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Abstrakt

Somatic embryogenesis of Norway spruce (Picea abies) presents both promising means
of propagation and valuable model system for investigating the structural, physiological
and molecular events occurring during embryo development. Somatic embryogenesis is a
process in which a bipolar structure, somatic embryo develops from non-zygotic cell
through series of developmental steps similar to zygotic embryogenesis. The efficiency of
every phase depends on the previous ones. Important changes in structure and physiology
of somatic embryo happen in maturation phase. Embryo accumulates storage compounds
(saccharides, lipids and proteins), that are necessary for post-maturation phases.
Manipulation of the culture conditions during the maturation can increase both quality and
number of embryos produced in culture. Between factors that influence somatic
embryogenesis belong growth regulators, osmotic stress and carbohydrates. Maturation is
supported considerably by abscisic acid and non-penetrating osmotica (e.g. PEG). The role
of carbohydrates during maturation phase has not been fully elucidated yet. Carbohydrates
serve as source of energy and carbon, osmotica, participate in protection of membrane and
recently it is assumed that can be signal molecules.

Presented study was made using the embryogenic line genotyp Picea abies AFO 541
(AFOCEL, France). Embryogenic culture was grown on Gupta and Durzan modified liquid
medium supplemented with ABA and different types of carbohydrates. To contribute to
elucidation of the role of carbohydrates during somatic embryo maturation four variants of
maturation of SE were conducted: 1) medium with 3% sucrose and one week
subcultivation interval, 2) medium with 1,57% glucose and 1,57% fructose and one week
subcultivation interval, 3) medium with 3% sucrose and subcultivation every second,
fourth and seventh day in a week, which lead to limitation of sucrose hydrolysis in
medium, 4) medium with 3% sucrose first two days, 2,25% sucrose next two days and
1,5% sucrose next three days in week.

Substitution of sucrose in maturation medium by glucose and fructose decrease yield of
mature somatic embryos. Limitation of sucrose hydrolysis in medium lead to partial
decrease of yield of mature somatic embryos. However, the significant decrease in embryo
yield was also observed in cultures grown on a series of media with declining
sucrose/hexoses ratio and three transfers to a new medium per week. Content and spectrum
of endogenous carbohydrates in somatic embryos during maturation were similar in all

variants. Analysis of maturation media confirm, that sucrose presented in media is



completely hydrolyzed to glucose and fructose after one week cultivation. Dynamics of pH
of media during six weeks of maturation of SE was similar in all variants. There was a
decrease of pH from the first week to the lowest value in the third week of cultivation.
From the fourth week, increase of pH of media until the end of the sixth week was
observed. There was not statistic difference in content of storage lipids and proteins in SE
after maturation among variants.

The effect of non-penetrating osmoticum PEG in maturation media on accumulation of
storage proteins and lipid in somatic embryos was studied. It was found, that the content of

storage lipids was higher in somatic embryos treated by PEG during maturation.
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Uvod

1. Uvod

Smrk ztepily (Picea abies) patii v Evropé k hospodaisky i ekologicky vyznamnym
druhtim jehli¢nant. V disledku emisniho poskozeni, okyselovani a eroze pud dochazi
k poSkozovéni lesnich porostli. Reprodukéni cyklus smrku ztepilého je relativné dlouhy,
semena se tvofi obvykle az 20 let po vysadbé a semenné roky nastdvaji primérné
kazdych 5 let (Paques a kol., 1995). Vegetativni mnozeni tradiénimi metodami se
neosveédcilo, protoze fizky Spatné zakofenuji, vétve rostou plagiotropné. Nevhodnym
zpusobem mnozZeni je i regenerace celistvych rostlin in vitro cestou organogeneze (napf.
Norgaard a Krogstrup, 1995). Dalsi vyzkum je tedy soustiedén na vegetativni mnozeni
jehlicnani pomoci somatické embryogeneze, tedy vyvoje embryi ze somatickych
bunc¢k. Tato metoda umoznuje ziskat velké mnozstvi rostlin zddané¢ho genotypu
v relativné kratkém cCase a mize tak vyznamné ptispet ke zlepSeni stavu lesnich
spoleCenstev nebo usnadnit navrat ohroZenych nebo vymizelych genotypli zpét do
puvodniho prostfedi. Somatickd embryogeneze také predstavuje vhodny model pro
podrobné studium zarode¢ného vyvoje embrya. Bez ohledu na rocni obdobi umoznuje
ziskat geneticky jednotny experimentdlni materidl a cilené manipulovat s kultivaénimi
podminkami.

V poslednich 25 letech bylo ziskdno mnoho poznatkli o somatické embryogenezi
jehli¢nant. Jednotlivé faze tohoto procesu na sebe navazuji a parametry dosazené
v kazdé z nich ovlivituji faze nasledujici. K dalezitym zménam ve struktute i fyziologii
embrya dochazi béhem faze zrani. V tomto obdobi dochazi k ustaveni struktury embryi
a hromadéni zasobnich latek, které jsou potfebné pro dalsi vyvoj. Metabolismus
zasobnich latek je tuzce spojen s metabolismem sacharidi. Vzhledem ktomu, ze
somaticka embrya nejsou ve vyzivé podporovana megagametofytem, jako je tomu u
embryi zygotickych, je velky diiraz kladen na sacharidovou slozku kultivacnich médii.
Jak ukazuji vysledky nékterych studii (Tremblay a Tremblay, 1991; Iraqi a Tremblay,
2001a,b) sacharidy piitomné v médiu nejsou pro embryogenni kultury pouze zdrojem
uhliku a energie, ale pusobi také jako osmotikum a ziejmé 1 jako signalni molekuly.

V nasi laboratofi je k vyzkumu vyuzivan Uspé$né zrajici genotyp smrku ztepilého
(Picea abies) AFO 541 ptvodem z Francie. V minulych letech byla provedena zékladni

charakterizace somatické embryogeneze z anatomického (Svobodova a kol., 1999;
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Ulrychova, 2004) i z biochemického hlediska (Lipavska a kol., 2000b; Konradova a
kol., 2002; Grigova 2003; Kubes 2004).

Cile diplomové prace

Piispét k porozuméni role sacharidi pii zrani somatickych embryi Picea abies

s vyuzitim kultivace na tekutych médiich.

Byly testovany nasledujici hypotézy:

» Hypotéza 1: Typ a mnozstvi sacharidi ovliviiuje vytézky zralych somatickych

embryi zrajicich na tekutém médiu.

Stanovit vytézky somatickych embryi kultivovanych pii rGzném
zasobeni sacharidy zmédia a kultivaci stydennim nebo zkricenym

subkultivaénim intervalem béhem zrani.

» Hypotéza 2: Riizna dostupnost sacharidii béhem zrani ovlivituje vyznamné obsah a

zastoupeni endogennich nestrukturnich sacharidli v somatickych embryich.

Zjistit zmény v obsahu a zastoupeni endogennich nestrukturnich
sacharidti v somatickych embryich béhem jejich zrani, desikace a kliceni,
a to za ruzné dostupnosti exogennich sacharidii v pribéhu zréni
embryogenni kultury.

Zjistit zmény v obsahu a spektru exogennich sacharidi v tekutém
maturatnim médiu v prubéhu zrani embryogenni kultury, a to
v zavislosti na poc¢atecni koncentraci sacharidii v médiu a subkultivacnim

intervalu.

» Hypotéza 3: Béhem kultivace na tekutych médiich pfi zrani somatickych embryi

dochazi ke zméndm v pH média.

» Hypotéza 4: Omezeni hydrolyzy sachardzy v médiu béhem zrani povede ke snizeni

obsahu zasobnich latek ve zralych somatickych embryich.

Zjistit obsah lipidi a proteint na konci zrani somatickych embryi
kultivovanych na médiu s riznym zastoupenim sacharézy a hexo6z a

standardnim nebo zkracenym subkultiva¢nim intervalem.
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» Hypotéza 5: Snizeni osmotického potencialu kultivaéniho média pomoci aplikace
PEG ma vliv na obsah zasobnich proteinti a lipidii v somatickych embryich Picea

abies na konci zrani a po desikaci.
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2. Literarni prehled

Poprvé bylo dosazeno procesu somatické embryogeneze u mrkve (Daucus carota)
vroce 1958 (Reinert, 1958). U jehlicnant jsou kultivacni podminky pro navozeni
somatick¢ embryogeneze znacné odlisSné a genotypové specifické. Prvni Uspésné
odvozeni somatickych embryi jehli¢cnant bylo zaznamenano u smrku ztepilého (Picea
abies) v roce 1985 (Chalupa, 1985; Hakman a kol., 1985). Od tohoto prvniho uspéchu
do dnesni doby se touto problematikou zabyvali mnozi autoii a bylo zjiSténo velké
mnozstvi poznatkii. Somatickd embrya se podafilo odvodit i u jinych hospodaisky
vyznamnych rodl jehlicnant: Abies, Pinus, Larix a dalSich (napf. Nagmani a Bonga,

1985; Schuller a Reuther, 1993; Bozkov a kol., 1997).

2.1. Vyvojové faze somatické embryogeneze jehlicnani

Somatickd embryogeneze je jeden ze zplisobu vegetativniho rozmnozovani rostlin.
Jde o vznik a vyvoj bipolarnich struktur — somatickych embryi — ze somatickych bunék.
Tento proces lze rozdélit do nékolika fazi, pficemz pribéh kazdé z nich je zdvisly na
fazich predchozich. Jednotlivé faze vyzaduji specifické kultiva¢ni podminky, o kterych
podrobné pojednavam v podkapitolach nize (Attree a Fowke, 1993; Gupta a Grob,
1995; Paques a kol., 1995; von Arnold a kol., 1995):

2.1.1. Indukce tvorby embryogenni kultury

Jedna se o odvozeni ESM (embryonalné¢ suspenzorové hmoty) z primarniho
explantatu na indukénim médiu. Nezbytnou slozkou tohoto média jsou ristové
reguldtory auxiny (nejcastéji 2,4-D) a cytokininy (BAP, kinetin). Jako primarni
explantaty jsou nejvhodnéjsi ontogeneticky mladé Casti rostliny, napiiklad nezrala ¢i
zrald zygotickd embrya, délohy, hypokotyl mladych semenacki, vyjimecné jehlice nebo
samic¢i gametofyt (Gupta a Grob, 1995).

2.1.2. Proliferace embryogenni kultury

K udrzovani a mnoZeni jiz odvozené kultury se pouziva prolifera¢ni médium. To
obsahuje také auxiny a cytokininy, avSak v niz§i koncentraci. Proliferujici embryogenni

hmotu lIze také udrzovat v suspenzni kultute, tedy bez zpevnujici slozky média.
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Metodou zachovani embryogennich kultur se schopnosti aktivniho riistu po delsi obdobi

je kryoprezervace (Kartha et al., 1988).

2.1.3. Zrani (maturace) somatickych embryi

Béhem této faze embryo méni svou strukturu, roste a hromadi zdsobni latky. Tato
taze vyzaduje zménu kultivacnich podminek, predevSim vynechani ristovych
regulatort (auxind a cytokininll) pouzitych pfi indukci a proliferaci. Zrani embryi je
vyznamn¢ podpoteno kyselinou abscisovou (ABA) a snizenim osmotického potencialu

média. Vyznamnou roli hraji také sacharidy (podrobné;ji viz kapitola 2.2.).

2.1.4. Desikace

V prubéhu této faze dochdzi k ¢aste¢nému vysouSeni embryi pii vysoké vzdusné
vlhkosti. Tento proces ma simulovat pfirozené¢ obdobi snizené dostupnosti vody
v semeni, které navozuje toleranci k nepfiznivym podminkdm Zivotniho prostiedi.
Béhem tohoto obdobi dochazi k metabolickym zméndm, které zahrnuji syntézu
specifickych sacharidi, proteinl, degradaci mRNA typickych pro fazi zrani a
k degradaci endogenni kyseliny abscisové (Roberts et al., 1991; Attree a Fowke, 1993).

2.1.5. Kliéeni

V této fazi desikované embryo piijima vodu z média, prodluzuje se, predevsSim
kotinek. Postupné zelend a ptechazi z heterotrofni na fotomixotrofni vyzivu. Kliceni je
zavislé na svételném rezimu. Médium navozujici zrani neobsahuje ristové regulatory,

obsah sacharidt je sniZzen a vétSinou je doplnéno o aktivni uhli (Gupta a Grob, 1995).

2.1.6. Preména v rostlinu (konverze)

Vyklicené embryo piechdzi v pln¢ autotrofni rostlinu. Dochdzi k aklimaci na
podminky ex vitro, ptedev§im na snizenou vzduSnou vlhkost a pfitomnost

mikroorganismil v prostiedi.
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2.2. Vliv kultiva¢nich podminek na zrani somatickych embryi

Po celou dobu vyvoje zygotickych embryi hraje hlavni ochrannou, regula¢ni a
vyzivnou funkci megagametofyt. U somatickych embryi kultivovanych in vitro musi
tuto Ulohu zastoupit kultivatni médium a vhodny zptsob kultivace. Kultiva¢ni
protokoly jsou vytvafeny tak, aby wvzniklda embrya dosahovala strukturdlni a
biochemické charakteristiky, s nimiz jsou schopna se adaptovat a ptezit v podminkach
ex vitro. Mezi faktory, které nejvyznamnéji ovliviiuji zrani somatickych embryi, patii
rustové reguldtory, osmoticky potencidl média, dostupnost exogennich sacharidd,

mineralni vyziva (napt. Tremblay a Tremblay, 1991; Stasolla a kol., 2002).

2.2.1. Riistové regulatory

Endogenni rostlinné hormony hraji dilezitou roli béhem rlstu semena, vyvoje
embrya, akumulace zasobnich latek a nasledného kliceni a riistu rostliny.

Rostlinné rtstové reguldtory maji vyznamny vliv na cely proces somatické
embryogeneze. Zatimco indukce a proliferace probiha za pfitomnosti auxinu (2,4-D) a
cytokininii (BAP, kinetin), zrani, desikace a klieni somatickych embryi se odehrava
v jejich nepfitomnosti (Hakman a von Arnold, 1985). Pii zrani somatickych embryi plni
nezastupitelnou roli kyselina abscisovda (von Arnold a Hakman, 1988).
V embryogennich kulturdch jehliénanti  kyselina abscisova podporuje piechod
z proliferaéni faze do fdze maturacni a déale podporuje zrani embryi (Hakman a von
Arnold, 1985). Jeji koncentrace v maturacnim médiu je dilezitym faktorem
ovlivitujicim zrani somatickych embryi. Optimdlni koncentrace v médiu se vsak u
ruznych genotypt lisi. U Picea abies se nejlépe osvédcila 7,6 uM ABA (von Arnold a
Hakman, 1988), avSak v praci autortt Ruaud a kol. (1992) postacila u jiné linie Picea
abies ABA o koncentraci 2 uM. V jiné studii bylo zdarné zrani somatickych embryi
Picea abies podpoteno kyselinou abscisovou o koncentracich 5 az 40 uM (Végner a
kol., 1998). Tito autofi davaji prednost nizSim koncentracim ABA v médiu z tohoto
rozmezi a kratSimu subkultivaénimu intervalu, tak aby omezili akumulaci produktii
odbouravani ABA, jejichz fyziologicky efekt neni zndm. Bozhkov a kol. (2002a) ziskali
péti az deseti nasobny pocet zralych embryi, pii vynechani ABA v prvnim tydnu zrani.
Po tomto prematuracnim oSetfeni kultivovali somaticka embrya na médiu s ABA pét az

Sest tydn1i.
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Mezi pozitivni ucinky kyseliny abscisové patii 1 to, ze zabranuje piedCasnému
kliceni embryi na maturaénim médiu (Roberts a kol., 1990) a vyskytu polyembryonie
béhem zrani embryi (Boulay a kol., 1988). Dale také navozuje toleranci k desikaci
(Atree a Fowke, 1993), ¢imz embrya pripravuje pro dalsi faze vyvoje.

Pfitomnost ABA v médiu ma také pozitivni vliv na akumulaci zasobnich latek. Jak
zjistili von Arnold a Hakman (1988), somatickd embrya Picea abies oSetiend ABA
obsahovala vys$§i mnoZzstvi lipidil, nez neoSetfend varianta. Také akumulaci zdsobnich
proteini ABA podporuje (Hakman a kol., 1990; Roberts a kol., 1990). Zasobni proteiny
u somatickych embryi modiinu (Larix leptoeuropaea) byly detekovany ve vysSim
mnozstvi pouze u varianty zrajici 4 tydny na médiu s ABA (Gutman a kol., 1996).

ABA ma zfejmé vliv na expresi genli kodujicich LEA proteiny (late embryogenesis
abundance proteins). LEA proteiny se hromadi v koneénych fazich zrani embryi a
nékteré z nich jsou zodpovédné za toleranci embryi vi€i desikaci. Predpoklada se, ze
mj. stabilizuji bunécné bilkoviny a nukleové kyseliny v obdobi snizené¢ dostupnosti

vody (Skriver a Mudy, 1990).

2.2.2. Osmoticky potencial média

Na zrani somatickych embryi jehlinanii ma pozitivni vliv sniZzeni osmotického
potencidlu média. Osmoticky stres podporuje a synchronizuje zrdni somatickych
embryi, stimuluje hromadéni zasobnich latek, inhibuje predcasné kliceni a navozuje
toleranci k naslednému desika¢nimu oSetfeni (Attree a Fowke, 1993). SniZeni
osmotického potencidlu média Ize dosdhnout pomoci nizkomolekularnich latek (napf.

sacharidy), nebo pomoci vysokomolekularnich latek (napt. polyetylenglykol).

2.2.2.1.Sacharidy

Nizkomolekularni latky, jimiz jsou napftiklad sacharidy, mohou pronikat pies
bunéfnou sténu a plazmatickou membranu. Jejich osmotické plisobeni je Casové
omezené. To, ze pfitomnost sacharidii v médiu ma i ¢astecné osmoticky ucinek potvrdili
Tremblay a Tremblay (1991). U Picea mariana a Picea rubens nahradili médium s 6%
sacharbzou médiem se 3% sachar6zou a  ekvimolarnim  mnozstvim
nemetabolizovatelnych sacharidii (manitolu, sorbitolu, nebo myo-inositolu). Toto

oSetieni pocet zralych embryi nesnizilo.
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Osmotickym pilisobenim manitolu na zrani somatickych embryi Picea glauca
engelmanni se zabyval Roberts (1991). Manitol o koncentraci 2-6 % zvysil pocet
globularnich embryi, ale inhiboval tvorbu kotyledonarnich embryi. Kotyledonarni
embrya se tvorila pouze po prenosu globularnich embryi na médium bez manitolu.

V roce 1995 Tremblay a Tremblay zjistili, Ze se osmoticky potencial maturacniho
média se sachardzou (6 %) b&hem zrani embryi Picea mariana méni. Analyza sacharidi
v médiu odhalila, Ze dochdzi k hydrolyze sachar6zy na glukozu a fruktéozu. Postupnou
hydrolyzou sacharézy na glukézu a fruktézu dochézi ke snizovani osmotického
potencialu média. Pfi zrani somatickych embryi na médiu s kombinaci 3 % glukozy a
3% fruktdzy zistal osmoticky tlak média konstantn€ vyS$$i neZ na médiu s 6 %
sacharozy. Za téchto podminek doslo ptekvapivé ke snizeni poctu zralych embryi.

V dal$im experimentu se Iraqi a Tremblay (2001a) pokusili zabranit uplné hydrolyze
sacharozy v médiu dennim ptfenosem embryogenni kultury Picea mariana a Picea
glauca na cCerstvé médium. Timto opatfenim vSak doSlo k vyraznému snizeni poctu
zralych embryi v porovnani s variantou nepfendsenou, kde doslo k uplnému rozstépeni
situ poCet embryi nijak neovlivnil. Pro ovétfeni predpokladu, ze lepsi vytézek je
disledkem zvysSujiciho se osmotického tlaku média pii hydrolyze sachar6zy béhem
zrani, simulovali autofi zvySujici se osmoticky tlak sledem médii s riznymi
koncentracemi glukézy a fruktozy. Prekvapivé tento pokus nevedl ke zvySeni vytézku
embryi oproti médiu s konstantnim osmotickym tlakem. Nejlepsich vysledki tak bylo

docileno na médiu se sachar6zou, jiz byla umoznéna uplna hydrolyza.

2.2.2.2.Polyetylenglykol

Mezi vysokomolekularni osmotika patii polyetylenglykol. Je to organickd molekula
dosahujici relativni molekulové hmotnosti az 8000. Omezeni propustnosti bunétné
stény pro molekuly u somatickych embryi Picea glauca je 3 nm. PEG o molekulové
hmotnosti 1000 a vice (nejcastéji 4000) proto miize byt pouzit jako vysokomolekularni
nepenetrujici osmotikum navozujici osmoticky stres (Attree a kol., 1995). Plisobeni
PEG napodobuje pfirozeny osmoticky stres v semeni béhem poslednich fazi zréani.
Existuje mnoho experimentli, které dokumentuji kladné piasobeni PEG na zrani
somatickych embryi. Attree a kol. (1991) pozorovali trojnasobny nartist poctu zralych

somatickych embryi Picea glauca po aplikaci PEG. Tato embrya obsahovala nizké
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procento vody a byla tolerantni k desikaci (Attree a kol., 1995), po desikaci se podafilo
vysoké procento embryi pievést v normalni rostliny.

Pti zrani somatickych embryi Abies numidica se osvéd€ila koncentrace 7,5%-10%
PEG (Vookova a Kormut'dk, 2002). Dalsi autor testoval vliv PEG-4000 v kombinaci se
sachar6zou, maltozou a glukézou na zrani somatickych embryi hybridni jedle (A4bies
alba x Abies numidica). PEG-4000 stimuloval zrani somatickych embryi, v zavislosti na
pouzitém zdroji sacharid. Nejvyssi pocet zralych somatickych embryi byl dosazen na
médiu s maltézou a PEG-4000 (Salaj a kol., 2004).

V jinych publikacich vSak autofi upozoriiuji i na negativni diisledek pfitomnosti
PEG béhem zréni. PfedevSim na sniZenou schopnost takto oSetienych embryi klicit a
zdarn€ dokoncit svlj vyvoj. Dilezité je zvolit vhodnou koncentraci PEG pro danou linii
a genotyp jehlicnanu. Napiiklad Kong a Yeung (1995) zaznamenali kladny vliv 4%
PEG na zrani somatickych embryi Picea glauca, avsak embrya zdarné neklicila.

Ptidani PEG (3,75 %) do maturaéniho média zkratilo proces zrani somatickych
embryi Picea abies ze Sesti tydnll na ¢tyfi tydny. Doslo také k morfologickym zménam
(embrya byla delsi o 30-40 %). Pti zvySeni koncentrace PEG na 7,5 % se vSak objevily
nékteré morfologické abnormality (fady mrtvych bun¢k v embryu, ruptury v centru
embrya), coz vedlo k nizsi kli¢ivosti téchto embryi (Svobodova a kol., 1999).

Bozkov a von Arnold (1998) testovali n€kolik bunécnych linii Picea abies a zjistili,
ze 7,5% PEG ve vétsing piipadu stimuloval zrani a inhiboval kli¢eni a rany rist kotene.
Po oSetteni PEG doslo ke zmén¢ morfologie embryi, byla mensi, nepravidelné
tvarovana a klidové centrum koifene bylo degradované. Tyto zmény vazné narusily
pozd¢jsi kliceni embryi.

Mezi pozitivni vliv aplikace PEG patii zvySeni ukladdni zésobnich proteind.
Somaticka embrya Picea glauca zrajici v pfitomnosti PEG obsahovala tfikrat vyssi
obsah proteinil, nez neoSetfena kontrola. Spektrum zasobnich polypeptidii se podobalo
spektru u zralych zygotickych embryi (Misra a kol., 1993).

(40 uM ABA a 3 % sachar6zy) obsahovala zrald embrya pétkrat vice zasobnich lipidu,
nez obsahuji embrya zygoticka (Attree a kol., 1995).

Stasolla a kol. (2003a, 2003b) se ve svych studiich zabyvaji vlivem PEG na zménu
urovné transkripce nékterych genti v somatickych embryich Picea glauca. Zjistili, ze
PEG naptiklad podporuje expresi geni pro chitinazu, gend pro proteiny spojené

s ubiquitinem v poslednich fazich vyvoje embrya, dale zvySuje transkripci genli pro
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enzymy syntézy UDP-glukézy a UDP-glukuronatu. V ptitomnosti PEG byla také
detekovéna zvySend tUroven transkripce LEA proteinii, které hraji roli v toleranci
k desikaci. PEG také ovlivnil transkripci gent, které se ucastni vzniku apikalnich

meristémi embrya, dale genti zahrnutych do katabolismu sachar6zy a asimilace dusiku.

2.2.3. Sacharidy

vvvvvv

v médiu slouzi jako zdroj energie, uhliku, jako osmotikum a pravdépodobné i jako
signalni molekuly (Lipavska a Konraddova, 2004). Nelze vSak tyto lohy chapat striktné
oddéleng, protoze jsou vzajemné tésné propojeny.

Pti somatické embryogenezi smrku se ze sacharidii nejlépe osvédcila sachardza.
Tremblay a Tremblay (1991) testovali G¢inky rtiznych sacharid na vyvoj somatickych
embryi Picea mariana a Picea rubens. Embrya se vyvijela pouze na médiich se
sacharozou, fruktozou, gluk6zou, maltézou, nebo celobidézou. Dalsi testované sacharidy,
arabindza, manitol, myo-inositol, nebo sorbitol zrani embryi nepodporovaly. Nejlepsiho
vysledku bylo dosazeno na médiu s 6 % sachardzy u Picea mariana a s 6 % fruktozy
u Picea rubens.

Iragi a Tremblay (2001a) ziskali nejkvalitnéj$i embrya Picea mariana a Picea
glauca na médiu s 6 % sachardzy. Jak zjistili z pfedchozich experimentli (Tremblay a
Tremblay, 1995), sacharéza byla béhem Sesti tydenniho kultivacniho intervalu uplné
rozlozena na glukozu a fruktézu. Embrya zrajici za téchto podminek obsahovala
nejvy$$i mnozstvi proteinil, jejichz spektrum se podobalo spektru znamému ze
zygotickych embryi. Takto oSetfend embrya také nejlépe klicila. Autofi se piiklangji k
nazoru, ze pritomnost sachardzy a jeji nasledna hydrolyza v médiu slouzi jako signal,
ktery zvySuje expresi gentl pro zasobni proteiny (viz. kap. 2.5.2.4).

Iraqi a kol. (2005) testovali vliv 1%, 3% a 6% sachar6zy na zrdni somatickych
embryi Picea mariana. Nejvys$si pocet normalné se vyvijejicich embryi byl pozorovan u
ESM zrajici na 6% sachardze. S klesajici koncentraci sacharézy v médiu klesal i pocet
normalné se vyvijejicich embryi.

Pfi zrani somatickych embryi Pseudotsuga menziesii ma sachardza také stimulacni
vliv na vyvoj embrya, ktery nelze nahradit glukézou a fruktézou (Taber a kol., 1998).

Zatimco u rodu Picea se z dosavadnich poznatkli sachar6za jevi jako nejvhodnéjsi

sacharid, zrani somatickych embryi rodu Abies podporuje jen do urcité miry. Pfi
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nizkych koncentracich sacharozy (1-3 %) embrya Abies nordmanniana zrala, ale pii
vy$si koncentraci (6 %) bylo zrani inhibovano (Nergaard, 1997). Somatickd embrya
Abies nordmanniana a Abies alba zrala nejlépe v ptitomnosti maltézy (Nergaard, 1997),
nebo laktdzy (Schuller a Reuther, 1993). Diivodem je ziejmé pomalejsi Stépeni téchto
sacharidd, oproti sachardze, coz vede k pomalejSimu ptisunu uhliku a energie a tato

nutritivni nedostate¢nost miiZze byt signalem pro spusténi maturace (Schuller a Reuther,

1993).

2.2.4. Mineralni vyziva

Minerélni latky jsou pro UspéSné zrani somatickych embryi nezbytnou slozkou
kultivaéniho média. K vyvoji embryi jsou nutné jak makroprvky: N, K, Ca, Mg, P, S,
tak mikroprvky: Cl, B, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo.

Nejvice ovliviluje uspéSnost zrani somatickych embryi dusik. V kultivaénich
médiich se jako zdroj dusiku soucasné kombinuji anorganické a organické latky, tak aby
byla zajiSténa maximalni podpora procesu zrani embryi. Dusik se dodava v organické
podobg¢ jako L-glutamin a v anorganické jako NH4NO;.

Khlifi a Tremblay (1995) testovali rizné zdroje dusiku béhem zrani somatickych
embryi Picea mariana. Zjistili, Ze L-glutamin (2 az 3 g/l) je schopen podpofit zrani i
bez dal§iho zdroje dusiku v médiu. Za pfitomnosti pouze anorganické¢ho dusiku se
vytvofilo podstatné méné embryi. Se zvysSujici koncentraci L-glutaminu v médiu se
zvysSuje koncentrace amoniaku, ktery je produktem odbouravani organické formy
dusiku. Vyss$i koncentrace L-glutaminu v médiu pisobi na zrani embryi inhibicné.

Pfi zrani somatickych embryi Picea glauca zjistili Barrett a kol. (1997), Ze zdroj
dusiku ovliviioval rychlost riistu embryogenni kultury, ale nemél vliv na pocet zralych
embryi. Rist ESM vice podporoval dusik v organické forme, nez ve formé anorganické.

Reid a kol. (1999a,b) detailné analyzovali obsah mineralnich latek (K, Mg, Ca, Fe,
Zn, P) v semenech a v somatickych embryich Picea glauca. Sledované mineralni latky
byly nalezeny v somatickych i zygotickych embryich (Cerstvd hmotnost) v ptiblizné

stejném mnozstvi.

2.3. Latky vyluCované do média

Analyzou kondiciovanych médii embryogennich kultur bylo zjisténo, ze kultury

vylucuji béhem svého zrani nckteré latky do média (napt.: De Jong a kol., 1992;
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Egertsdotter a kol., 1993; Dyachok a kol.,, 2002). Patii mezi né napiiklad
arabinogalaktanové proteiny, enzymy a lipochitooligosacharidy.

Sekrece proteinti do kultivaéniho média suspenznich kultur byla pozorovéna jiz u
fady druhii rostlin. Naptiklad pro zdarny vyvoj somatickych embryi u rodu Daucus
carota je v médiu nutnd glykosylovand kyseld endochitinaza, kterou produkuje do
média sama kultura (De Jong a kol., 1992). Egertsdotter a kol. (1993) prokazali
pfitomnost extracelularnich proteini v kultivaénim médiu u nékolika embryondlnich
bunécnych linii Picea abies. Nekteré zjisténé proteiny byly spolecné u vsech
studovanych linii (glykoproteiny 46, 48, 52 kDa), jiné byly specifické pro n¢které linie.
Autofi se domnivaji, ze extracelularni proteiny mohou stimulovat embryogenni procesy.

Jednim z extracelularnich proteinli bézné se nachazejicim v kultivaénim médiu jsou
arabinogalaktanové proteiny (AGP). AGP jsou heterogenni skupinou komplexti
makromolekul slozenych z polypeptidl, rozsadhle vétvenych glykanovych fetézct a
lipidi (Majewska-Sawka a Nothnagel, 2000). AGP jsou pfitomny v bunéénych sténach
a plazmatickych membranach a béhem kultivace se uvoliiuji do média. Extrakt AGP
z kultiva¢niho média a ze semen Picea abies podpofil vyvoj a zrani somatickych embryi
u malo embryogennich linii Picea abies (Egertsdotter a von Arnold, 1995).

Pii analyze extraktu ze zralych semen byl zjistén 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 vylucuje do média enzym, apoplastickou invertazu, ktera
zde Stépi sachardzu na glukdzu a fruktdézu. Autofi predpokladaji, Ze invertaza stimuluje
zrani somatickych embryi tim, ze vytvaii pottebné mnozstvi hexéz, které se podileji na
Vyvoji embrya.

Mezi dalsi molekuly, které jsou do média vyluCovany embryogenni kulturou, patii
lipochitooligosacharidy (LCO). Jde o skupinu signalnich molekul, které podporuji
déleni rostlinnych bunék. Pfitomnost LCO v médiu stimuluje bun&tné déleni a vyvoj

embryogenni kultury a somatickych embryi u Picea abies (Dyachok a kol., 2002).

2.4. Zasobni latky v somatickych embryich

Mezi zasobni latky rostlin patii tfi hlavni skupiny organickych molekul — sacharidy,

proteiny a lipidy. Hlavnimi zasobnimi latkami v semenech jehlicnant jsou lipidy a
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proteiny. Jsou ulozeny v pfedevSim v bunkidch megagametofytu a také samotném
embryu. Béhem kli¢eni a prvnich fazi ristu semenacku jsou zasobni proteiny rozlozeny
na aminokyseliny a zisobni lipidy jsou pievedeny na rozpustné sacharidy.
Aminokyseliny a sacharidy jsou transportovany do semenacku, kde slouzi jako stavebni
kameny a zdroj energie.

Vyvoj somatickych embryi vSak probiha bez pfitomnosti megagametofytu.
Mnozstvi zasobnich latek, které embryo béhem zrani nasyntetizuje, hraje klicovou roli
v dalSich fazich vyvoje. Lze pfedpokladat, ze somatickd embrya s nejvyS$sim obsahem
zasobnich latek budou nejlépe prospivat pii kliceni a konverzi v rostlinu (Attree a

Fowke, 1991).

2.4.1. Lipidy

Lipidy (z teckého [lipos — tuk) jsou estery vysSich karboxylovych kyselin
(nasycenych, nebo nenasycenych) a glycerolu. Jsou to latky ve vod& nerozpustné.
Rozpousti se pouze v nékterych organickych rozpoustédlech (chloroform, etanol).
Nejvyznamngj$imi lipidy jsou acylglyceroly (vyssi mastné kyseliny s glycerolem),
vosky (vys$i mastné kyseliny s vys$Simi jednosytnymi alkoholy), fosfolipidy (produkty
reakce vyssich mastnych kyselin s fosfoglycerolem nebo fosfosfingosinem), glykolipidy
(obsahuji monosacharidovy zbytek), lipoproteiny (vznikaji spojenim lipidd s
bilkovinami). Podle funkce miizeme lipidy rozd¢€lit na zasobni a strukturni. Zasobni
lipidy se skladaji ze smési triacylglyceroli (TAG). Triacylglyceroly mohou obsahovat
tfi shodné acylové zbytky, nebo mulze byt kazdd hydroxyskupina esterifikovana
rozdilnymi mastnymi kyselinami (Vodrazka, 2002).

Zasobni lipidy tvoii 30 az 50 % suché hmotnosti semen jehlicnan. Somaticka
embrya zpravidla obsahuji niz§i mnozstvi triacylglycerolti nez embrya zygoticka (Feirer
a kol., 1989; Attree a kol., 1992).

Mnozstvi zasobnich lipidi v embryich rodu Picea 1ze kladn& ovlivnit pfitomnosti
ABA a PEG v maturacnim médiu (Hakman a von Arnold, 1988; Feirer a kol., 1989;
Attree a kol., 1992). V experimentu Attree a kol. (1994) obsahovala zrala somaticka
embrya Picea glauca tii krat vy$s$i mnozstvi lipidi, nez zygoticka embrya. Embrya byla
kultivovana na Petriho miskdch a v bioreaktorech za ptitomnosti ABA (20-50 uM) a
7,5%  PEG. Vysoké procento téchto embryi (92%) se  vyvinulo

v zivotaschopnou rostlinu.
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Zména kultivaénich podminek piidanim ABA a osmotik vedla ke zvySeni obsahu
lipidi 1 u somatickych embryi jinych druhi rostlin: Theobroma cacao (Pence et al.,
1981), Daucus carota (Duta a Appelqvist, 1989), Apium graveolens (Kim a Janick,
1991), Brassica napus (Avijoglu a Knox, 1989).

Pfi analyze mastnych kyselin vazanych v TAG se zjistilo, Ze nejhojnéji vyskytujici
se mastnou kyselinou v zygotickych embryich a semenech Picea glauca byla kys.
linolova (18:2). U somatickych embryi se zastoupeni mastnych kyselin béhem vyvoje
ménilo. V nezralych somatickych embryich prevladaly dvé mastné kyseliny a to kys.
olejova (18:1) a kys. linolova (18:2). Béhem zrani se obsah kys. linolové zvySoval a ve
zralych somatickych embryich pfevladala. Zastoupeni jednotlivych MK se tak u obou
typli embryi ve zralosti neliSilo. Pfitomnost ABA a PEG neméla vliv na zastoupeni

jednotlivych MK v zasobnich lipidech (Attree a kol., 1992).

2.4.2. Proteiny

Podle funkce miizeme proteiny obsazené v semenech rozdé€lit na tfi zakladni
skupiny: strukturni proteiny (spojené s membranami a ribozomy), enzymy a zasobni
proteiny. Zasobni proteiny se syntetizuji v prubehu vyvoje semene a poskytuji zédkladni
zdroj aminokyselin pro kliceni a dalsi rlst rostliny.

Zasobni proteiny jehlicnanli mohou byt déleny podle molekulové hmotnosti
metodou SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE). Touto metodou
byly zasobni proteiny rozdéleny na rozpustné (matrix proteins) a nerozpustné
(crystalloids) (Gifford, 1988). Nerozpustné proteiny tvoii pfevaznou Cast zasobnich
bilkovin jehli¢nand, naptiklad Pinus (Gifford, 1988), Picea glauca, Picea engelmannii,
Picea mariana (Misra a Green, 1990; Roberts a kol. 1990), Picea abies (Hakman,
1993). U zralych semen Picea glauca a Pseudotsuga menziesii nerozpustné zasobni
proteiny tvoii 70-80 % vSech zasobnich proteini a jsou uloZeny v proteinovych
téliskach (Misra a Green, 1990).

Ve zralych zygotickych embryich Picea abies jsou nejhojnéji zastoupeny zdsobni
proteiny o molekulové hmotnosti 42, 33 a 22 kDa (Stabel a kol., 1990). Hakman a kol.
(1990) extrahovali proteiny ze zygotickych a somatickych embryi Picea abies
kultivovanych in vitro. Zjistili, Ze skladba a mnoZzstvi proteind jsou velmi podobné u

obou typll embryi. VéEtSina detekovanych zasobnich proteinii je sloZzena z polypeptidii
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v

s molekuldrni hmotnosti 22, 28, 33, 42 kDa. Tyto proteiny jsou také nejhojnéjSimi
proteiny v sami¢im gametofytu u zralych semen.

Zasobni proteiny shodnych molekulovych hmotnosti byly nalezeny v hojném
mnozstvi také u zralych semen druhu Picea glauca (Roberts a kol., 1989) a u druht
rodu Pinus (Gifford, 1988). Tyto poznatky podporuji pifedstavu o evolucni
konzervovanosti zasobnich proteinti jehli¢énanii (Hakman a kol., 1990).

Velka ¢ast zasobnich proteind je uloZzena v sami¢im gametofytu, kde se proteiny
hromadi jiz pfed oplodnénim. Zygotickd i somaticka embrya akumuluji zasobni
proteiny béhem zrani. Pfi kliceni jsou zasobni proteiny v obou typech embryi
degradovany (Hakman a kol., 1990; Misra a kol., 1993). Stone a Gifford (1997)
podrobnéji pozorovali zmény zdsobnich proteinli u semen druhu Pinus taeda béhem
kliceni a casného riistu semenacki. Béhem kliceni dochazi k mobilizaci zasobnich
proteinll nejprve na kofenovém pélu embrya a poté na poélu prytovém. V obou téchto
¢astech dochazi k hydrolyze proteinti nejprve v prokambiu a poté v buiikach pokozky.

Misra a kol. (1993) se zabyvali vlivem nepenetrujiciho osmotika PEG a ABA na
syntézu zasobnich proteinti béhem zrani somatickych embryi Picea glauca. Optimalni
kultiva¢ni podminky pro tvorbu embryi s vysokym obsahem zasobnich proteinti byly na
médiu s 16 uM ABA a 7,5 % PEG po dobu 8 tydnl a s néslednou desikaci. Takto
oSetfend somatickd embrya obsahovala tiikradt vice zasobnich proteind (konkrétné
4,3 ngna 1 g Cerstvé hmotnosti), neZ embrya oSetfena pouze ABA. Spektrum zasobnich
polypeptidt téchto embryi a také struktura a rozd€leni proteinovych télisek v buitkach
bylo podobné¢ jako u zralych zygotickych embryi. Autoii se domnivaji, Ze oSetfeni PEG
také zamezovalo katabolismu nahromadénych polypeptidi béhem zrani a desikace.

Iraqi a kol. (2005) se zabyvali vlivem koncentrace sachar6zy v médiu pii zrani Picea
mariana na akumulaci rozpustnych a nerozpustnych proteinti. Embrya rostouci na
médiu s 6 % sachardzy obsahovala nejvice proteini. Se sniZujici se koncentraci
sacharozy v médiu klesal i obsah rozpustnych a nerozpustnych proteinti v embryich.

Obdobna zavislost byla pozorovdna u somatickych embryi Pinus strobus. Embrya
zrajici 9 tydnt na maturaénim médiu se 6 % sacharézy obsahovala vice zasobnich
proteinll nez na médiu se 3 % sachardzy. ProdlouZeni doby zrani na 12 tydnd, vedlo ke
sniZeni obsahu proteint u obou téchto variant (Klimaszewska a kol., 2004).

U nahosemennych rostlin mizeme vyvojové regulované geny, které se exprimuji
b&hem vyvoje embrya, rozdélit do né€kolika skupin (Misra, 1994). Prvni skupinou jsou

geny konstitutivné exprimované, jejichz produkty jsou pfitomny ve vSech stadiich
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vyvoje embrya, jind skupina genil je exprimovana pouze béhem ¢asné embryogeneze a
dalsi skupina pouze behem kli¢eni. Posledni skupinou jsou geny exprimované hojné
v obdobi pozdni embryogeneze (late embryogenesis abundance - LEA). LEA 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 gend je stimulovana
stresovym oSetfenim rostliny, jako jsou poranéni, zasoleni, chlad, aplikace exogenni
ABA. LEA proteiny jsou hydrofilni. Jejich ochrannd funkce spocivé ve stabilizaci
ostatnich proteini a pravdépodobné¢ i membran. Timto ochrannym mechanismem
ziejm¢e pusobi béhem desikace, dormance a opétovné hydratace semen (Dure a kol.,
1989). Béhem zrani somatickych embryi mé pozitivni vliv na hladinu téchto genli

ptitomnost ABA a osmotika (Skriver a Mudy, 1990).

2.4.3. Sacharidy

2.4.3.1.Skrob

Skrob je zasobnim sacharidem u vétSiny vysSich rostlin. Vyskytuje se ve
fotosynteticky aktivnich organech v chloroplastech, jako tzv. asimilaémi Skrob. Zasobni
Skrob byva ulozen v plastidech pletiv kofenti, hlizek, oddenkt, cibuli a také semen.
Skrob je tvofen amylézou a amylopektinem, jejichz zakladnimi stavebnimi kameny jsou
glukézové podjednotky.

Akumulace skrobu v somatickych embryich Picea abies zacina po piesazeni ESM
na maturaéni médium. Skrob se hromadi v buiikdch suspenzoru a v amyloplastech
bunck kotfenové cCepicky. V kotyledondrnich embryich je Skrob uloZen v kotfenové
¢epiccee, délohéch, v kortikalnich vrstvach hypokotylu. Na konci zrani se obsah Skrobu
vyrazn¢ snizuje (Lipavska a kol., 2000b). Tento jev byl pozorovan i u zygotickych
embryi Picea glauca (Joy a kol., 1991).

Pfi testovani vlivu koncentrace sachar6zy v maturaénim médiu na obsah Skrobu ve
zralych somatickych embryich Picea mariana, Iraqi a kol. (2005) zjistili, Ze embrya
zrajici v pritomnosti 1 % sachar6zy neobsahuji zadny Skrob. Oproti tomu embrya zrajici
v pritomnosti 3 % a 6 % sachar6zy v médiu obsahuji Skrob, a to v pfiblizné stejném

mnozstvi.
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2.4.3.2.Sacharoza

Sachardza predstavuje doCasnou zasobni latku v rostlinnych buiikach. Pfi mobilizaci
zasobnich rezerv je utilizovana jako prvni. Sachardza je transportovana na dlouhé
vzdalenosti a mezi jeji dalsi vyznamné funkce patii pfenos signalu a ochrana membran
pfi osmotickém stresu.

Sacharéza je prednostné uklddana do vakuoly. Jak potvrzuji anatomicko-
biochemické studie vyvijejicich se embryi Picea abies, se zvySujici se vakuolizaci

pletiv se zvySoval i obsah sachar6zy v embryich (Svobodové a kol., 1999).

2.4.3.3.0ligosacharidy rafin6zové fady (RFO)

RFO jsou povazovany za vSudyptitomné sacharidy v rostlinach. Mezi jejich funkce
patii transport na dlouh¢ vzdalenosti, ale maji také zasobni ulohu. Déle se predpoklada,
ze RFO hraji vyznamnou roli v rostliné pfi toleranci vici stresu. Pfitomnost RFO je
dilezita pro ochranu pletiv pifed poSkozenim dehydrataci (v semenech) a také pred
pusobenim chladu. V zimnim obdobi je obsah RFO v termindlnim pupeni Picea abies
vyrazné vyssi, nez jindy béhem roku (Lipavska a kol. 2000a). Ochranny mechanismus
RFO spoc¢iva v tom, Ze zabranuji krystalizaci sachardzy, a tim zachovavaji jeji
ochrannou funkci. Sacharéza se podili na udrZzeni membran ve stavu tekutého krystalu
pti osmotickém stresu (chlad, sucho, zasoleni) (Caffrey a kol., 1988).

Pozitivni vztah mezi obsahem RFO a toleranci k desikaci byl pozorovan u semen
rostlin riznych rodu, napt: Zea, Glycine, Medicago (Obendorf, 1997). Koster a Leopold
(1988) hledali vzajemny vztah mezi obsahem rozpustnych sacharidii a ztratou tolerance
k desikaci u semen tii druht rostlin (Glycine max, Pisum sativum, Zea mays). Zjistili, ze
ztrata tolerance k desikaci je spojena se snizenim obsahu RFO.

V zygotickych embryich Picea abies dochéazi k akumulaci RFO v pozdnich fazich
embryogeneze. RFO byly detekovany od 12. tydne vyvoje a na konci 28. tydne tvorily
témet 50 % celkového obsahu sacharidtl (Gosslova a kol., 2001).

Pii procesu somatické embryogeneze hraji RFO zifejmé ochrannou roli béhem
desika¢ni faze. Bomal a kol. (2002) sledovali souvislost mezi toleranci k desikaci a
obsahem sacharidii u embryi Picea mariana. Obsah endogenni sachardzy se béhem
desikace ménil. Po 24 hodinach desikace embrya obsahovala dvakrat vice sachardézy a
po 48 hodinach vice nez tiikrat. V této dob¢ byla také detekovana rafin6za. Naopak

obsah skrobu se béhem desikace snizoval aZ na jednu ¢tvrtinu piivodniho obsahu. Velké
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mnozstvi sacharozy a vyskyt rafindzy po 48 hodinach pomalé desikace vedlo ke
kompletni toleranci k desikaci a tato embrya nejlépe kli¢ila. Pti toleranci k desikaci tak
hraje vyznamnou roli nejen pifitomnost RFO, ale pomér RFO : sachar6za.

Zrala somatickd embrya Picea abies obsahuji po desikaci vyznamna mnozstvi RFO
— rafindzu a stachydzu. Akumulace sachardzy vSak nebyla pozorovana (Kumstyfova a
kol., 2000). V experimentu Konrddové a kol. (2003) byla desikace embryi nahrazena
chladovym oSettenim pii 4°C. Po tiech tydnech v chladu, obsah RFO v embryich tvofil
pfiblizné 20 % z celkového obsahu rozpustnych sacharidi, ale obsah sacharozy se
nezménil. Vysoky obsah RFO naznacuje dalsi roli RFO béhem somatické
embryogeneze. Mohou slouzit jako zasobni sacharidy, zdroj energie a uhliku béhem
ranych fazi kliceni, kdy dochéazi k velmi rychlé degradaci RFO (Kumstyfova a kol.,
2000).

2.5. Sacharidy

2.5.1. Metabolismus sacharidu

Béhem vyvoje zygotickych 1 somatickych embryi dochazi ke zméndm anatomické
struktury, a dale se méni i fyziologické parametry. Vyrazné zmény lze pozorovat
v hladindch sacharidf, které hraji dulezitou roli v metabolismu embryonalnich bunck,

mj. i pfi ukladéni zasobnich latek.

2.5.1.1.Zygoticka embrya

Obsahem sacharidi béhem zrani zygotickych embryi jehlicnanti se zabyvalo mnoho
autord. U druhu Picea abies tuto problematiku zkoumali napiiklad Gosslova a kol.
(2001). Vzorky semen odebirali od kvétna do tijna. V obdobi piredpokladaného opyleni
byl obsah nestrukturnich sacharidi ve vzorcich vysoky (150-180 pg.mg” suché
hmotnosti) a spektrum sacharidii bylo tvofeno sachar6zou, glukézou, fruktéozou a
pinitolem. Od zacatku ¢ervna doslo k prudkému poklesu obsahu celkovych sacharidl a
také ke zménam v obsahu jednotlivych sacharidii. Sacharoza zacala prevazovat nad
hex6zami a pinitol vymizel. V semenech ziskanych na konci Cervna a v dalSich
mésicich postupné rostl obsah rafindzy a stachy6zy. Obsah sacharidi v izolovanych

embryich byl vyssi nez v ostatnich pletivech semene.
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U zralych semen ziskanych z voln¢€ rostoucich stroml Picea glauca ptevazovaly ve
spektru sacharidll sachar6za a RFO (rafindza, stachyodza, verbaskéza). Béhem kliceni pii
25°C dochézelo k poklesu RFO a sachar6za byla metabolizovéna na glukézu a fruktozu.

Obsah hexo6z tak v semeni vyrazné vzrostl (Downie a Bewley, 2000).

2.5.1.2.Somaticka embrya

Obsahem sacharidi béhem zrani somatickych embryi Picea abies se zabyvali
Lipavskd a kol. (2000b). Celkovy obsah i spektrum endogennich nestrukturnich
sacharidii se béhem zrani embryi méni. Béhem proliferace obsahuje ESM piedev§im
glukézu, fruktézu a v nejmensim mnozstvi sacharézu. Po preneseni ESM na maturaéni
médium se obsah sacharid kratkodobé zvysi, avSak v pribéhu zrani dochézi
k jejich postupnému poklesu. SniZzuje se piedev§im obsah hex6z, naopak obsah
sacharozy se zvySuje. Béhem zrani somatickych embryi se tak zvySuje pomeér
sachardza : hex6zy v celé ESM. Pfi analyze obsahu sacharidii ve zralych somatickych
embryich se zjistilo, Ze obsahuji pfedevsim sacharozu a fruktézu. Glukédza tvotila pouze
10 % z celkového obsahu sacharidl. Glukéza je tedy prednostné utilizovana, slouzi jako
zdroj energie a uhliku béhem vyvoje a dale pro syntézu Skrobu, pozdéji sachardzy.
Obdobnou dynamiku obsahu sacharidi pozorovali také Iraqi a Tremblay (2001a) pfi
zrani somatickych embryi Picea mariana a Picea glauca na maturaénim médiu se 6%
sacharozou.

Béhem vyvoje prechdzi embryo ze stddia aktivni metabolické struktury do stadia
sinku, ktery akumuluje zasobni latky. Tato pfeména je spojena i se zménami v aktivité
enzymu sacharidového metabolismu (Konradova a kol., 2002).

Dynamika obsahu nestrukturnich sacharidii je v souladu se zménami v aktivitach
enzyml sacharidového metabolismu. Jednim zenzyml je invertaza, ktera Stépi
sachar6zu na glukézu a fruktézu. Obecné byva aktivita invertazy spojena s bunéénym
rustem. Béhem proliferacni fdze a v prvnich dvou tydnech zrani somatickych embryi
Picea abies je aktivita invertazy nejvyssi a ke konci zrani se snizuje na velmi nizkou
hodnotu (Konradova a kol., 2002). U Picea glauca a Picea mariana do§lo po prenosu
kultury z proliferacniho média na maturacni médium s vyS$$im obsahem sachardzy
k prudkému vzrustu aktivity endogennich invertdz, a dile béhem zrani k postupnému
snizovani aktivity az na velmi nizkou hodnotu. Pfi zdméné sachardézy v médiu za
hexézy byla aktivita invertdz niz§i (Iraqi a Tremblay, 2001a). Sachardzasyntaza

katalyzuje reverzibilni pfeménu sacharézy a UDP na fruktézu a UDP-glukozu.
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Poskytuje substraty pro biosyntézu Skrobu, dale pii procesech v dychacim fetézci a
béhem syntézy bunécné stény. Aktivita sachardzasyntizy je velmi nizkd bchem
proliferace a casného zrani somatickych embryi Picea abies a do patého tydne vyvoje
postupné stoupa (Konradova a kol., 2002). Oproti tomu u Picea mariana a Picea glauca
aktivita sachardzasyntazy ziistava stabilni po celou dobu zrdni na médiu se sachar6zou
(Iraqi a Tremblay, 2001a). Fosfoglukomutdza katalyzuje vzdjemnou premeénu mezi
glukéza-1-fostaitem a glukdza-6-fostatem. Poskytuje tak substrat pro glykolyzu a
prekurzory pro syntézu mj. Skrobu a lipidd. Vzhledem k intenzivnimu metabolismu
embrya je aktivita fosfoglukomutazy vysoka béhem celého procesu zrani u zygotickych
1 somatickych embryi, a zfejm¢ nehraje roli dilezit¢ho kontrolniho mechanismu
(Konradova a kol., 2002). Sacharozafosfatsyntaza katalyzuje reverzibilni reakci UDP-
glukézy s fruktdza-6-fosfaitem za vzniku sachardza-6-fosfat a UDP. Béhem zrani
somatickych embryi Picea mariana a Picea glauca na médiu s 6% sacharozou zustala
aktivita sacharézafosfatsyntdzy nezménéna (Iraqi a Tremblay, 2001a). Tito autofi se
domnivaji, Ze sachardzafosfatsyntaza spolu se sachar6zasyntdzou udrzuji konstantni
bunécnou hladinu sachardzy béhem zréani.

Obecné lze fici, ze hladina bunécné sachardézy neni ovlivnéna zménou zdroje
sacharidi v maturacnim médiu. Zaména sacharézy v médiu za ekvimolarni mnozstvi
glukozy a fruktdzy pti zrani somatickych embryi Picea glauca a Picea mariana neméla
vliv na endogenni hladinu sacharézy, ale obsah glukézy a fruktozy se vyznamné zvysil
(Iraqi a Tremblay, 2001a). Autofi si zasobu sachardzy v pletivu rostoucim na médiu
s glukozou a fruktdézou vysvétluji jeji resyntézou, ke které dochazi za ucasti enzymu
sacharozasyntdzy a/nebo sachardzafosfatsyntdzy. Predpokladaji, ze hlavni enzym
podilejici se na udrzeni konstantni hladiny sachar6zy v embryich i bez jeji pfitomnosti
v médiu je sachardzasyntaza, protoze jeji aktivita je u téchto embryi vys$si, nez u embryi
zrajicich na médiu se sachardzou. Iraqi a kol. (2005) zjistili, Ze pfi zrdni somatickych
embryi Picea glauca na médiich s 1%, 3% a 6% sachar6zou byla aktivita

sachar6zasyntazy konstantni a nezavisla na koncentraci sachardzy v médiu.

2.5.2. Signalni uloha sacharidi

U rostlin je mnoho vyvojovych, fyziologickych a metabolickych procest regulovano
alesponl z Casti dostupnosti zivin. ZvIast€ zmény v dostupnosti rozpustnych sacharidu,

jako je glukéza a sachardza, se odrazeji v regulaci nékterych procest (Gibson, 2004).
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Mechanismus, kterym rostlinné buniky vnimaji hladinu sacharidli, zatim neni Uplné
objasnén. Mnoho informaci o signalni loze sacharid pochézi ze studii na kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae (Trumbly, 1992). U rostlin bylo zatim zji§téno nékolik
mechanisml signalizace sacharidii, mezi néz patii hexdza-specificky mechanismus
prenosu signalu zavisly na hexokindze, hexoza-specificky mechanismus nezavisly na
hexokindze a sachar6za-specificky prenos signdlu (Smeekens a Rook, 1997).

Soucasné poznatky ukazuji, Ze rtzné signalni systémy v rostliné¢ se vzdjemné
ovlivituji. Signalni systém sacharidi je spojen napfiklad s piisobenim fytohormont
(gibereliny, auxiny, cytokininy, ABA, etylen) a svétla (Smeekens, 2000). Sacharidové
signaly maji také vliv na ptijem a metabolismus dusiku. Geny kodujici pfenasece dusiku

a enzymy podilejici se na asimilaci dusiku jsou aktivovany sacharidy (Koch, 1996).

2.5.2.1.Hex6za-specificky mechanismus pifenosu signalu zavisly na
hexokinaze

Hexokinaza je dimerni cytosolicky enzym, ktery katalyzuje prvni krok v glykolyze,
fosforylaci glukézy. V soucasnosti se predpoklada, Ze hexokindza zaroven slouzi jako
senzor sacharidll a ovliviiuje expresi nékterych gend (Jang a Sheen, 1997). Po navazani
gluk6zy na hexokinazu dochdzi ke konformacni zméné enzymu a spousti se signalni
kaskada, vedouci az na uroven zmény exprese nékterych genli. VSechny konkrétni
slozky této signalni kaskady zatim nejsou odhaleny (Sheen a kol., 1999). Piredpoklada
se, ze touto cestou je napiiklad inhibovéana transkripce mnohych genti fotosyntézy
(napi: pro Rubisco, enzymy Calvinova cyklu, pro tvorbu chlorofylu) pfi nahromadéni
sacharidi v listech (Smeekens a Rook, 1997). Jang a Sheen (1994) zavedli do
rostlinnych bun¢k pomoci elektroporace fosforylované sacharidy a zjistili, Ze tyto se na
ovlivnéni genové exprese nepodilely. Signal je tvofen zfejmé spiSe tokem sacharidi

podléhajicich fosforylaci, nez endogenni koncentraci fosforylovanych sacharidu.

2.5.2.2.Hexdza-specificky mechanismus pienosu signalu nezavisly na
hexokinaze

Analogy gluko6zy jako jsou 3-O-mGlc a 6-dGlc nejsou fosforylovany hexokindzou,
ale pfesto mohou iniciovat prenos signdlu. Tato skute¢nost poukazuje na existenci
hexokinadza nezédvislého mechanismu pro vnimani a pfenos informace o pfitomnosti
hex6z (Smeekens, 2000). Experimenty byly provedeny napiiklad u kultury bunééné

suspenze Chenopodium rubrum, kde doSlo po pfidani 6-dGlc k indukci exprese genii
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pro extracelularni invertazu a sacharozasyntazu (Godt a kol, 1995). U jednobunécné
zelené tasy Chlorella kessleri doSlo vlivem 6-dGlc k indukci genl pro transportér
glukézy (Hilgarth a kol., 1991). U kvasinek je mechanismus signalizace bez tcasti
hexokindz probadany podrobnéji. Jako senzory pro extraceluldrni koncentraci glukozy
zde funguji proteiny SNF3 a RGT2 v cytoplazmatické membrané. Tyto proteiny jsou
homologni k hex6zovym transportérim, ale na pienosu se nepodileji (Ozcan a kol.,

1998).

2.5.2.3.Sachardza specificky prenos signalu

Vzhledem ktomu, Ze sacharéza je v rostlinach hydrolyzovana na glukézu a
fruktozu, je obtizné stanovit pfimou signalni funkci molekuly sachar6zy. Jednou
zmoznosti je pouZiti nehydrolyzovatelného analogu sacharézy. Jednim z dikazh
pfispivajicich k potvrzeni existence sacharéza specifického pifenosu signalu je
experiment provedeny na rostliné Arabidopsis. Sacharéza inhibuje translaci mRNA
genu ATB2. Kombinace glukézy a fruktozy, ani jiné sacharidy nemaji tento ucinek.
V tomto ptipadé je vniman spiSe vtok sachardzy do bunky, nez koncentrace sacharozy
v cytosolu, protoze sachardza syntetizovana v buitkach jako signal neplisobi (Rook a
kol., 1998). Experiment s bunécnou kulturou Solanum potvrdil, Ze exprese genu pro
sachar6zasyntazu je indukovana sacharozou a glukéza tento u¢inek nema (Fu a Park,
1995). Tyto i dalsi studie na toto téma naznacuji, Ze rostliny vnimaji sachar6zu pomoci

internich 1 externich receptori (Lalonde a kol., 1999).

2.5.2.4.Signalni tloha sacharida pfi somatické embryogenezi jehli¢nanti

Signalni uloha sacharidii pfi somatické embryogenezi neni doposud uspokojivé
probadana. Touto tématikou se blize zabyvaji ve svych pracich pouze Iraqi a Tremblay
(2001a, 2001b). Své experimenty provedli na kultufe somatickych embryi Picea glauca
a Picea mariana. Zjistili, ze zrani téchto embryi nejlépe podporuje médium se 6%
sacharozou, ktera béhem kultiva¢niho intervalu hydrolyzuje na glukozu a fruktézu. Tato
embrya obsahovala vysoky obsah proteini a dobfe klicila. U varianty na médiu
se 3,16 % glukozy a 3,16 % fruktozy ziskali vyrazné méné embryi s niZ§im obsahem
proteinti a sniZzenou kli¢ivosti. Stejné¢ tak tomu bylo na médiu se 6 % sachardzy, které
zabranili Uplné hydrolyze dennim pienosem na Cerstvé médium. Tyto vysledky si autofi
vysvétluji regulacni funkci sachardzy. Predpokladaji, ze sachardza se pii somatické

embryogenezi smrku podili na aktivaci gend pro zdsobni proteiny. K zahajeni této
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signalni cesty je vSak nutné rozstépeni sachardzy invertdzami. Zatimco hexozy ptridané
do média signalni Ulohu plnit nemohou, hexdézy vzniklé hydrolyzou sachardzy
invertdzami jako signdl funguji (Iraqi a Tremblay, 2001b). Iraqi a Tremblay (2001a)
také ptrepokladaji, ze sachar6za v médiu indukuje expresi gend pro invertazy. Po
pfeneseni kultury z udrZzovaciho média s 1 % sachar6zy na maturacni médium se 6 %
sacharozy pozorovali prudky narast v aktivité invertaz.

Mezi dalsi sacharidy se signdlni llohou u jehli¢nand mohou byt fazeny nckteré
derivaty inositolu, jako je napfiklad pinitol (Lipavska a Konrddova, 2004). Gosslova a
kol. (2001) zjistili pfitomnost pinitolu na zacatku vyvoje zygotickych embryich Picea
abies. Pritomnost pinitolu béhem zrani somatickych embryi nebyla pozorovana
(Lipavska, 2000). Gosslova a kol. (2001) se domnivaji, Ze pinitol je pfitomny pouze
v megagametofytu a nepodili se pfimo na tvorbé embrya, tudiz by mohl mit jinou
funkci, osmotickou, nebo signalni.

Jak je patrné z ptedchozich kapitol, signdlni uloha sacharidii béhem somatické
embryogeneze neni zatim Upln€ objasnéna. Sacharidy plni fadu funkci v pribéhu celého
procesu somatické embryogeneze a bliz$i porozuméni jejich role bude vyzadovat jeste

dalsi vyzkum.
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3. Material a metody

3.1. Rostlinny material

Vsechny experimenty byly provadény s embryogenni kulturou smrku ztepilého
(Picea abies (L.) Karst.), linie AFO 541. Tato kultura byla odvozena ve francouzském
institutu AFOCEL z d¢€loh pétidennich semenacki (Galerne a kol., 1992; Ruaud a kol.,
1992).

3.2. Kultivace

Udrzovani embryogenni kultury a vSechny experimenty jsem provadéla na Katedre
fyziologie rostlin Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze (KFR PiF UK).
Kultivace probihala za sterilnich podminek v kultiva¢nich nadobach typu Magenta
(Sigma), v kultivatnim boxu ve tmé pii stalé teplot¢ 25 + 0,5°C. Kultury jsem

pfesazovala za aseptickych podminek v laminarnim flow-boxu.

3.3. Priprava kultiva¢nich médii

3.3.1. Proliferac¢ni média

Pro udrzovani a mnozeni embryogenni kultury jsem pouzivala modifikované
médium Gupty a Durzana (1986) obsahujici 3% (w/v) sacharézu (Lachema, CR),
zpevnéné 0,75% (w/v) agarem (Sigma), s ristovymi regulatory 2,4-D, kinetinem a BAP
(koncentrace jsou uvedeny v tab. 3.1.). Mineralni ziviny (slozka A) jsem dodévala ze tfi
samostatnych zasobnich roztoka, které byly skladovany v lednici pii teploté 4 az 6°C.
pH média jsem upravovala na 5,7 £ 0,05 a poté sterilizovala v autokldvu 20 min pii
121°C a tlaku 0,144 MPa.

Zasobni roztoky organickych dopliikil (slozka B) a riistovych regulatort (slozka C)
jsem po upravé pH na 5,7 £ 0,05 sterilizovala filtraci pfes membranové filtry Millipore
(0,45 pm) a déle skladovala v mraznicce pfi teploté -18°C. Tyto roztoky jsem do

vysterilizovaného média ptidavala steriln€ po jeho ¢astecném zchladnuti.
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SloZeni a postup ptipravy tekutého proliferacniho média byly shodné s pevnym

proliferaénim médiem, pouze agar jako zpevnujici slozka byl vynechan.

3.3.2. Maturaéni média

Pro navozeni procesu zrani somatickych embryi jsem kulturu pfenesla na maturacni
médium, které se od proliferaéniho média 1isi ve slozeni riistovych reguldtorii. Auxiny a
cytokininy (slozka C) jsou vynechany, misto nich je aplikovana 20 uM kyselina
abscisova (+ cis, trans-ABA, Sigma). Zasobni roztok ABA byl pfipraven rozpusténim
kyseliny abscisové v IM NaOH, pH upraveno na 6,0+ 0,05, poté byl roztok
sterilizovan filtraci pfes membrdnové filtry Millipore (0,45 um) a uskladnén
v mrazni¢ce pii —18°C. Takto pfipraveny roztok ABA jsem steriln¢ pfidavala do
vysterilizovaného média po jeho ¢astecném zchladnuti.

Pro navozeni osmotického stresu jsem pouzivala vysokomolekularni nepenetrujici
osmotikum polyethylenglykol 4000 (PEG-4000, Sigma). Roztok PEGu s 400 mg/l
pufru MES (Sigma) jsem pfipravila oddélen¢ v poloviénim objemu vody, pH jsem
upravila na hodnotu 5,8 £0,05. Po vyklavovani a castecném zchladnuti jsem roztok
pfilila k ostatnim slozkam média.

V experimentech jsem pouzila nasledujici druhy a koncentrace (w/v) sacharidi
v maturacnim médiu:

1. 3% sachar6za (Lachema)

2. 2,25% sachar6za a 0,375% glukdza a 0,375% fruktéza (Lachema)

3. 1,5% sacharo6za a 0,75% glukoza a 0,75% fruktéza (Lachema)

4. 1,57% glukoza a 1,57% fruktoza (Lachema)

3.3.3. Germinac¢ni médium

GD médium modifikované ptidanim: 1% (w/v) sachardzy, 0,8% (w/v) agaru, 0,4%
(w/v) aktivniho uhli, 0,015% MES, bez ptidani ristovych regulatorii (slozka C). pH
média bylo upraveno 2-3 krat vzdy po 20 minutach michéni na 5,7-5,8.

Do prvni nadoby jsem pfipravila sacharézu, agar, mineralni ziviny (slozka A) a
180 ml destilované vody. Do druhé nadobky jsem piipravila aktivni uhli, MES a 180 ml
destilované vody. Ob¢ nddoby jsem sterilizovala zvlast. Po sterilizaci v autokldvu a

¢aste€ném zchladnuti jsem sterilné¢ oba roztoky slila a ptfidala organické dopliky ze
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zasobniho roztoku (GD-B). Za pravidelného promichavéani, aby se aktivni uhli

neusazovalo na dné ldhve, jsem médium rozlila do kultiva¢nich nadobek.

Tab. 3.1: Slozky modifikovanych kultivacnich médii GD (Gupta a Durzan, 1986)

Koncentrace v

Slozka Komlp?nenty zasobnim roztoku Finélm’, k.oncentrace M
slozky (mg/l) médiu (mg/1)
A - makroprvky |NH4NO; 5500 275
(50 mlna 1 litr | KNOs 46800 2340
média) CaCl, 3300 166
MgSO4. 7H,O 3700 185
KH,PO4 1700 85
A - mikroprvky |H;BO; 310 3.1
(10 mlna1litr |MnSO,.H,O 845 8,45
média) ZnSOy . TH,O 491,5 4,915
KI 41,5 0,415
Na,MoO, . 2H,0 12,5 0,125
CuSOy4 . 5H,O 1,25 0,0125
CoCl, 0,68 0,0068
A - zelezo (10 ml |[Na,EDTA 1400 14
na 1 litr média) |FeSO, . 7H,0 1900 19
B - organické glycin 40 1
dopliky (25 ml | L-glutamin 18000 450
na I litr média) |kasein-hydrolyzat 20000 500
myo-inositol 40000 1000
kys. nikotinova 10 0,25
pyridoxin.HCI 10 0,25
thiamin.HC1 20 0,5
C - rlstové 2,4-D 44 1,1
regulatory (25 ml | kinetin 17,2 0,43
na 1 litr média), |BAP 17,2 0,43
jen pro
prolifera¢ni
médium
ABA (20 mlna |ABA 264 5,28

1 litr média), jen
pro maturacni
médium
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3.4. Zpisob kultivace

3.4.1. Kultivace na pevném prolifera¢nim médiu

Tento zplsob kultivace jsem pouzivala pro udrzovani a mnoZeni embryogenni
kultury a pfi experimentu s PEG. Do kultiva¢ni nadoby, kterd obsahovala asi 25 ml
pevného proliferacniho média, jsem vzdy pinzetou nasadila 13 kouskli embryonalné-
suspenzorové hmoty (EMS) o pfiblizné cerstvé hmotnosti jednoho kousku 100 az
150 mg. Subkultivacni interval pro udrZzovani a mnoZeni embryogenni kultury byl 1

tyden. Kultivace probihala v kultivaénim boxu ve tmé pti 25 + 0,5°C.

3.4.2. Kultivace na tekutém proliferaénim médiu

Tekuté proliferaéni médium jsem pouzivala vzdy 1 tyden pfed nasazenim
embryogenni kultury na tekuté maturacni médium, aby se kultura 1épe piizpisobila
podminkam tekut¢ého média. SloZeni tekutého proliferacniho média bylo shodné
s pevnym proliferaénim médiem, pouze byl vynechédn agar jako zpeviujici slozka
média. Pfi tomto zplsobu kultivace jsem pouzila vys$si kultivacni nadobku (11 cm), nez
pti kultivaci na pevném proliferatnim médiu. Do kazdé kultivacni nadobky jsem
sterilné nalila 35 az 40 ml tekutého proliferacniho média. 9 kouskit ESM o piiblizné
hmotnosti 150 mg jsem pokladala na pramek (Osmotek, Izrael), jehoZ dno je tvofeno
porézni tkaninou. Pramek jsem vlozila do nddobky na plovék tak, aby se dno pramku
dotykalo tekutého média. Tak jsem zajistila pfimy kontakt tekutého média a
embryogenni kultury a zaroven jsem se vyvarovala uplnému zaplaveni kultury médiem.

Kultivace probihala v kultivaénim boxu ve tmé pii 25+ 0,5°C. Po uplynuti
tydenniho subkultiva¢niho intervalu jsem kulturu pfenesla na tekuté maturacni médium.
Pomoci pinzety jsem pienesla cely pramek do pfipravené sterilni nadobky s plovakem a

maturaénim médiem.

3.4.3. Kultivace na tekutém matura¢nim médiu

Proces zrani somatickych embryi jsem navodila pfenesenim kultury na maturaéni
médium. Kultivace na tekutém maturacnim médiu probihala ve stejném usporadani

(Magenta s plovakem a pramkem), jako pti kultivaci na tekutém proliferaénim médiu.
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Timto zptsobem jsem kulturu kultivovala 6 tydnii. Subkultiva¢ni interval a obsah
sacharidi v médiu se liSil podle experimentdlnich variant. Kultivace probihala

v kultiva¢nim boxu ve tmé pti 25 + 0,5°C.

3.4.4. Desikace somatickych embryi

Do uzaviené Petriho misky (@ 12 resp. 18 cm), ktera obsahovala 3 vrstvy filtracniho
papiru, jsem umistila 4 malé oteviené Petriho misky (@ 3 resp. 4 cm), které obsahovaly
jednu vrstvu filtracniho papiru. VSe jsem nasledné vysterilizovala v autoklavu.

Ve sterilnich podminkéach jsem do Petriho misky na trojvrstvy filtraéni papir nalila
cca 7 ml sterilni destilované vody, na suchy filtraéni papir ve vnitinich menSich
miskach jsem horizontdlné umistila 30 — 50 somatickych embryi. Uzavienou velkou
Petriho misku jsem utésnila dvéma vrstvami parafilmu.

Desikace probihala v kultivatnim boxu za svétla (fotoperioda 16h a ozafenost
200 mmol/m>.s) a pii 25+ 0,5°C po dobu 3 tydnil. Piiblizné jednou za 7 dni jsem
kontrolovala vlhkost uvnitf Petriho misky. V pfipadé nutnosti jsem za sterilnich

podminek dolila sterilni vodu do Petriho misky, kterou jsem opét utésnila parafilmem.

3.4.5. Klic¢eni somatickych embryi

Po ukonceni desikace jsem jednotlivdi embrya pienesla pinzetou za sterilnich
podminek do kultiva¢ni nadobky s cca 50 ml germina¢niho média. Do kazdé nadobky
jsem nasadila asi 50 jednotlivych embryi. Kliceni probihalo 3 tydny v kultivacni
mistnosti s konstantni teplotou 25 + 0,5°C a svételnym reZimem 16 h svétlo/8 h tma a

ozéafenosti 45 mmol/m?.s.

3.5. Vytézek vytvorenych kotyledonarnich embryi na konci
zrani

Pred nasazenim =z proliferacniho na maturatni médium jsem zvazila Cerstvou

hmotnost nasazované ESM v jednotlivych kultiva¢nich nadobkach. Morfologicky

normalni embrya jsem spocitala na konci Sesté¢ho tydne zrani v kazdé nadobce zvIast.

Pocet embryi jsem nasledné prepocitala na 1 gram vychozi ¢erstvé hmotnosti ESM.
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3.6. Stanoveni pH a odbér tekutého média

Stanoveni pH tekut¢ho média jsem provadéla pomoci laboratorniho pH metru vzdy
na konci subkultivaéniho intervalu u ¢tyf ndhodné vybranych kultivacnich nddobek od
kazdé experimentdlni varianty. Pfed méfenim jsem cely obsah tekutého média
promichala v kultiva¢ni nddobce pomoci magnetického michadla. Po zméteni pH jsem
z téchto kultivaénich nadobek odebrala 1 ml média. Tyto vzorky jsem dale
nezpracovavala a ulozila jsem je do mraznicky pii -20°C, kde byly piipraveny k méfeni

obsahu sacharidi pomoci HPLC.

3.7. Stanoveni obsahu endogennich rozpustnych sacharidi

3.7.1. Odbéry vzorku

Vzorky jsem odebirala do pfedem zvazenych mikrozkumavek, z ndhodné zvolené
kultiva¢ni nadobky vZzdy v den, kdy uplynul tydenni subkultiva¢ni interval. Od 1.tydne
do 4.tydne zrani jsem odebirala ESM (cca 200 mg/vzorek), od 5.tydne zrani jsem
odebirala zvlast ESM a zvlast’ extirpovana embrya (150-200 mg/vzorek).

Dalsi vzorky jsem odebrala na konci desikace a v prubéhu kliceni (po 3, 7, 14, 21
dnech kliceni).

Bezprostiedné po odebrani jsem vzorky zvazila pro zjiSténi Cerstvé hmotnosti a
thned zmrazila v kapalném dusiku. Pied dalSim zpracovanim jsem vzorky ulozila

v mrazicim boxu pii teploté -80°C.

3.7.2. Extrakce sacharidu

Vzorky embryi a ESM jsem nejprve lyofilizovala v zatizeni Lyovac GT 2 (Finn-

Aqua) 12 az 14 hod, a poté jsem je zvazila pro zjiSténi suché hmotnosti.

Extrakci sacharidii jsem provedla takto:
1) inkubace s 0,5 ml 80% methanolu (v/v) pti 75°C — 15 min
2) odpateni methanolu ve vakuu (Speedvac Plus SC110 A, Savant) — 3 hod

3) ptidani demineralizované vody (MilliQ) podle suché hmotnosti vzorku
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10az20 mg ..... 1,0 ml
20 az 30 mg ...... 1,5 ml
4) ultrazvukové lazen (Julabo USR 05) — 15 min
5) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 D) pti 14 000 g — 10 min

Po centrifugaci jsem odebrala supernatant a filtrovala ho pfes membranové filtry
Millipore (0,22 um) do ¢istych mikrozkumavek. Pfed stanovenim obsahu sacharidi

pomoci HPLC jsem vzorky uchovévala pfi teploté -18°C.

3.7.3. Stanoveni obsahu a spektra sacharidi

Sacharidy jsem stanovovala pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Parametry méficiho systému: refraktometrickd detekce (Shodex RI-71);
isokratickda pumpa Spektra Physics; integrace: pocitacovy program CSW 1.7;
pfedklonky Hema-Bio 1000 SB+Q (Watrex); kolona Polymer IEX 8 pm Pb*" (Watrex);
teplota 80°C; nebo predkolona SugarPak (Waters), teplota 90°C; eluent:
demineralizovand voda (MilliQ), rychlost pratoku 0,5 ml/min; objem injikovaného

vzorku: 10 pl; standardy: Sigma.

3.8. Stanoveni obsahu lipidi

K lyofilizovanému vzorku o minimalni suché hmotnosti 30 mg jsem ptidala 0,5 ml
extrakéni smési (methanol a chloroform v poméru 1:1) a dikladné jsem protiepala
(Vortex). Extrakt jsem prefiltrovala pomoci injekéni stiikacky se smotkem vaty na jehle
a prevedla do nové pifedem zvazené mikrozkumavky. Tento postup filtrace jsem u
kazdého vzorku opakovala 3krat. Poté jsem oteviené mikrozkumavky s ptefiltrovanymi
extrakty nechala odpafit 4 dny v digestofi. Nasledn¢ jsem mikrozkumavky zvazila.
Celkovou hmotnost lipidii u jednoho vzorku jsem stanovila jako rozdil mezi pivodni
hmotnosti mikrozkumavky a hmotnosti mikrozkumavky po odpafeni extraktu

v digestofi.
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3.9. Stanoveni obsahu proteini

3.9.1. Extrakce

Pti extrakci jsem pouzivala tyto pufry:
» PufrL.

100 ml tohoto pufru obsahovalo 10 g sachardzy, 2 tablety Complete EDTA-free,
1,97 g TRIS-HCI. Pfi teploté 4°C jsem upravila pH na 6,8.
> Pufr Il

100 ml tohoto pufru obsahovalo 10 g sacharozy, 1g sodium dodecyl sulfatu,
2 tablety Complete EDTA-free, 1,97 g TRIS-HCI. Pfi 20°C jsem pH upravila na 6,8.

Pro extrakci rozpustnych proteinii jsem pouzivala pufr I (pfidala jsem inhibitor
proteaz PMSF — 10 pl roztoku PMSF(100 mM)/1 ml pufru). Po celou dobu extrakce
jsem vzorek udrzovala na ledu. Po pfiddni 0,1 ml extrakéniho pufru jsem vzorek
homogenizovala na ultrazvukovém homogenizatoru po dobu 3 kradt 3 minuty pii
frekvenci 5 Hz. Poté jsem piidala 0,5 ml pufru I (jiz bez PMSF) a centrifugovala pii
5°C, 14 000 g, 15 min. Pomoci pipety jsem supernatant odsala z eppendorfky. Timto
zptisobem jsem ziskala extrahované rozpustné proteiny.

K peletu po extrakci rozpustnych proteinil, jsem jiz za pokojové teploty, pridala
1,0 ml extrakéniho pufru II (pfidala jsem inhibitor proteaz PMSF). A dale jsem piidala
0,5 ml extrak¢niho pufru II bez inhibitoru protedz PMSF a 20 min protfepala na
automatické tfepacce. Poté jsem vzorky centrifugovala pti 20°C, 14 000 g, 15 min.
Supernatant jsem odsala z eppendorfky pomoci pipety. Timto zplisobem jsem ziskala

extrahované nerozpustné proteiny.

3.9.2. Stanoveni obsahu

Samotné stanoveni obsahu rozpustnych a nerozpustnych proteinli jsem provadéla
spektrofotometricky (Helios a). Pfipravila jsem si dvé kalibracni fady pomoci Bovine

Serum Albumine (2,5 mg BSA/1 ml pufru I nebo pufru II) podle tabulek 3.2 a 3.3.
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Tab. 3.2: I. kalibrac¢ni fada:

OulBSA [1ulBSA |2ulBSA |3 ulBSA [4ulBSA | 5ulBSA | 6 ul BSA
200 pl 199 ul 198 ul 197 pl 196 ul 195 ul 194 pul
pufru | pufru | pufru [ pufru | pufru | pufru | pufru |
Tab 3.3: 1I. kalibra¢ni tada:

OulBSA [1ulBSA |2ulBSA |3 ulBSA [4ulBSA | 5ulBSA | 6 ul BSA
200 ul 199 ul 198 ul 197 pl 196 ul 195 pul 194 pul
pufru 1 pufru 1 pufru I pufru 1 pufru I pufru 1 pufru 1

S kalibracnimi fadami jsem provadéla stejné kroky jako se vzorky. Kazdy vzorek
jsem z divodu kontroly stanovovala dvakrat. Do nové eppendorfky jsem pfidala 5 ul
vzorku a 195 ul pufru I (rozpustné proteiny) nebo pufru II (nerozpustné proteiny). Dale
jsem piidala 800 pl barviciho roztoku (pfipravené¢ho takto: 90 ml etanolu, 10 ml
kyseliny octové a 50 mg barviva Amidoblack) a protfepala na Vortexu a nechala 15 min
stat. Poté jsem vzorky centrifugovala pii 20°C, 18 000 ota¢ek/min, 10 min. Supernatant
jsem odlila a hrdlo eppendortky otiela. Nasledné jsem odstranila barvivo pomoci 1 ml
odbarvovaciho roztoku (pfipraveného takto: 90 ml etanolu a 10 ml kyseliny octové),
protiepala a nechala 15 min stat. Po centrifugaci pti 20°C, 18 000 otac¢ek/min, 10 min
jsem supernatant odlila. K peletu jsem piidala 1 ml 0,1 M NaOH a protfepala 1 min na
ttepacce. U takto ptipraveného vzorku jsem zméfila absorbanci (A=615nm) a ziskané

hodnoty ptfepocitala na obsah proteinti ve vzorku.

3.10. Zpracovani dat a statisticka analyza

Zakladni pocetni operace pii zpracovani dat (primér, smérodatnd odchylka apod.)
jsem provadéla v programu Microsoft Excel. Statistickou analyzu (ANOVA) jsem

provedla v programu NCSS 2001.
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3.11. Piehled experimentii

3.11.1. Vliv dostupnosti sacharidii na zrani somatickych embryi

Zrani somatickych embryi na tekutém maturaénim médiu po dobu 6-ti tydnt,
s rozdilnymi subkultiva¢nimi intervaly a srozdilnou koncentraci sacharidi v médiu.

Jednotlivé experimentalni varianty jsou vysvétleny v nasledujicich tabulkach 3.4 a 3.5.

Tab. 3.4: Experimentalni varianty

Varianta subkult. interval koncentrace sacharidi v médiu
S 1 tyden 3% sachar6za

G+F 1 tyden 1,57% glukoza a 1,57% fruktoza
St 2 dny, 2 dny, 3dny viz. tab. 3.5

G+F1 2 dny, 2 dny, 3dny viz. tab. 3.5

Tab. 3.5: Koncentrace sacharidi v médiich u pfenasenych variant St a G+F1

koncentrace koncentrace koncentrace
subkult. . 10 . 3o . 1o
. . sacharidu sacharidu sacharidu
Varianta | interval , .y , .y , . qe
G \% dodanen’l médiu: | vdodaném médiu: | v (jodanem médiu:
y PONDELI STREDA PATEK
St 2,2,3 3% sachardza 3% sachardza 3% sachardza
G+F? 2,2,3 3% sacharoza 2,25% sacharozaa | 1,5% sachar6za a
0,375% glukézaa | 0,75% glukdza a
0,375% fruktoza 0,75% fruktoza

» Varianta S piestavuje kontrolni variantu, somatickd embrya byla kultivovana
standardnim zplisobem.

» U varianty G+F zraji somatickd embrya bez ptitomnosti sachardézy v médiu.

» U pfenaSené varianty ST jsem se pfenosem embryogenni kultury na ¢erstvé médium
tfikrat tydné pokusila zabranit uplné hydrolyze sachardzy v médiu.

» U prenasené varianty G+F71 jsem pfenosem embryogenni kultury tfikrat v pribéhu
tydne na Cerstvé médium se snizujicim se obsahem sachardzy simulovala snizujici
se obsah sachar6zy v médiu béhem tydenniho subkultivacniho intervalu, ke kterému
dochézi pii kultivaci standardnim zplisobem (jako u varianty S). Zarovén ostatni
slozky kultiva¢niho média (ABA, organické dopliiky, minerdlni latky) byly
dodavany s Cerstvym médiem tiikrat tydné (jako u varianty St).

V tomto experimentu jsem stanovila: vytézky zralych somatickych embryi, obsahy

nestrukturnich sacharidii v somatickych embryich béhem zrani, desikace a kliceni,
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hodnoty pH a obsahy sacharidii v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych

embryi, obsahy lipidi a proteinli na konci zrani somatickych embryi.

3.11.2. Vliv osmotického potencialu na obsah zasobnich latek
v somatickych embryich
Zrani somatickych embryi na pevném matura¢nim médiu po dobu 6-ti tydnd,
subkultiva¢ni interval 1 tyden, dvé experimentalni varianty: zdkladni matura¢ni médium
s 5% PEG a kontrolni varianta bez pfidani PEG (0% PEG).

V tomto experimentu jsem stanovila obsah lipidi a proteinti na konci zrani a po

desikaci.
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4. Vysledky

Pro ptehlednost jsou v néasledujicim textu jednotlivé experimentalni varianty
uvadény pouze zkratkami (S, G+F, ST, G+F1). Podrobné vysvétleni usporadani

experimentu je uvedeno na strané 33 v tabulkach 3.4 a 3.5.

4.1. Vliv dostupnosti sacharidi na zrani somatickych embryi

Picea abies

Pro sledovani vlivu dostupnosti sacharidii pti zrani somatickych embryi Picea abies
na vytézky embryi, obsah sacharidi, proteint a lipidii v embryich a na obsah sacharid
v kultivaénim médiu a na zmény pH kultivacniho média jsem testovala Ctyfi
experimentalni varianty zrani somatickych embryi — S, G+F, S1, G+F1 - s rozdilnym
zasobenim sacharidy a subkultivacnimi intervaly béhem obdobi zrani.

Vzhledem k ¢astému prenaSeni kultur na ¢erstvé médium a citlivosti tekutych médii
ke kontaminaci, jsem neméla vzdy dostatek materidlu pro odbéry ve vSech

naplanovanych fazich vyvoje u vSech experimentalnich variant ve v§ech opakovéanich.

4.1.1. Dynamika obsahu endogennich nestrukturnich sacharidi
v ESM a somatickych embryich béhem proliferace, zrani a
klic¢eni

U experimentalnich variant (S, G+F, ST, G+F1) jsem sledovala obsah endogennich
nestrukturnich sacharidt na konci prvniho az ¢tvrtého tydne zrani v ESM, déle na konci
patého a Sestého tydne zrani, po desikaci a béhem kliceni v izolovanych embryich.
V pribéhu zrani a kliCeni somatickych embryi Picea abies vSech variant dochazelo
k vyraznym zméndm v celkovém obsahu sacharidi a v zastoupeni jednotlivych slozek
sacharidového spektra. Zmény v obsahu a spektru sacharidi byly v zékladnich rysech
podobné u vSech experimentalnich variant.

Prvni Ctyfi tydny zrani byla ESM charakterizovana relativné vysokym obsahem
endogennich nestrukturnich sacharidi (ptiblizné 400 pg/mg suSiny), nizkym obsahem
sachardzy a vysokym podilem hexdz ve spektru. Zastoupeni glukézy a fruktdézy bylo
zhruba rovnomérné. V izolovanych embryich v patém a Sestém tydnu zrani byl obsah

endogennich nestrukturnich sacharidi niz§i (pfiblizn¢ 200 pg/mg susSiny) a

35



Vysledky

nadpolovicni ¢ast spektra sacharidl byla tvofena sachar6zou. Spektrum sacharidt bylo
dale tvoteno glukdézou, fruktézou a inositolem. Celkovy obsah sacharidii v izolovanych
embryich v prubéhu zrani (4. az 6. tyden) pozvolna klesal. V prvnim opakovani
experimentu jsem stanovila obsah sacharidi také ve zbytkové hmoté po odbéru embryi
ve Ctvrtém, patém a Sestém tydnu zrani. Zbytkova hmota obsahovala piiblizn¢ 400 pg
sacharidi/mg suSiny a spektrum sacharidii bylo tvofeno piedevsim hex6zami, sachar6za
tvofila minimalni ¢ast spektra. Na konci desikace embrya obsahovala pfiblizné 30-
70 ng sacharid/mg suSiny a spektrum sacharidi tvotily predevsim sacharéza, RFO a
v men$im zastoupeni inositol, gluk6za a fruktéza. V prubéhu kliceni byl obsah
sacharida nizky (pfiblizné do 100 pg/mg susiny) a spektrum bylo tvofeno sachar6zou,

inositolem, frukt6zou a glukézou.
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Graf 1: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S; A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — ESM po proliferaci; 1, 2, 3...
— 1., 2., 3. tyden zrani; 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG — embrya po 3 dnech
kli¢eni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4 (pozn. pro hodnoty v tabulce
oznacené * n = 1).
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0. tyden 0 10,86 +2,75 180,57 £21,30 | 181,70 +20,78 | 20,66 £2,16 | 393,8 +43,06
1. tyden 0 11,76 2,35 174,83 £ 14,74 | 173,25+ 15,14 | 22,01 +2,21 | 381,85+ 34,06
2. tyden 0 11,91 +2,95 183,04 £22,25 | 191,95+31,75 | 23,18 +3,22 | 410,08 + 54,49
3. tyden 0 8,03 £2,96 164,42 +33,18 | 185,73 +31,83 | 19,46+3,56 | 377,63 + 68,71
4. tyden 0 16,39 + 4,35 193,32 +18,25 | 239,86 +18,84 | 22,79+ 1,71 | 472,35 +34,86
5. tyden (E) 0 93,61 (*) 34,77 (*) 49,66 (*) 18,99 (*) 197,02 (*)
6. tyden (E) 0 101,65 + 3,13 9,29 +4,61 20,06 + 7,68 20,68 £0,16 | 151,68 +13,07
desikace 3,66+0,06 | 22,87+243 0,86 + 0,34 0,40 £ 0,07 2,00 £ 0,39 29,79 +2,38
3 dny kli¢eni 0 31,31 +3,61 10,98 + 0,71 14,41 + 1,05 25,59 + 1,80 82,28 £0,05
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Graf 2: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S (1. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG,
7dG, 14dG — embrya po 3, 7, 14 dnech kli¢eni; 4ZH, 5ZH,... — 4., 5. tyden zrani, zbytkova hmota.
Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba kultivace Obsah sacharidu [ug/mg suSiny]| _

RFO sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 14,89 + 2,60 135,29+ 7,76 169,94 + 10,04 | 3,06+0,78 | 323,18 + 20,69
1. tyden 0 13,95 +2,90 146,53 +16,53 | 187,47+21,51 | 4,35+0,92 | 352,31 +38,64
2. tyden 0 6,33 + 0,69 109,29 + 17,41 | 146,06 + 19,27 | 5,66+ 1,83 | 267,35+ 35,67
3. tyden 0 12,65 +4,72 123,80+ 10,78 | 170,16 +12,91 | 4,01+ 1,85 | 310,61 +25,11
4. tyden (E) 0 22,08 + 8,36 128,38 £32,47 | 202,52+43,89 | 4,03+£1,69 | 357,01+ 83,68
5. tyden (E) 0 124,57 25,94 25,09 +4,15 24,06 + 3,90 2,07+0,53 | 175,79 31,66
6. tyden (E) 0 173,45 +47,53 34,03 +£10,48 28,78 + 6,47 1,28 £0,39 | 237,55+ 63,68
desikace 1510+5,04 | 17,86+7,39 1,67 £ 0,76 0,91 + 0,04 1,62 £ 0,55 37,16 + 7,64
3 dny kli¢eni 0 11,16 £ 1,72 14,65 + 3,11 11,95 +3,24 1,29+0,77 39,05+ 8,31
7 dni kli¢eni 0 14,93 £3.25 17,39 +0,74 15,47 + 1,09 1,84 +£0,48 49,63 +3,88
14 dni kli¢eni 0 337122 4,17 £2,19 3,30 1,89 1,24 £ 0,59 12,08 + 5,66
4ZH 0 22,08 + 8,36 128,38 £32,47 | 202,52 +43,89 | 4,03+1,69 | 357,01+ 83,68
5ZH 0 8,37 +2,93 132,45+ 7,40 222,78 £8,94 | 595+1,65 | 369,55+ 14,95
6ZH 0 7,04 + 4,65 121,27 +11,68 | 241,81 +21,18 | 4,13+0,98 374,24 + 35,2
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Graf 3: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S (2. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci, 3dG, 14dG —

embrya po 3, 14 dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Graf 4: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F; A — obsah sacharidd, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — ESM po proliferaci; 1, 2,
3...— 1., 2, 3. tyden zrani; SE, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG, 7dG, 14dG —
embrya po 3, 7, 14 dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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= Obsah sacharidi [ug/mg susiny]|
Doba Kkulti
oba kuitivace RFO sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 9,60 + 0,53 183,95+ 18,56 | 186,95+18,34 | 20,29+232 | 400,80 + 38,63
1. tyden 0 9,97 +3,83 172,41 + 34,1 169,46 £3291 | 19,55+3,33 | 371,39+ 67,93
2. tyden 0 8,48 £2,53 214,06 +34,17 | 220,88 +34,79 | 21,76 £5,73 | 465,18 +76,25
3. tyden 0 11,98+ 1,81 | 239,63 +24,74 | 292,06+ 1538 | 21,56+0,25 | 565,22 +20,82
4. tyden 0 14,05 + 6,91 148,24+ 16,94 | 193,42+23,24 | 21,69 +4,41 | 377,39 +50,37
5. tyden (E) 0 114,26 (*) 21,86 (*) 33,42 (%) 23,69 (*) 193,22 (%)
6. tyden (E) 0 107,08 + 8,73 10,32 + 4,04 19,92 + 5,30 21,39+£2,02 | 158,71 +12,97
desikace 2,66 +0,26 | 2348 +3,76 0,59 +0,28 0,78 £ 0,28 1,35+045 28,86 + 4,34
3 dny kli¢eni 0 26,65 +5,73 8,42+ 1,52 8,98 £2,73 14,01 £4,62 | 58,06+ 12,98
7 dni Kkli¢eni 0 17,24 £1,03 11,09 + 1,48 19,38 +2,26 24,13 + 1,65 72,65 +4,19
14 dni kli¢eni 0 22,35+1,02 6,22 +0,55 13,90 + 2,75 23,98 £0,71 66,46 + 2,93
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Graf 5: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F (1. opakovani); A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 5E, 6E — izolovana embrya; 4ZH, 5ZH,... — 4., 5. tyden zrani,
zbytkova hmota; D — embrya po desikaci; 3dG, 7dG, 14dG — embrya po 3, 7, 14 dnech klic¢eni. Priméry +

smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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q Obsah sacharidu [ug/mg suSiny]|

Doba kultivace sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 6,37 +0,85 196,38 + 9,37 220,46 + 15,08 19,43 +£1,29 442,64 + 24,76
1. tyden 7,87 £ 6,10 166,74 + 25,9 178,37 +29,94 21,06 +4,39 374,04 + 63,46
2. tyden 4,44+ 0,48 160,38 + 29,39 200,05 + 33,32 19,96 + 3,20 384,83 + 65,08
3. tyden 10,57 +£3,15 177,33 £ 19,53 222,38 + 19,45 22,63 + 1,63 432,91 £36,42
4. tyden (E) 93,26 (*) 37,75 (%) 59,3 (%) 24,51 (%) 214,82 (%)
5. tyden (E) 116,02 + 7,56 19,34 £ 2,08 30,50 & 5,02 18,86 + 2,66 184,72 £ 3,67
6. tyden (E) 103,03 + 12,85 13,52 +3,13 19,76 + 3,98 24,24 + 4,54 160,56 + 21,59
desikace 9,37 +2.83 1,91 + 0,45 1,06 + 0,16 1,55+ 0,69 13,89 £ 6,36
3 dny kliceni 3,56 £ 1,43 20,47 = 4,85 29,65 + 6,87 19,25 + 4,07 72,92 £ 10,54
7 dni kliceni 10,74 + 6,00 18,03 = 2,09 20,56 + 0,83 25,98 4,27 75,30 £ 8,91
14 dni kliceni 15,95+ 7,30 19,72 £ 6,92 27,09 + 10,27 38,05+7,17 100,81 + 26,96
4ZH 15,22 + 7,04 189,8 + 20,04 216,63 + 24,37 17,10 + 5,01 438,75 + 51,13
5ZH 2,71 +£0,50 162,26 + 12,39 261,36 37,71 16,46 + 4,88 442,79 + 48,23
6ZH 2,62 + 0,63 146,82 + 23,01 276,67 = 51,00 27,08 + 6,91 453,20 + 80,06
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Graf 6: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F (2. opakovani); A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; SE, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG,
14dG — embrya po 3, 14 dnech kli¢eni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba kult
oba Kuiivace RFO sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 8,96 + 1,85 154,34 +£ 19,09 | 180,05+22,95 | 899+232 | 352,34+4445
1. tyden 0 5,30+2,32 198,78 £ 19,36 | 212,15+24,24 | 14,94+£2,73 | 431,17+£43,79
2. tyden 0 2,70 + 0,88 194,10 +8,69 | 21443+10,61 | 17,54+ 1,31 | 428,78 + 16,98
3. tyden 0 4,05+1,14 196,49+ 18,96 | 219,19+23,79 | 16,74 2,58 | 436,47 + 44,46
4. tyden 0 11,22+7,14 | 207,60 +32,10 | 234,32 +34,98 | 16,49 +£3,26 | 469,64 + 63,74
6. tyden (E) 0 101,66 +4,57 7,39 +3,00 12,96 + 5,88 17,81 +2,43 | 139,83 +8,70
desikace 4,05+1,99 | 37,75+0,41 1,30+ 0,73 2,16+0,72 1,22 + 0,04 46,48 + 3,81
3 dny kli¢eni 0 27,87 +3,48 13,40 + 1,67 17,49 + 6,63 25,03 +1,27 83,79 7,90
14 dni kli¢eni 0 23,18+ 1,13 18,33 + 3,67 27,20 +2,95 32,61 £330 | 101,31 +6,64
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Graf 7: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S7; A — obsah sacharidti, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — ESM po proliferaci; 1, 2,
3...—1, 2., 3. tyden zrani; 4E, S5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG, 7dG — embrya
po 3, 7 dnech kli¢eni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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7 dni kli¢eni 0 77,52 +£16,26 | 99,46+14,94 | 67,57+10,34 | 24,25+4,57 | 268,79 £ 27,90
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Graf 8: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S? (1. opakovani); A — obsah sacharidl, B — procentualni zastoupeni sacharidd, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 4ZH,
57ZH,... — 4., 5. tyden zrani, zbytkova hmota. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n =
4,
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IDoba kultivace RFO sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 10,01 + 3,07 160,73 £30,19 | 194,71 £42,45 | 247+ 1,11 | 367,92+ 7445
1. tyden 0 9,50+ 1,76 125,45 +£32,11 | 156,51 £31,59 | 2,03+£0,67 | 293,48 + 63,03
2. tyden 0 7,62 +1,42 168,91 £ 3,41 215,18 £4,41 5,06+ 1,17 | 396,77 +£5,31
3. tyden 0 7,46 £2,73 188,45 £ 5,69 232,71£9,36 | 2,81 +£0,07 | 431,43+£14,97
4. tyden (E) 0 141,75 £ 23,82 65,42 + 1,76 77,91 + 0,46 2,06+0,08 | 287,15 +22,44
5. tyden (E) 0 121,38 £9,25 43,96 £ 2,68 33,26 + 3,05 0 198,59 £ 12,23
desikace 15,43 £ 3,99 13,19 + 6,48 1,99 +£ 0,93 3,21+1,00 0 33,82 + 4,60
47ZH 0 14,79 £ 4,21 188,01 + 8,65 267,89 £ 17,75 0 470,69 £ 30,10
5ZH 0 14,60 + 4,71 170,34 £ 20,51 | 276,96 + 22,25 0 461,90 + 45,59
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Graf 9: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta S? (2. opakovani); A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG,
7dG, 14dG, 21dG — embrya po 3, 7, 14, 21 dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulce, n =4.
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oba Kultivace RFO sacharoza glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 8,96 + 1,85 154,34+ 19,09 | 180,05+22,95 | 8,99+2,32 | 352,34+44,45
1. tyden 0 5,39 £2,95 179,57 £ 15,16 | 195,55+16,25 | 19,01 £0,55 | 399,52 + 29,54
2. tyden 0 3,84 +£2,10 168,64 £37,16 | 192,12 +49,67 | 15,22 +2,52 | 379,83 + 89,40
3. tyden 0 10,96 + 3,50 170,05 +31,91 | 199,55 +42,89 | 15,92+2,97 | 396,47 +79,19
4. tyden (E) 0 116,86 £ 5,97 16,46 + 11,31 23,16 + 10,05 16,69 +2,72 | 173,16 £27,15
6. tyden (E) 0 108,95 + 19,24 12,88 4,94 9,04 +4,59 19,83 £4,11 | 150,70 +22,29
desikace 326+2,11 | 71,27+21,72 3,13+ 1,07 3,40+ 0,99 3,31+£042 | 84,37+23,99
3 dny Kkli¢eni 0 19,32 £ 1,60 13,22 £2,45 13,42 £1,65 24,97+£296 | 70,93 £6,79
7 dni kli¢eni 0 12,87 £2,82 19,77 +£3,42 22,49+ 1,38 29,21 +441 84,34 + 1,53
14 dni kli¢eni 0 12,74 £3,34 12,09 £2,25 1230£1,42 | 32,10+4,74 | 69,23 +9,33
21 dni kliceni 0 4,11 +1,36 3,24 + 0,46 2,17 0,50 1533 +£4,54 | 24,86+5,98
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Graf 10: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F1; A — obsah sacharidd, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po proliferaci; 1,
2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG, 7dG —
embrya po 3, 7 dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba kult
oba Kultivace RFO sacharoza glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0 .tyden 0 8,74 £2,79 146,36 + 4,49 173,8+5,08 | 0,18+0,06 | 329,08+103
1. tyden 0 8,88 £2,26 145,70 + 4,18 172,4 +4,25 1,70+ 0,94 | 328,68 +7,05
2. tyden 0 11,34 £ 1,74 166,33 +43,65 | 220,46 £ 58,31 | 2,04+0,95 | 400,17 £ 102,65
3. tyden 0 19,88 + 3,92 142,82 + 18,83 | 183,85+£22,75 | 1,97+ 1,01 | 348,53 +38,12
4. tyden (E) 0 98,17 (*) 46,71 (*) 52,65 (*) 0 197,53 (*)
5. tyden (E) 0 103,06 + 11,65 28,35 £ 6,55 21,24+422 | 2,35+0,66 155+23,48
6. tyden (E) 0 97,56 £ 5,50 31,38 +4,73 24,46 4,25 2,06 + 0,26 155,47 +8,74
desikace 3,75+£1,92 | 46,15+17,66 7,09 + 1,91 6,83 £ 0,45 0,93+£0,30 | 64,74 +22,02
3 dny kli¢eni 0 30,82 + 3,01 8,51 +0,73 6,30 £ 0,55 0,63 = 0,46 46,26 + 2,86
7 dni kli¢eni 0 15,67 £2,98 10,09 £ 2,59 7,83 £ 0,49 1,34 £ 0,37 34,93 + 5,05
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Graf 11: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F1 (1. opakovani); A — obsah sacharidt, B — procentudlni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG,
7dG — embrya po 3, 7 dnech kli¢eni; 4ZH, 5ZH,... — 4., 5. tyden zrani, zbytkova hmota. Priméry +

smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba kultivace RFO sachar6za glukdza frukt6za inositol celkovy obsah
0. tyden 0 12,54 £ 1,46 145,16 + 6,48 194,03 £ 6,09 0 351,72+ 11,94
1. tyden 0 9,59 +2,38 125,06 £26,22 | 176,03 £ 34,40 0 310,67 £ 62,39
2. tyden 0 7,47 1,48 129,54 + 16,84 | 185,52 +£22,39 0 322,53 £40,45
3. tyden 0 10,93 +3,77 | 136,15+£40,12 | 184,69 +47,52 0 331,76 90,58
4. tyden (E) 0 125,34 + 1,88 57,35+9,24 67,34+ 11,89 4,85+ 1,80 | 254,87 +21,20
5. tyden (E) 0 135,80+ 16,32 | 38,71 +5,54 25,91 +3,88 1,92 +£0,06 | 202,34 + 25,56
6. tyden (E) 0 122,40 £39,03 | 38,74+ 10,90 28,23 +£ 6,56 1,87+0,17 | 191,24+ 56,37
desikace 1499 +3,59 | 17,95+3,90 6,04 + 1,87 12,08 +3,02 4,43+0,77 | 5549+11,87
3 dny kli¢eni 4,24 £ 0,80 8,85+ 0,92 11,34+ 1,70 15,02 +2,46 2,42 +0,34 41,87 4,63
7 dni kli¢eni 4,64 +0,28 5,69 +2.57 9,43 +£227 12,56 + 0,24 2,15+0,94 34,46 +3,05
4ZH 0 13,91 +7,30 | 13548+24,15 | 187,98 +31,83 0 337,37 = 60,64
5ZH 0 8,73+0,83 144,07 £ 17,17 | 225,67 +26,29 | 8,30+0,39 | 386,77 + 45,64
6ZH 0 15,64 + 2,55 122,16 & 5,42 22821 +6,00 | 446+=0,42 | 370,48 + 8,56
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Graf 12: Obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v somatickych embryich a ESM Picea abies,
varianta G+F1 (2. opakovani); A — obsah sacharidt, B — procentudlni zastoupeni sacharidi, 0 — ESM po
proliferaci; 1, 2, 3... — 1., 2., 3. tyden zrani; 4E, 5E, 6E — izolovana embrya; D — embrya po desikaci; 3dG,
7dG, 14dG, 21dG — embrya po 3, 7, 14, 21 dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny

v tabulce, n = 4.
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Doba kult
oba Kuitvace RFO sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 8,96 + 1,85 154,34 +£ 19,09 | 180,05 +22,95 8,99 +£2,32 352,34 £44,45
1. t yden 0 6,85+3,13 | 222,15+23,98 | 235,25+35,04 17,85+£9,23 | 482,09 + 68,21
2. tyden 0 4,49 +2,01 172,85 +51,60 | 200,11 + 64,38 12,35+3,88 | 389,81 118,62
3. tyden 0 8,84 +242 | 209,43 +£21,02 | 173,51+ 101,76 | 78,43 £124,10 | 470,20 + 46,38
4. tyden (E) 0 114,37 £ 8,71 24,92 + 19,86 29,99 + 32,34 15,12 + 1,48 184,40 + 45,24
6. tyden (E) 0 99,41+ 12,14 8,04 + 1,34 10,04 +3,12 16,30 + 1,81 133,80 + 16,23
desikace 2,09+0,54 | 6523+5,24 2,77+0,98 2,90 + 0,54 4,00+ 0,75 76,99 + 5,10
3 dny Kkli¢eni 0 13,54 +£10,32 12,26 £2,21 16,14 +2,73 17,10+2,42 59,04 +10,10
7 dni Kli¢eni 0 6,19+ 1,84 15,53 +£2,97 17,15+ 3,98 31,59 +8,79 70,46 + 14,06
14 dni kli¢eni 0 11,88 +£4,05 16,10 + 1,64 2291+222 28,11+3,92 79,00 + 3,38
21 dni kli¢eni 0 10,08 + 3,06 8,55 +2,42 10,73 + 1,84 21,38 + 6,64 51,23 £ 6,55
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4.1.2. Analyza tekutych maturaénich médii béhem zrani somatickych

embryi

Tekuté médium (1 ml) jsem odebirala u vSech experimentalnich variant vzdy na
konci subkultiva¢niho intervalu.

Varianta S

Celkovy obsah sacharidii v tekut¢tm médiu na konci tydennich subkultiva¢nich
intervalii v pritb¢hu Sesti tydni zrani byl ptiblizné 25 pg/ml média a ke konci zrani
mirn€ klesal. Presto, Ze na zacatku subkultiva¢niho intervalu obsahovalo derstvé
médium sacharézu, po tydnu kultivace byly v médiu pfitomny piedev§im hexozy,
glukoéza a fruktéza. V prvnich tfech tydnech zrani byly glukéza a fruktéza rovnomérné
zastoupeny, v poslednich tfech tydnech se pomér mirné¢ zmeénil ve prospéch fruktozy.
Sacharodza tvofila jen minimalni ¢ast spektra obsaZenych sacharida.

Varianta G+F

Celkovy obsah sacharidii v tekutém médiu na konci tydennich subkultivac¢nich
intervalii v pribéhu Sesti tydna zrdni byl 1 u této varianty pfiblizné 25 pg/ml média.
Spektrum sacharidii bylo tvofeno glukézou a fruktdézou, které byly v prvnich tfech
tydnech zastoupeny rovnomérné a v poslednich tiech tydnech se pomér mirné zménil ve
prospech fruktozy. Sachardza nebyla v maturaénim médiu pfitomna.

Varianta S1

Celkové obsahy sacharidii v tekutém médiu na konci subkultivacnich intervald
(v kazdém tydnu zrani byl subkultivaéni interval 2 dny, 2 dny, 3 dny) byly u této
varianty pfiblizn€ 30 pg/ml média. Spektrum sacharidii bylo tvofeno na konci kazdého
subkultiva¢niho intervalu piedevSim glukézou a fruktézou a v menSim zastoupeni
sacharozou. Zkracenim subkultiva¢niho intervalu na 2 a 3 dny se podafilo omezit
degradaci sachar6zy v médiu. Po tfidennim subkultivaénim intervalu bylo zastoupeni
sacharozy ve spektru sacharidii zpravidla niz$i, nez po dvoudennim sukultivaénim
intervalu.

Varianta G+F1

Celkové obsahy sacharidii v tekutém médiu na konci subkultivacnich interval (v
kazdém tydnu zrani byl subkultiva¢ni interval 2 dny, 2 dny, 3 dny) byly u této varianty
piiblizné 30 ug/ml média. Béhem tydne zrani byla kultura pfesazovana na média se
sniZzujici se koncentraci sachardzy, coz se projevilo i na snizujicim se zastoupeni

sachardzy v médiu po kultivaci s embryogenni kulturou.
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Graf 13: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta S; A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharidd, 0 — proliferaéni médium;
1, 2, 3... — maturacni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulce, n = 4.
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0,57 +£0,08
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10,35+ 0,48
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25,06 + 0,87
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7,89 +£0,33

12,79 £ 0,30

0,74+ 0,12

21,58 £0,53
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Graf 14: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta S (1. opakovani); A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharidia, 0 —
prolifera¢ni médium; 1, 2, 3... — matura¢ni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Priméry + smérodatné odchylky
jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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1. tyden 0,22 +0,03 11,88+0,13 13,31+0,19 0,40 = 0,09 25,81 +0,31
2. tyden 0,27 +0,08 12,01 + 0,44 14,58 + 0,62 0,52 £ 0,06 27,38 + 1,07
3. tyden 0,41 +0,17 11,30 0,97 14,44 + 1,02 0,51 +0,03 26,66 £ 2,03
4. tyden 041 +0,24 10,89 £ 0,64 14,81 £ 0,81 0,49 £ 0,06 26,60 + 1,67
5. tyden 0,35+0,16 9,78 £ 0,35 14,37 £ 0,35 0,59 = 0,06 25,08 + 0,80
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Graf 15: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta S (2. opakovani); A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharidia, 0 —
prolifera¢ni médium; 1, 2, 3... — matura¢ni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Priméry + smérodatné odchylky
jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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0. tyden 0 14,25 +0,26 13,21+£0,29 1,02 + 0,05 28,47+ 0,42
1. tyden 0 12,53 + 0,41 13,26 £ 0,75 1,23 +£0,15 27,02 + 1,02
2. tyden 0 12,01 £ 0,33 12,43 £0,22 1,14 £0,23 25,59 + 0,60
3. tyden 0 11,51 +0,14 12,81 + 1,35 1,06 + 0,09 25,38 + 1,40
4. tyden 0 12,45+ 0,35 15,22 +£0,92 1,13 £0,09 28,81 + 1,20
5. tyden 0,61 +0,19 11,42 +0,39 13,67 £ 0,40 1,01 0,06 26,71 +£0,34
6. tyden 0,70 £ 0,40 8,08 +£ 0,75 11,86 + 0,72 1,06 + 0,05 22,42+ 1,21
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Graf 16: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F; A — obsah sacharidi, B — procentualni zastoupeni sacharid, 0 — prolifera¢ni
médium; 1, 2, 3... — maturaéni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Praméry = smérodatné odchylky jsou
uvedeny v tabulce, n = 4.
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1. tyden 0,08 + 0,01 13,11 £0,12 13,26 £ 0,41 0,42 + 0,08 26,86 + 0,48
2. tyden 0,09 + 0,02 12,55+0,15 12,65 + 0,99 0,47+ 0,01 25,76 + 0,84
3. tyden 0,10+ 0,02 12,10 £ 0,55 14,16 + 0,46 0,43 +£0,10 26,79 + 0,87
4. tyden 0,11+0,02 11,55+0,23 14,36 + 0,04 0,47 + 0,07 26,50 + 0,20
S. tyden 0,11+0,01 11,05+ 0,52 14,66 £ 0,23 0,47 £ 0,09 26,29 + 0,70
6. tyden 0,09 + 0,02 8,56 +0,92 13,66 + 0,58 0,89 + 0,25 23,20 + 1,29
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Graf 17: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F (1. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharida, 0 —
prolifera¢ni médium; 1, 2, 3... — matura¢ni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Priméry + smérodatné odchylky
jsou uvedeny v tabulce, n = 4.

A 45

40 1

35

30

25

20

15 1

10 1

Obsah sacharidt [ug/ml]

0 1 2 3 4 5 6
Esach Oglu Ofru  [Binos Doba kultivace (tydny)

Obsah sacharidi [pg/ml]
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0. tyden 0,48 + 0,09 14,34 + 0,49 15,37 £ 0,44 1,12+ 0,08 31,31+ 1,05
1. tyden 0 14,72 +£ 0,75 13,79 +£ 0,62 1,16 £0,12 29,67 + 1,44
2. tyden 12,84 + 1,37 12,93 £ 1,44 1,19+ 0,34 26,96 + 3,05
3. tyden 13,05 + 0,44 14,60 £ 0,12 1,27+0,12 28,92+ 0,43
4. tyden 12,01 £0,78 14,12 £ 0,81 1,31 +£0,13 27,44+ 1,68
5. tyden 10,93 £ 1,11 13,20 £ 1,41 1,15+0,18 25,29 +2.70
6. tyden 10,07 + 1,41 13,96 + 1,34 1,30 £ 0,15 25,33 +£2,89
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Graf 18: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F (2. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharida, 0 —
prolifera¢ni médium; 1, 2, 3... — matura¢ni médium 1., 2., 3. tyden zrani. Priméry + smérodatné odchylky
jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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0. tyden 14,25+ 0,26 13,21 £0,29 1,02 + 0,05 28,47 0,42
1. tyden 12,74+ 2,14 12,16 + 1,69 0,94+0,14 25,85+ 3,95
2. tyden 13,73+ 0,34 13,30 + 0,52 1,11 +£0,11 28,13 +0,78
3. tyden 11,97 £ 0,99 11,63 +0,93 091+0,11 24,51 + 2,02
4. tyden 10,99 + 1,35 11,25+ 1,44 0,85+0,13 23,09 + 2,84
5. tyden 11,54 0,79 12,93 £0,22 0,96 + 0,09 25,43 +1,02
6. tyden 9,63 + 0,61 11,80 + 0,73 1,03+0,12 22,46 + 1,39
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Graf 19: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta ST; A — obsah sacharidt, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 — prolifera¢ni médium,;
2., 4., 7. den — matura¢ni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulce, n = 4.
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kultivace | intervalu sacharéza glukéza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0,05+ 0,05 12,40 £ 0,10 12,07+ 0,31 1,02+0,21 25,55+0,48
1. tyden | 2. den 2,81 +0,93 11,33 +£0,25 10,70 £ 0,38 1,04 + 0,02 25,89 0,42
4. den 2,01 +£0,28 11,88 £ 0,19 11,12+0,15 1,07 +0,10 26,08 + 0,42
7. den 2,35+0,14 11,92 +0,28 11,25+0,23 1,17 +0,07 26,68 = 0,63
2. tyden | 2.den 3,33+£0,51 11,29 £ 0,49 11,02 £ 0,46 1,15+ 0,06 26,79 + 0,59
4. den 3,96 + 0,58 11,38 + 1,66 11,21+ 1,51 1,24 £0,15 27,79 + 3,08
7. den 2,93+0,59 11,50 £ 0,67 11,60 £ 0,93 1,22+ 0,10 27,24 + 1,41
3.tyden | 2.den 3,85+ 0,60 10,90 + 0,70 11,18 £ 0,86 1,21 +0,12 27,15+1,27
4. den 3,70 + 0,68 9,55+ 0,68 9,85+ 0,80 1,04 +0,14 24,14 + 1,94
7. den 1,69+ 0,21 9,88 + 0,39 10,17 + 0,40 1,01 £0,03 22,74 + 0,80
4. tyden | 2.den 2,86+ 0,96 9,33 +0,37 9,72 + 0,49 1,05+0,11 22,96 +£0,73
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5. tyden | 2.den 3,90+ 0,28 8,11+0,32 8,83 +0,33 1,00 +0,11 21,85+0,36
4. den 4,59+ 0,58 7,88 £ 0,46 8,55+0,41 0,97 £ 0,05 21,99 + 0,60
7. den 3,97+0,33 7,35+0,23 8,57+0,16 0,98 £ 0,03 20,87 £0,38
6. tyden | 2. den 5,13+0,45 6,88 + 0,39 8,00 + 0,40 0,96 + 0,04 20,96 + 0,91
4. den 5,54+127 6,59 +0,32 7,75+0,16 0,94 + 0,02 20,82+ 1,46
7. den 2,61 +1,27 6,61 +0,32 8,33+ 0,16 0,92 + 0,02 18,47 + 1,46
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Graf 20: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta ST (1. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 —
prolifera¢ni médium; 2., 4., 7. den — matura¢ni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné
odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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kultivace intervalu sacharéza glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0,19+0,13 16,23 + 0,50 16,24 + 0,67 1,14+£0,11 33,80+ 1,11
1. tyden | 2.den 5,78 £ 0,66 13,33 + 1,50 12,39 + 1,64 1,05+ 0,13 32,55 +3,57
4. den 6,68 £0,55 13,19+ 0,33 12,12+ 0,39 1,05+ 0,04 33,04 +0,55
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4. den 6,28 £0,92 7,45 £ 0,40 7,64 £0,37 0,84 = 0,05 2221+1,16
7. den 5,10 £ 0,46 7,64 £ 0,27 8,56 + 0,28 0,95 £ 0,05 22,25+ 0,36
0,
B,-JOO/O———— 5 [ e 1 A 1 I
X 90% -
‘e 80% H H H H — — — — H H
<]
Q 70% H H H H — — — — H H
=
S 60% H | — — 1
s = | | - || - -
ﬁ 50% 4+ H — — — —
'E 40% H — | — — — —
g 30% H H H H — — — —L I
wd
S 20% H
8 10% +
S
o 0%
o = = C C C c C C C = = = C C C
S| 8| O s | & | @ o | © | @ S| 8| O o | & | @
© © © © o o © © © © © © © © o
ST SV SR A ST SR
1 2 3 4 5
@sach Oglu Ofru  [inos Doba kultivace (tydny)

57



Vysledky

Graf 21: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta ST (2. opakovani); A — obsah sacharidii, B — procentualni zastoupeni sacharidi, 0 —
prolifera¢ni médium; 2., 4., 7. den — matura¢ni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné

odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba Den v subkult. Obsah sacharidii [pg/ml]
kultivace intervalu sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 14,25+ 0,26 13,21 £0,29 1,02 + 0,05 28,47+ 0,42
1. tyden | 2. den 4,97 +£0,78 12,75+ 0,15 14,09 + 0,21 0,16 £ 0,02 31,98 £ 0,56
4. den 5,66 £ 1,24 12,77 0,55 13,80 = 0,60 0,24 £ 0,03 32,48+ 0,16
7. den 4,05+ 1,12 13,08 + 0,72 14,55 + 0,63 0,29 £ 0,09 31,97+ 1,43
2.tyden | 2.den 543+ 1,11 11,82 +2,55 13,34+ 2,90 0,23 £ 0,08 30,82 £6,51
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4. den 7,53 +1,05 9,41 + 0,44 11,11 £0,57 0,36 + 0,05 28,42+ 1,79
7. den 5,65 + 0,56 9,16 + 1,31 11,56 + 0,66 0,50 £ 0,07 26,87 + 2,47
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Graf 22: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F71; A — obsah sacharidi, B — procentudlni zastoupeni sacharidi, 0 — prolifera¢ni
médium; 2., 4., 7. den — maturac¢ni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné odchylky jsou

uvedeny v tabulce, n = 4.
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Doba Den v subkult. Obsah sacharidi [ng/ml]
kultivace intervalu sachar6za glukoza fruktoza inositol celkovy obsah
0. tyden 0 15,54 + 0,45 17,80 £ 1,21 1,74+ 0,19 35,08+ 1,73
1. tyden | 2.den 3,15+ 145 14,01 + 1,67 15,20 +2,01 1,54 £ 0,09 33,91+2,73
4. den 4,26 +£0,23 14,32+ 0,31 15,55+ 0,49 1,70+ 0,10 35,82+ 0,62
7. den 1,02 £0,29 15,49 + 0,30 17,00 + 0,35 1,64 = 0,06 35,15+0,74
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7. den 0,95 £ 0,25 14,55+ 0,30 17,26 +£0,18 1,63 +£ 0,06 34,39+ 0,25
3.tyden | 2.den 5,18 £0,53 13,14+ 0,49 15,70 = 0,44 1,71 +0,12 35,73 £ 1,47
4. den 3,13+£0,34 14,07 + 0,49 16,77 £ 0,54 1,74+ 0,11 35,70 + 1,20
7. den 0,86 £ 0,14 14,31+0,12 17,33 +£0,19 1,71 +£ 0,03 34,22 +0,19
4.tyden | 2.den 5,75 +0,33 12,60 + 0,29 15,07 +£0,38 1,67 +0,05 35,09+ 0,33
4. den 3,16 £ 0,45 13,39+ 0,82 16,12 + 0,96 1,67 £ 0,08 34,34 +2,13
7. den 0,95+ 0,47 14,10 + 0,50 17,62 = 0,49 1,62 + 0,04 34,30+0,71
5.tyden | 2.den 6,16 £ 0,42 11,74+ 0,34 14,82+ 0,15 1,69 + 0,03 34,40+ 0,79
4. den 6,09+ 1,73 11,41+ 1,33 14,64 + 1,21 1,62 + 0,03 33,75+ 1,05
7. den 2,57+0,27 12,54 + 0,55 16,28 + 0,42 1,71+ 0,07 33,10+ 0,83
6. tyden | 2. den 8,74 £2,18 9,85+ 1,18 13,07 + 1,25 1,64 +£ 0,08 33,31+0,83
4. den 6,75 £ 1,02 10,66 + 0,56 13,03 £2,52 1,71 £ 0,05 32,15+1,82
7. den 2,41+ 0,26 11,09 + 0,49 15,91+ 0,55 1,66 + 0,04 31,06+ 0,97
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Graf 23: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F1 (1. opakovani); A — obsah sacharidti, B — procentualni zastoupeni sacharidd, 0 —
prolifera¢ni médium; 2., 4., 7. den — maturaéni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné
odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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Graf 24: Obsah sacharidu v tekutém maturacnim médiu béhem zrani somatickych embryi Picea
abies, varianta G+F1 (2. opakovani); A — obsah sacharidt, B — procentualni zastoupeni sacharidd, 0 —
prolifera¢ni médium; 2., 4., 7. den — maturaéni médium 2., 4., 7. den v tydnu. Priméry + smérodatné
odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4.
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4.1.3. Zmény pH maturac¢niho média béhem zrani somatickych

embryi Picea abies

Zjisténé hodnoty pH byly v rozmezi od minimdlni hodnoty 4,53 do maximalni
hodnoty 5,26. U vSech experimentalnich variant (S, G+F, S1, G+F?) byla pozorovana
podobna dynamika pH maturacniho média béhem 6-ti tydnt zrani somatickych embryi.
Od prvniho tydne zrani pH média klesalo az k tfetimu tydnu zrani. Ve tfetim tydnu

zrani byly zjisténé hodnoty pH nejnizsi. Od ctvrtého tydne zrani byl pozorovan

cvwr

v

(ST, G+F1).
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Graf 25: Hodnoty pH tekutého maturacniho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S, varianta G+F; 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — pH média na konci 1. az 6.

tydne zrani. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4, usecky — STD.
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OS MWG+F Doba kultivace (tydny)
Hodnoty pH média
0. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
S 471£0,05 | 479£0,02 | 469+0,03 | 4,52£0,03 | 4,54:0,03 | 4,57£0,02 | 4,86+0,01
G+F 471005 | 479+0,02 | 4,66+0,05 | 4,50+0,02 | 448t0,03 | 453+005 | 4,88+0,05

Graf 26: Hodnoty pH tekutého matura¢niho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S, varianta G+F (opakovani 1); 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — pH média na

konci 1. az 6. tydne zrani. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4, tsecky — STD.
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OS @mG+F Doba kultivace (tydny)
Hodnoty pH média
0. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
S 4,74 0,04 | 4,78+0,03 | 4,70+0,01 | 4,610,001 | 4,49+0,03 | 4,74£0,05 | 497+025
G+E 47740,06 | 477003 | 4,65+0,03 | 451+0,03 | 442+0,02 | 4,58+0,04 | 4,86+0,04
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Graf 27: Hodnoty pH tekutého maturacniho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S, varianta G+F (opakovani 2); 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — pH média na
konci 1. az 6. tydne zrani. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4, usecky — STD.
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OS mG+F Doba kultivace (tydny)
Hodnoty pH média
0. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
S 4,77+0,04 | 4,73+0,04 | 4,64+0,01 | 4,50+0,02 | 4,52+0,02 | 4,56x0,06 | 4,71+0,08
G+F 4774004 | 471+004 | 458+0,02 | 440004 | 442+002 | 457£004 | 477+0,06

Graf 28: Hodnoty pH tekutého maturacniho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S1, varianta G+F1; 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — 1. az 6. tyden zrani; 2., 4.,
7. den — pH na konci subkultivacnich intervalti. Priméry = smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce,
usecky — STD, n =4.
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Hodnoty pH média
ST 1.tyden 2.tyden 3.tyden 4.tyden 5.tyden 6.tyden
2.den 5,00+0,10 4,90+0,06 4,75+0,03 4,71£0,05 4,81£0,01 4,89+0,02
4.den 5,10£0,05 4,83+0,02 4,71+0,08 4,73+0,04 4,91+0,02 5,03+0,02
7.den 4,9420,05 4,72+0,02 4,66+0,06 4,77+0,03 4,96+0,03 5,14+0,06
G+F1{
2.den 5,00+0,04 4,91+0,03 4,70+0,01 4,68+0,04 4,63£0,03 4,92+0,05
4.den 5,00£0,07 4,74+0,04 4,64+0,01 4,65+0,04 4,67£0,03 4,94+0,04
7.den 4,88+0,05 4,62+0,01 4,57+0,02 4,60+0,06 4,72+0,04 4,93+0,04
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Graf 29: Hodnoty pH tekutého maturacniho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S1, varianta G+F?1 (1. opakovani); 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — 1. az 6. tyden
zrani; 2., 4., 7.den — pH na konci subkultiva¢nich intervall. Priméry + smérodatné odchylky jsou
uvedeny v tabulce, isecky — STD, n = 4.
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4.den 5,12+0,04 4,82+0,01 4,77+0,01 4,77+0,03 5,15+0,07
7.den 5,03+0,02 4,71+0,01 4,77+0,01 4,68+0,05 5,19+0,05
G+F1{
2.den 5,19+0,03 4,92+0,03 4,80+0,04 4,77+0,02 4,99+0,01 5,26+0,03
4.den 5,03+0,04 4,78+0,01 4,74+0,02 4,85+0,01 5,14+0,00 5,20+0,01
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Graf 30: Hodnoty pH tekutého matura¢niho média béhem zrani somatickych embryi Picea abies,
varianta S1, varianta G+F7 (2. opakovani); 0. — pH média po tydnu proliferace; 1. az 6. — 1. az 6. tyden
zrani; 2., 4., 7.den — pH na konci subkultivacnich intervald. Priméry + smérodatné odchylky jsou
uvedeny v tabulce, iisecky — STD, n = 4.
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2.den 4,87+0,04 4,91+0,03 4,60+0,02 4,75+0,02 4,86+0,05 5,03+0,06
4.den 5,02+0,01 4,82+0,08 4,61+0,02 4,80+0,02 4,94+0,02 5,06+0,03
7.den 4,91+0,04 4,63+0,04 4,62+0,04 4,77+0,04 4,94+0,06 5,06+0,07
G+F{
2.den 4,91£0,06 4,81+0,01 4,57+0,05 4,74+0,03 4,87+0,04 5,03+0,03
4.den 4,98+0,06 4,73+0,02 4,53+0,05 4,71+0,05 4,85+0,03 4,97+0,02
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4.1.4. Vytézky zralych somatickych embryi

Graf 31 prezentuje vytézky zralych somatickych embryi na 1 g vychozi Cerstvé
hmotnosti jednotlivych experimentalnich variant. Primémé vytézky zralych
somatickych embryi byly vrozmezi od 68 do 94 embryi na 1g vychozi Cerstvé
hmotnosti ESM. Rozdil mezi experimentalnimi variantami ve vytézcich zralych embryi
byl statisticky nepriikazny.

V prvnim opakovani experimentu (Graf32) byly primémé vytézky zralych
somatickych embryi v rozmezi od 49 do 89 embryi na 1 g vychozi Cerstvé hmotnosti
ESM. Pocet zralych embryi byl vys§i na médiu se 3% sachardzou a subkultivacnim
intervalem 1 tyden (varianta S) oproti ostatnim variantam.

V druhém opakovani experimentu (Graf33) byly prumémé vytézky zralych
somatickych embryi v rozmezi od 34 do 51 na 1 g vychozi Cerstvé hmotnosti ESM.
Pocet zralych embryi byl vy$§i u varianty Snez u varianty G+F{. Rozdily mezi
ostatnimi variantami byly statisticky nepriikazné.

Ve vsech opakovanich experimentu lze pozorovat nizsi vytézky zralych SE u
prenaSenych variant (ST, G+F1), v porovnani s nepfenaSenou variantou S, i kdyz
statisticky nejsou tyto rozdily vzdy prikazné. Rozdil ve vytézcich mezi variantami S a
G+F také nebyl vzdy statisticky prukazny, ale vSech opakovéanich lze pozorovat

tendenci k hor§im vytézktim u varianty G+F, oproti varianté S.
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Graf 31: Vytézky somatickych embryi Picea abies — pocet vytvoifenych embryi na konci 6.tydne
zrani na 1g vychozi ¢erstvé hmotnosti ESM, varianty S, G+F, S1, G+F1; Graf 32: 1. opakovani;
Graf 33: 2. opakovani; Priméry = smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 8, tisecky — STD.
Odlisna pismena nad sloupci (a, b, ¢) oznacuji statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.
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Pocet embryi na 1g cerstvé hm. ESM S G+F St G+F1
Graf 31 94,22 + 18,92 70,69 + 17,41 92,55+ 19,39 68,59 + 15,72
Graf 32 (1. opakovani) 89,94 + 19,77 66,17 + 10,35 54,79 + 19,19 49,14 £ 6,99
Graf 33 (2. opakovini) 51,40 9,41 38,07 £ 9,09 45,95 + 8,88 34,16 + 13,99
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4.1.5. Obsah zasobnich latek

4.1.5.1.Lipidy

Obsah lipidi v somatickych embryich na konci zrani byl v rozmezi od 216 do
226 mg na 1 g susSiny u vSech variant. Mezi variantami nebyl prokazan statisticky rozdil
v obsahu lipidi na konci zrani. U varianty ST a G+F1 byl stanoven obsah lipidii na
konci desikacni faze. U obou variant doslo k poklesu obsahu lipidi béhem desikace na
hodnoty 76 a 111 mg na 1 g suSiny. Desikovand embrya obsahovala statisticky nizsi
mnozstvi lipid{, nezZ embrya na konci zrani u obou variant. U varianty ST byl stanoven
také primérny obsah lipidi v somatickych embryich po prvnim tydnu kliceni. Embrya
obsahovala 264 mg na 1 g suSiny. Obsah lipidl se tedy béhem prvniho tydne kli¢eni

témet zeCtyinasobil oproti obsahu lipidli na konci desikace.

Graf 34: Obsah lipida (mg/g suSiny) na konci zrani somatickych embryi Picea abies, varianty S,
G+F, S1, G+F1; 6E — izolovana embrya na konci zrani; D — embrya po desikaci; 7dG — embrya po 7
dnech kliceni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4-6 , ise¢ky — STD. Odlisna
pismena nad sloupci (a, b, ¢) oznacuji statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.
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4.1.5.2.Proteiny

Obsah celkovych proteini byl na konci zrani u vSech variant ptiblizné 125 pg/mg
suSiny. Mezi experimentdlnimi variantami nebyl prokézan statisticky rozdil v obsahu
proteint. U varianty ST a G+F1 byl stanoven obsah proteinti i po desikaci. Desikovana

embrya vykazovala stejny obsah proteintl, jako zrala embrya.
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Graf 35: Obsah proteini (ug/mg susiny) na konci zrani a desikace somatickych embryi Picea abies,
varianty S, G+F, St, Gt+F1; A — obsah proteini, B — procentudlni zastoupeni rozpustnych a
nerozpustnych proteinti; 6E — izolovana embrya na konci zrani; D — embrya po desikaci; Praméry +
smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 4-6 , iseCky — STD. Odlisna pismena nad sloupci (a, b,
¢) oznacuji statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.
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4.2. Vliv osmotického stresu na obsah zasobnich latek

Pfi sledovani vlivu osmotického stresu na obsah lipidii a proteinii v somatickych
embryich byl aplikovan do maturaéniho média PEG (5%). Takto zrajici embrya byla na

konci zrani porovnavana s embryi, kterd zrala na maturacnim médiu bez PEG (0%).

4.2.1. Obsah lipidi

Embrya zrajici na médiu s 5% PEG obsahovala po Sesti tydnech zrani vét$i mnoZstvi
lipid (mg/g suSiny), nez embrya zrajici na médiu bez pifitomnosti PEG (Graf 36). U
obou experimentalnich variant byl pozorovan vyrazny pokles v obsahu lipidi béhem
desikace. Obsah lipidl po prvnim a tfetim tydnu kliceni byl zjiStén pouze u varianty 0%
PEG. Po prvnim tydnu kultivace desikovanych embryi na germina¢nim médiu doSlo
k nariistu obsahu lipidi. Obsah lipidi zjistény po prvnim tydnu kliceni byl shodny

s hodnotami zjisténymi po tfetim tydnu kliceni.

Graf 36: Obsah lipidi (mg/g suSiny) na konci zrani a béhem kli¢eni somatickych embryi Picea
abies, embrya zrajici na médiu s 0% a 5% PEG; 6E — izolovana embrya na konci zrani; D — embrya
po desikaci; 7dG, 21dG — embrya po 3, 21 dnech kli¢eni. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulce, n = 3 az 5. Odli$na pismena nad sloupci (a, b, ¢, d) oznacuji statisticky prikazné rozdily mezi
jednotlivymi variantami.
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4.2.2. Obsah proteini

Embrya zrajici na maturatnim médiu bez ptfitomnosti PEG (0%) obsahovala vétsi
mnozstvi protein (pg/mg susiny) na konci zrani, nez embrya zrajici na médiu s 5 %
PEG (Graf 37). U varianty s 0% PEG doSlo béhem desikace ke snizeni obsahu
nerozpustnych proteintll, obsah rozpustnych proteinli se nezménil. U varianty s 5% PEG
byl obsah rozpustnych i nerozpustnych proteinii stejny na konci zrani jako na konci

desikace.
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Graf 37: Obsah proteinii (ng/mg susiny) na konci zrani a po desikaci somatickych embryi Picea
abies, embrya zrajici na médiu s 0% a 5% PEG; A — obsah lipidi, B — procentualni zastoupeni
rozpustnych a nerozpustnych proteint v susing; 6E — izolovana embrya na konci zrani; D — embrya po
desikaci. Priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 3 az 5. Odli$na pismena nad
sloupci (a, b, ¢) oznaduji statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.
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5. Diskuze

Somatickd embrya se vyvijeji bez podpory matetského pletiva megagametofytu.
Vyvoj somatického embrya a jeho regulace jsou tedy plné zavislé na latkach
pfijimanych z kultiva¢niho média a na kultiva¢nich podminkach. Sacharidova slozka
kultiva¢nich médii vyznamnym zplsobem ovliviiuje pribéh somatické embryogeneze
jehlicnant. Je dulezité, jakym sacharidem a v jaké koncentraci je kultura zdsobena
(napt. Tremblay a Tremblay, 1991; Nergaard, 1997; Taber a kol., 1998; Iraqi a
Tremblay, 2001a). Vhodné¢ zvoleny typ a mnozstvi dostupného sacharidu slouZzi
pfedevsim jako dobfe utilizovatelny zdroj energie a uhliku a podporuje embryogenni
kulturu ve zdarném vyvoji (Lipavskd a Konradova, 2004). Zvysena koncentrace
sacharidi v médiu vSak nemusi mit vzdy pozitivni vliv (Hakman a von Arnold, 1988;
Tremblay a Tremblay, 1991). Pfitomnost sacharidu v médiu a to v mife, kterd zavisi jak
na jeho mnozstvi, tak na jeho typu také ovlivituje osmoticky potencidl média (napf.
Tremblay a Tremblay, 1991). Nékteré publikace poukazuji také na moznost, ze

sacharidova slozka médii mize mit signalni funkci (Iraqi a Tremblay, 2001a, b).

5.1. Analyza tekutych maturacnich médii béhem zrani

somatickych embryi

Obsah sacharidi v médiu neni v pribéhu subkultiva¢niho intervalu staly a miiZe se
od vychoziho stavu vyrazné lisit. Jak zjistil ve své praci Kubes (2004), ptfi zrani SE
Picea abies na médiu se 3% sachar6zou dochéazi béhem tydenniho subkultiva¢niho
intervalu k hydrolyze sachar6zy na glukézu a fruktézu, a to do té miry, ze na konci
tydne se sachar6za v médiu jiz nenachdzi. Pfedstava, ze kultura péstovand na médiu
s 3% sachar6ézou a tydennim subkultivacnim intervalem zraje v prostiedi s trvale
dostupnou sacharézu je tedy mylna. Tremblay a Tremblay (1995) prokazali pti kultivaci
embryogenni kultury Picea mariana, 7Ze k hydrolyze sacharézy dochazi pouze
v pfitomnosti embryogenni kultury a navrhli, ze k hydrolyze dochdzi plisobenim
extracelularnich enzymit, vylu€ovanych embryogenni kulturou do kultivacniho média.
Iraqi a kol. (2005) potvrdili pfitomnost invertazy v kultivaénim médiu.

Pii analyze tekutého maturacniho média na konci tydenniho subkultivacniho

intervalu varianty S se kompletni hydrolyza sacharozy potvrdila (Grafy 13, 14, 15).
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Maturacni médium po tydnu kultivace s embryogenni kulturou Picea abies AFO 541
obsahovalo pouze glukozu a fruktézu. Pfi analyze tekutého maturaéniho média variant
S (Grafy 13, 14, 15) a G+F (Grafy 16, 17, 18) byla zaznamenédna na konci tydennich
subkultivacnich intervalli zména v zastoupeni glukézy a fruktdézy. Na konci prvnich
tfech tydnt zrani byly glukoza a fruktdza v médiu zastoupeny rovnomeérné, v poslednich
ttech tydnech se pomér mirné ménil ve prospéch fruktézy. Exogenni sacharidy jsou
béhem kultivace pfijimany embryogenni kulturou a dale metabolizovany. Preference
v piijmu jednotlivych sacharidii z média je druhové specificka (Tautorus a kol., 1992,
1994). Naprtiklad u druhu Pseudotsuga menziesii ptevazuje ptijem fruktdézy z média nad
glukozou (Taber a kol., 1998). Dosazené vysledky dokazuji, Ze v piipadé Picea abies
linie AFO 541 ptfevazuje piijem gluk6zy nad fruktézou. Preferencni pifjem glukozy si
lze vysvétlit, jeji dalezitou roli v ristovych a vyvojovych procesech, slouzi jako zdroj
pro syntézu skrobu a sacharézy (Lipavska a kol. 2000b).

Analyzou maturacniho média experimentalni varianty ST jsem testovala do jaké
miry dochézi k hydrolyze sachardzy kulturou zasobenou tfikrat tydn€ médiem se 3 %
sachardzy a zda tedy zrani kultury probiha po celou dobu v pfitomnosti sachar6zy. Iraqi
a Tremblay (2001a) zjistili, Ze po pfenosu embryogenni kultury Picea glauca a Picea
mariana z proliferacntho média (1 % sachardézy) na maturaéni médium s vysSSim
obsahem sacharozy (6 %) doSlo k prudkému vzrlstu aktivity endogennich invertdz.
Zvysené zasobeni sachardézou u varianty ST mohlo indukovat ve vét§si mife enzymy
degradujici sacharézu (sachar6zasyntdza, invertdza), a v médiu by pak byly pfitomny
pouze hexo6zy 1 pii CastéjSim pienosu na Cerstvé médium. K takové situaci nedoslo.
Béhem dvoudenniho intervalu doslo k ¢astecné hydrolyze sachardzy, ale po celou dobu

zrani SE byla sachardza v médiu pfitomna (Graf 19, 20, 21).

5.2. Vytézky zralych somatickych embryi

Zména v dostupnosti ruznych typd sacharidi vede krozdilnym vytézkim
somatickych embryi. Kube§ (2004) pozoroval nizsi vytézky zralych SE Picea abies na
médiu s glukoézou (1,57%) a fruktézou (1,57%), nez na médiu se sacharézou (3%). Mé
vysledky toto zjisténi potvrzuji. Ve vSech tfech opakovéanich experimentu byly
zaznamenany vys$i vytézky zralych SE u varianty S (3% sachar6za) nez u varianty
G+F (1,57% glukéza + 1,57% fruktoza) (Grafy 31, 32, 33). Pfesto, Ze o statisticky

prikazny rozdil se jednalo pouze v druhém opakovani (Graf 32), tato tendence se
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projevovala i1 v ostatnich opakovanich pokusu. Podobné vysledky ziskali i jini autofi.
Naptiklad Iraqi a Tremblay (2001b) ziskali vyssi pocet zralych SE Picea mariana a
Picea glauca na médiu se sachar6ézou nez na médiu s glukozou a fruktézou. U druhu
Pseudotsuga menziesii vedlo také nahrazeni sachar6zy kombinaci glukézy a fruktozy
v médiu ke snizeni vytézka zralych SE (Taber a kol., 1998). Otazkou vsak zlstava, co je
ptic¢inou téchto pozorovanych rozdila ve vytézcich.

Iraqi a Tremblay (2001b) ve své praci studovali roli sachardzy pii zrani SE Picea
mariana a Picea glauca. Zjistili, Ze na médiu obsahujicim 6 % sachardzy, ktera béhem
obdobi zrani hydrolyzovala na glukézu a fruktézu byly vytézky embryi vyrazné vyssi,
neZ na médiu se 6 % sacharozy, kde zabranili hydrolyze dennim pfenosem na Cerstvé
médium. Pokusila jsem se ovéfit tento vysledek pro embryogenni kulturu Picea abies.
Pienosem embryogenni kultury tfikrat tydné na cerstvé médium se 3% sacharézou
(varianta S7T) jsem se pokusila zabranit uplné hydrolyze sacharézy v médiu. Jak
potvrzuji vysledky analyzy média v pribéhu zrani, tak se timto uspofadanim podafilo
hydrolyzu sachar6zy omezit a po celou dobu zrani SE byla sachar6za v médiu ptfitomna
(Grafy 19, 20, 21). Vytézky SE byly nizsi u pfenaSené varianty ST neZ u nepienaSené
varianty S, avSak rozdil byl statisticky prikazny pouze v prvnim opakovani
experimentu. V ostatnich opakovanich nebyl rozdil vyrazny. Vyznamny rozdil ve
vytézcich zralych SE mezi variantou S (hydrolyza sachar6zy) a variantou ST (omezeni
hydrolyzy sachar6zy v médiu), ktery popisuji Iraqi a Tremblay (2001b) se tedy
nepotvrdil. Vzhledem k tomu, ze v experimentu autorti Iraqi a Tremblay (2001b)
nedoslo ke zvySeni vytézku zralych SE ani pii zrani kultury na médiich s riznymi
koncentracemi glukozy a fruktézy, autofi piedpokladaji, ze hexdzy pftijaté piimo
z média nepodporuji vyvoj embryi tak dobte jako hex6zy vzniklé hydrolyzou sachardzy
v médiu. Vyslovuji hypotézu, ze Sté€peni sachardézy v médiu na glukézu a fruktézu
vytvari signal, podporujici zdarné zrani somatickych embryi. Tento zavér nelze
v soucasné dobé popftit, avSak nekteré sporné body této studie vyZzaduji dalsi objasnéni.
Kazdodennim pfenosem embryogenni kultury na cerstvé médium dochazi nejen ke
zménam v dostupnosti sacharidd, ale i jinych slozek média jako je ABA, organické
zrani SE. Denni pfenos na ¢erstvé médium se milZze promitnout ve zvySeni endogenni
hladiny ABA, a to mlze mit nepfiznivy vliv na vyvoj embrya (Lipavskd a Konradova,
2004). Negativni vliv mlize mit ovSem i zména v obsahu dalsich latek, ke které dochazi

v disledku kazdodenniho pfenosu na Cerstvém médium. Ve svém experimentu jsem
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proto zavedla kontrolni variantu G+F1. U této varianty jsem pienosem kultury tfikrat
tydné na Cerstvé médium se snizujicim se obsahem sachardzy simulovala snizujici se
obsah sachar6zy v médiu béhem tydenniho subkultivacniho intervalu, ke kterému
dochézi pfi kultivaci standardnim zptisobem (jako u varianty S). Zarovei ostatni slozky
kultivacniho média (ABA, organické dopliiky, mineralni latky) byly u této varianty
dodavany s Cerstvym médiem tfikrat tydné (jako u varianty S7T). Vytézky byly u této
varianty nejniz8i ve vSech opakovéni experimentu. Dostupnost sachardzy, glukozy a
fruktozy byla pro somatickd embrya varianty G+F1 a varianty S obdobna. Piesto byly
vytézky téchto variant rozdilné (Grafy 31, 32, 33). U varianty G+F1 byly vytézky nizsi,
nez u varianty S (v prvnim a druhém opakovani byly rozdily statisticky prikazné).
Snizeni vytézkl u varianty G+F1 lze pfi¢ist vlivu ¢astého prendseni a s nim spojenym

zméndm v kultivacnim médiu. Naptiklad zméndm v pH média (viz kapitola 5.3).

5.3. Zmény pH maturacniho média béhem zrani somatickych

embryi Picea abies

Zkracenim subkultivaéniho intervalu a castéjSim dodavanim cerstvého média
nedochdzi ke zménam pouze v dostupnosti sacharidii, ABA, mineralnich latek a
organickych doplitkii. Méni se i jiné parametry kultivacniho média, jednim z nich je pH.

Dynamika pH maturaéniho média béhem zrani SE byla obdobnd u vSech
experimentalnich variant. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny v prvnim a Sestém tydnu
zrani. Nejniz8i hodnoty pH byly ve tietim a Ctvrtém tydnu zrani. Zjisténé zmény
v hodnotach pH matura¢niho média mohou souviset s vyvojovymi a metabolickymi
zménami embryonalni kultury. Ve tfetim tydnu zrani (prekotyledonarni embryo)
dochazi k odumirani suspenzoru, za¢ina histodiferenciace, na bazi se utvaii kotfenova
Cepicka a ve stfedni Casti embrya se vytvari zaklady prokambia. Ve ¢tvrtém tydnu se
zakladaji délohy (Svobodova a kol., 1999). Tyto vyznamné metabolické a strukturalni
zmény se mohou promitnout i ve vyraznéjSim snizeni pH média ve tfetim a ¢tvrtém
tydnu kultivace. Filonova a kol. (2000) zjistili, Ze béhem formovani SE v ESM Picea
abies ma svou prirozenou roli programovana bunécna smrt nékterych bunék kultury,
naptiklad jsou timto zpiisobem degradovany buiiky suspenzoru. Tento proces je spojen
s poklesem pH kultiva¢niho média.

Pullman a kol. (2005) sledovali zmény pH média v embryondlni suspenzni kultute

Pinus taeda v pribéhu jednoho prodlouzeného subkultiva¢niho intervalu (16-19 dni).

77



Diskuze

Zjistili, ze od prvniho do patého dne kultivace dochazi k poklesu pH a od patého dne do
dvanactého dne kultivace k opétovnému zvysSeni pH. Autofi dévaji tuto dynamiku do
souvislosti s po¢atecni utilizaci amonného iontu z média, pii které dochdzi ke snizeni
pH a s pfijmem dusi¢nanu v néaslednych dnech, pti kterém dochéazi naopak ke zvySovani
pH (Lulsdorf a kol., 1992).

U variant S a G+F se subkultiva¢nim intervalem 1 tyden, byly minimalni hodnoty
pH matura¢niho média niz8i, neZ u variant ST a G+F1 se zkrdcenym subkultivacnim
intervalem na 2 a 3 dny. Zkracenim subkultiva¢niho intervalu tedy doSlo k zabranéni
poklesu pH na nizs$i hodnoty. Bozkov a kol. (2002b) zabranili acidifikaci média
spojenou s programovanou bunécnou smrti pufrovanim média a sledovali vliv na vyvoj
SE Picea abies. Doslo k inhibici programované bunééné smrti a vytézek zralych

somatickych embryi byl niZsi.

5.4. Dynamika obsahu endogennich nestrukturnich sacharidi
v ESM a somatickych embryich béhem proliferace, zrani
a kliceni

Dynamika obsahu endogennich nestrukturnich sacharidii v pribéhu zrani a kliceni
byla obdobnd u vSech experimentdlnich variant (Grafy 1 az 12). V pribéhu zrani
obsahovala ESM pfedev§sim glukozu, fruktézu a v nejmenSim mnoZstvi sachar6zu.
Somaticka embrya obsahovala niz$i obsah celkovych sacharidii nez ESM a spektrum
tvorila pfedevSim sachar6za a v mensSim zastoupeni hexdzy. Obdobnou dynamiku
endogennich sacharidli pozorovali u SE Picea abies Lipavska a kol. (2000b) a u SE
Picea mariana a Picea glauca Iraqi a Tremblay (2001a).

Na konci 6. tydne zrani obsahovala SE vsSech variant ve svém spektru sacharidi pres
60 % sacharozy. Sachar6zu hromadila i somatickd embrya rostouci na médiu pouze
s glukozou a fruktozou (Grafy 4, 5, 6), tedy bez pfitomnosti sachar6zy. Tento vysledek
je v souladu se zjisténim autord Iraqi a Tremblay (2001b), ze obsah glukézy, fruktozy,
sacharozy a Skrobu ve zralych SE Picea mariana a Picea glauca je nezavisly na typu
sacharidu pfitomném v maturacnim médiu. Tento vysledek také podporuje hypotézu, ze
behem zrani SE dochazi k resyntéze sachardzy (Lipavskd a Konrddova, 2004).

U vSech experimentalnich variant doSlo béhem desikace k vyraznému sniZeni

celkového obsahu sacharidl, sniZzeni obsahu sachardzy a ve spektru se objevily
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sacharidy rafindézové fady (RFO). Jiny vysledek pozorovali Bomal a kol. (2002) u SE
Picea mariana. SE také obsahovala rafinozu, ale obsah sachardzy se po 48 hodinach
desikace ztrojnasobil. Sacharéza vznikla pravdépodobné mobilizaci zasobniho Skrobu,
jehoz obsah béhem desikace klesl. U genotypu Picea abies zralda SE vykazuji nizky
obsah Skrobu a jeho mobilizace se ve zvySeni obsahu sachar6zy béhem desikace
vyrazné nepromitne (Lipavskd a kol., 2000b). Pokryti energetickych narokii béhem
desikace je u Picea abies pravdépodobné zajistetno mobilizaci jinych latek
pravdépodobné lipidi (kapitola 5.5.1). Akumulace RFO byla zjisténa i u zygotickych
embryi v pozdnich fazich embryogeneze (Gdosslova a kol., 2001). Béhem desikace,
stejné jako vsemenech v obdobi dehydratace, jsou embrya vystavena snizené
dostupnosti vody a RFO plni v tomto obdobi ochrannou funkci (Caffrey a kol., 1988).
Béhem prvnich dnt kli¢eni dochazi k degradaci RFO. V tomto obdobi jsou zfejmé

zdrojem uhliku a energie (Downie a Bewley, 2000).

5.5. Obsah zasobnich latek

Mnozstvi zasobnich latek, které embryo béhem zrani nasyntetizuje, hraje kliCovou
roli v dalSich fazich vyvoje a je dobrym ukazatelem kvality zralého somatického

embrya (Attree a Fowke, 1991).

5.5.1. Lipidy

Lipidy patii mezi hlavni zasobni latky jehlicnanii (napf. Feirer a kol., 1989, Stone a
Gifford, 1999). Mnozstvi a slozeni lipidii nahromadénych béhem zrani SE miize slouzit
jako ukazatel kvality a klicivosti somatickych embryi. NedostateCny obsah lipida
v somatickych embryich mize mit zdporny vliv na dalsi vyvoj a kli¢eni (Feirer a kol.,
1989). Manipulaci s kultiva¢nimi podminkami béhem zrani somatickych embryi lze
obsah zasobnich lipidi v somatickych embryich ovlivnit. Ve své praci jsem zjiStovala,
jak se rizna dostupnost sacharidi béhem zrani SE promitne v obsahu lipidi ve zralych
SE Picea abies. U SE rodu Picea lze kladné ovlivnit akumulaci zdsobnich lipida
ptitomnosti ABA a PEG v matura¢nim médiu (Hakman a von Arnold, 1988; Feirer a
kol., 1989; Attree a kol., 1992).

Razné zasobeni embryondlni kultury Picea abies sacharidy nemélo na obsah lipida
vliv. Somaticka embrya vSech experimentdlnich variant obsahovala na konci zrani

pfiblizné stejné mnozstvi lipidi. Mezi variantami nebyl prokédzan statisticky rozdil (Graf
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34). Prfenasené varianty ST a G+F1 jsou vystaveny vysS$i a zarovén stabilnéjsi
koncentraci ABA, oproti nepiendSenym variantdm. Tento rozdil vSak nemé¢l vliv na
ukladani zasobnich lipida.

K utilizaci lipidti dochéazi v obdobi se snizenou dostupnosti zivin. U varianty ST a
G+F1 byl zjistén vyrazny pokles v obsahu lipidii po desikaci. Béhem desikace nemaji
somatickd embrya z4dny exogenni zdroj energie a lipidy slouzi jako zdroj energie. Po
tydnu kli¢eni desikovanych SE na germina¢nim médiu se sachar6zou (1%) doslo ke
zvySeni obsahu lipida.

U nepfenasenych variant Sa G+F vtomto experimentu nebyl obsah lipidi po
desikaci stanoven. AvSak Kube$S a Skala (osobni sd€leni) pozorovali snizeni obsahu
lipidl po desikaci u SE Picea abies 1 pti kultivaci standardnim zptisobem na sachar6ze

(3%) a s tydennim subkultivacnim intervalem.

5.5.2. Proteiny

Zygoticka 1 somatickd embrya akumuluji zasobni proteiny béhem zrani (Hakman a
kol., 1990; Misra a kol., 1993). Obsah proteinii ve zralych somatickych embryich Picea
glauca 1ze kladn¢ ovlivnit oSetfenim kultury ABA a PEG béhem zrani (Misra a kol.,
1993). ZvySeny obsah zasobnich proteint ve zralych SE Picea mariana byl pozorovan
také pii kultivaci na médiu se zvySenou koncentraci sachardzy (6 %). Se snizujici se
koncentraci sachardézy v médiu, klesal i obsah rozpustnych a nerozpustnych proteinti
v embryich (Iraqi a kol., 2005). Také embrya Pinus strobus zrajici na maturacnim
médiu se 6 % sacharozy obsahovala vice zdsobnich proteind nez na médiu se 3 %
sacharozy (Klimaszewska a kol., 2004). V mé préaci se rozdilnd forma dostupnych
sacharidti béhem zrani SE Picea abies v obsahu proteini nepromitla (Graf 35). Obsah
proteinti na konci zrani byl u vSech experimentalnich variant bez statisticky prikazného
rozdilu.

Vysledek autorti Iraqi a Tremblay (2001a) poukazuje na to, Zze obsah rozpustnych a
nerozpustnych proteintt v SE Picea mariana a Picea glauca je zéavisly na zdroji
sacharidii v médiu. Vyssi obsah proteinti pozorovali u SE zrajicich na 6% sacharoze,
ktera béhem zrani hydrolyzovala na glukézu a fruktéozu, nez u SE zrajici na 6%
sacharoze, kde hydrolyze zabranili. Autofi si tento vysledek vysvétluji tak, ze hydrolyza

sacharozy v médiu slouzi jako signal, ktery zvySuje expresy genll pro zasobni proteiny.
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V mé praci se tento vysledek nepotvrdil, SE varianty S (hydrolyza sacharozy)
obsahovala pfiblizné€ stejné mnozstvi proteint jako SE varianty ST (omezeni hydrolyzy
sacharozy) (Graf 35).

U zygotickych embryi krytosemennych rostlin dochazi pii pfirozené dehydrataci
semen k pferuSeni exprese genl pro zasobni proteiny, jejich obsah se dale nezvysSuje
(Misra, 1994). Obsah proteinit SE Picea glauca byl shodny pted desikaci jako po
desikaci (Misra a kol, 1993). V mé praci se obsah proteinil v pribéhu desikace SE také
nezménil (Graf 35).

5.6. Vliv osmotického stresu na obsah zasobnich latek

V predchozich studiich bylo zjisténo, ze snizeni osmotického potencidlu
maturacniho média podporuje a synchronizuje proces zrani somatickych embryi,
inhibuje predCasné kli¢eni a navozuje toleranci k desikaci (Attree a Fowke, 1993). PEG
je vysokomolekularni nepenetujici osmotikum, které vytvaii v maturaénim médiu trvaly
osmoticky stres, podobny ptirozenému stresu z nedostatku vody, jemuz jsou vystavena
zygotickd embrya v semenech (Attree a kol., 1991; Attree a Fowke, 1993). Jednim z
pozitivnich vlivii PEG v matura¢nim médiu je podle nckterych studii i zvySena
akumulace zasobnich latek v SE (napft. Attree a kol., 1991). Misra a kol. (1993) ve své
praci uvadéji, ze aplikace PEG béhem zrani SE Picea glauca vedla ke zvyseni obsahu
zasobnich proteinii v SE. Attree a kol. (1995) popsal pozitivni vliv PEG na ukladéani
lipida.

Porovnavala jsem obsah zasobnich proteinti a lipidit v SE Picea abies zrajicich na
matura¢nim médiu s 5% PEG, s kontrolni variantou SE zrajici na médiu bez PEG.
Ptekvapivé, embrya oSetfend PEG obsahovala niz§i mnozstvi zasobnich proteind, nez
varianta neoSetfena PEG (Graf 37). Tyto vysledky nejsou v souladu s dosavadnimi
poznatky o vlivu PEG v maturaénim médiu na zrani SE Picea abies. Napftiklad
Gorbatenko a Hakman (2001) zjistili, ze SE Picea abies zrajici za ptitomnosti 7,5%
PEG zésobni proteiny akumulovala v hojné mife. Vzhledem k tomu, Ze jsem tento
experiment provedla bez opakovani, dosazeny vysledek je pouze orientacni a bylo by
vhodné dany experiment nékolikrat zopakovat.

Pozitivni vliv PEG na akumulaci lipidd se podafilo potvrdit. Pfi kultivaci za
pfitomnosti 5% PEG obsahovala SE vy$§i mnoZstvi lipidd, neZ kontolni varianta bez

PEG (Graf 36). Béhem desikace pak doslo ke sniZzeni obsahu lipidli asi o 70% u obou
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variant. Béhem desikace byla tedy vyuzita pfiblizn€ stejna ¢ast naakumulovanych lipida
u obou variant. Po pfesazeni SE na germina¢ni médium se sachardézou (1%) doslo

k opétovnému nartstu obsahu lipida.

Vysledky této prace ukazuji, ze rozdilé zasobeni sacharidy embryogenni kultury
Picea abies linie AFO 541 ma vliv na zrani somatickych embryi. Otazkou stale ziistava,
ktera z funkci sacharidii se na tom podili nejvyznamnéji. Nékteré zjisténé vysledky pro
druh Picea abies nejsou shodné s publikovanymi vysledky pro jiné druhy tohoto rodu a
tim ukazuji nutnost oddéleného ptistupu k jednotlivym genotypim, protoze i prislusnici
jednoho rodu raznych druht vykazuji odlisné naroky na kultivacni podminky. Nelze

tedy zobecniovat vysledky ziskané na jednom genotypu.
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6. Zavéry

> Hypotéza 1 potvrzena
* Nahrazenim 3% sachar6ozy v maturatnim médiu ekvimolarnim
mnozstvim glukézy a fruktozy vedlo ke sniZeni vytézki SE.
» Zkraceni subkultivacniho intervalu vedlo ke snizeni vytézka zralych
somatickych embryi.
= Omezeni kompletni hydrolyzy sachar6zy v maturacnim médiu zkracenim

subkultiva¢niho intervalu vedlo k ¢astecnému snizeni vytézkt SE.

> Hypotéza 2 zamitnuta
= Zmény vobsahu a spektru endogennich nestrukturnich sacharidi
v prubéhu zrani byly v zdkladnich rysech podobné u vSech
experimentalnich variant.
= UvSech variant (vCetné varianty péstované na médiu s hexdzami)
dochazelo béhem zrani k poklesu obsahu celkovych sacharidii, a zméné

pomeéru sachardzy k hexdzadm ve prospéch sacharozy.

» Hypotéza 3 potvrzena
= U vSech experimentélnich variant byla zjiSténa béhem Sesti tydnl zrani
podobna dynamika pH maturacniho média, s minimalnimi hodnotami
zjiSténymi ve fazi zakladani déloh

* Hodnota pH média byla ovlivnéna zkracenim subkultiva¢niho intervalu.

> Hypotéza 4 zamitnuta
* (Obsah proteini a obsah lipid ve zralych SE nebyly ovlivnény rliznym

mnozstvim a typem sacharidi v maturacnim médiu.
» Hypotéza 5 potvrzena

* SniZeni osmotického potencidlu média vedlo ke zvySeni obsahu lipidi ve

zralych SE Picea abies.
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Vysledky diplomové prace byly prezentovany formou plakatového sdéléni:
Lipavska H., Kube§ M., Drazna N.: Somatic embryogenesis in conifers: storage

compound dynamics, 6th international symposium Recent advances in plant

biotechnology From laboratory to bussiness. September 12-16, p.119, 2005.
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