrazek ¢. O4 — Iniciace ESM; primarni explantat po 3 tydnech kultivace na GD1 médiu
(Detail - pletivo vznikajici ze zony 2 je ESM)
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Obrazek ¢. O5 — Proliferace; Embryogenni linie 12.5.1.

(ESM po 4 tydnech kultivace na médiu LP4)

Obrazek ¢. O6 — Proliferace; Embryogenni linie 12.5.1.

Detail - pletivo je prisvitné, bilé konzistentni s jemnou vlaknitou strukturou

183



Obrazek &. O7 - Proliferace ESM; linie 7.5.1. na LP1 médiu — tyden 0 (velikost 10 mm?)

Obrazek ¢. O8 - Proliferace ESM; linie 7.5.1. na LP1 médiu - kultivace po 8 tydnech
(velikost 168 mm?)
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Obrazek ¢. O9 — Maturace; linie 16.6.3. kultivace po 2 tydnech na médiu LP7

Zrajici embrya vystupuji nad povrch kultury

Obrazek ¢. O10 — Maturace; linie 16.6.3. kultivace po 3 tydnech na médiu LP7

Jasné zfetelnd embrya se zacinaji formovat, jejich vnitini struktura se diferencuje

Obrazek ¢. O11 — Maturace; linie 16.6.3. kultivace po 4 tydnech na médiu LP7

Embrya s formujici se zéklady dé€loh a kotfenového casti
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Obrazek ¢. O12a - Maturace; linie 16.6.3. kultivace po 6 tydnech na médiu LP7

Dobfte formovana zrala embrya

Obrazek ¢. O12b — Maturace; linie 16.6.3. kultivace po 6 tydnech na médiu LP7

Detail — na styku kultury s médiem dochazi k pozdnimu dozravani embryi, jsou patrna
embrya v jiném stupni morfologického uspotadani nez média uprostied kultury
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Obrazek ¢. O13a -Desikace; linie 16.6.3. embrya jsou ptipravena k desikaci umisténa na

Petriho miskach; Embrya maji zfeteln¢ vyvinuty kofenovy meristém a délohy

Obrazek ¢. O13b — Desikace; linie 16.6.3. formujici se kli¢ni rostliny

Detail — 1 tyden vyvoje embryi, je patrny vyvoj kotfenové ¢asti
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Obrazek ¢. O14 — Desikace; linie 16.6.3. formujici se kli¢ni rostliny

Embrya maji velmi rozdilnou ristovou dynamiku; jsou zde vidét dobie se vyvijecich

rostliny 1 abnormalné kli¢ici embrya po 3 tydnech kultivace

Obrazek ¢. O14 — Desikace; linie 16.6.3. formujici se kli¢ni rostliny

r~r

Detail — a. normalné kli¢ici embryo, b. abnormalnég kli¢ici embryo

188



Obrazek ¢. O15 — Germinace; linie 16.6.3. kultivace na médiu LP10

Detail — dobie formovana kli¢ni rostlina

Obrazek ¢. O16 — Germinace; linie 12.5.10. formujici se kli¢ni rostliny na médiu 2 GD6

Detail - etiolizovana embrya

Obrazek ¢. O17 — Germinace; linie 12.5.10. formujici se kli¢ni rostliny na médiu 2 GD6
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Dobte se vyvijejici kli¢ni rostliny

Obrazek ¢. O18 — Germinace; linie 12.5.10 na médiu LP10

Detail — normaln¢ kli¢ici somaticka embrya

Obrazek ¢. O18 - Germinace; linie 12.5.10 na médiu 2 GD6

Detail — normalné kli¢ici somatickd embrya
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Obrazek ¢. O18 — Germinace; linie 16.6.1. abnormalné se vyvijejici embrya

-

el o Nt

Obrazek ¢. 019 - Germinace; linie 12.5.10 na médiu LP10

Obrazek ¢. 019 — Konverze; dobie formovana kli¢ni rostlina pripravena na kultivaci ex vitro
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