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Seznam zkratek

SEZNAM POUZiVANYCH ZKRATEK

2,4-D kyselina 2,4 dichlorphenoxyoctova

ABA kyselina abscisova

BAP benzylaminopurin

DMSO dimethylsulfoxid

LCO lipochitooligosaccharidy

MES kyselina 2-(N-morpholino) ethansulfonova
PEG polyethylenglykol

RFO sacharidy rafinosové rady

Zkratky nazva proteinu:

ABI3 abscisic acid insensitive 3

ABI4 abscisic acid insensitive 4

ABIS abscisic acid insensitive 5

LEA late embryogenesis abundant proteins
PaHBI1 Picea abies homeobox 1

PaVP1 Picea abies viviparousl

SCR SCARECROW

VP1 viviparous]
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Uvod

1. UVOD
Convice me that you have a seed there
and I am prepared to expect wonders...

Henry David Thoreau (1860)

V roce 1985 publikovaly nezévisle na sob¢ tii laboratofe prvni prace popisujici
somatickou embryogenezi jehlicnand. Na pocétku, jako primarni explantat, bylo
zralé ¢i nezralé zygotické embryo, jehoZ bunky pod vlivem auxinu a cytokinini
v médiu prokazaly totipotenci a daly vznik diferencované embryogenni kultuie.
Spustény proces somatické embryogeneze pak pokracoval, opét fizen pfidanym
fytohormonem, kyselinou abscisovou. Somatickd embrya morfologicky pfipominala
své zygotické protéjsky, meéla schopnost kliCit, semenacky se dale vyvijely.

Kdyby m¢l ctihodny Henry D. Thoreau moznost listovat témito pracemi, nejspis
by se potéSené¢ usmival. Schopnost totipotence bun¢k semene jehli¢nand (krome
zygotického embrya i megagametofytu) by pravdépodobné jen utvrdila jeho
celozivotni fascinaci semeny. Dalsi prace navic ukazaly, Ze tato schopnost semen je
viceméné unikatni, Ze u jehlinani lze jen velmi obtiZzné¢ odvodit embryogenni
kulturu z vegetativnich materialti.

Nasledovaly ¢etné dalsi prace. Mnozstvi rodid a druhti jehli¢nanti, u kterych byla
popsana somatickd embryogenese, se rozsifovalo. Jak vyzkum pokracoval, bylo stale
vice zfejmé pro¢ uplynulo vice nez ctvrtstoleti od objevu somatické embryogeneze u
krytosemennych rostlin, nez se analogicky fenomén podafilo popsat u
nahosemennych. Rozdily v somatické embryogenezi ve srovnani s krytosemennymi
rostlinami byly totiz vice neZ zna¢né. Fylogenetické stati jehlinanli a odlisné
vyvojové cesty se navic projevily ve vyraznych rozdilech mezi jednotlivymi rody
jehli¢nand.

Vice nez dvacet let vyzkumu somatické embryogeneze jehli¢énani bylo dosud
mozno jen v nékolika malo pfipadech pfetavit v patentované mikropropagaéni
postupy, které jsou komeréné uspé$né¢ vyuzivany pro produkci semenacku
(Pseudotsuga, Picea glauca, nékteré druhy Pinus). U pocetné skupiny jehli¢nant
byla sice somatickd embryogeneze popsadna, ale proces je stile zatizen problémy,
které brani uplatnéni v praxi. To je nesporné roz€arovani, publikace konce
osmdesatych a zacatku devadesatych let predikovaly vyuziti nové biotechnologie s

podstatné vét§im optimismem. Pfitom kombinace u¢inné mikropropagacni metody
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pracujici s vybranym elitnim genotypem ¢i s cilené¢ geneticky modifikovanym
materidlem nabizi znané vyuZziti zejména pfi vysadbé porosti s pfedem uréenym
hospodatskym vyuzitim (tzv. crop trees).

Je n€kolik hlavnich problémt, které limituji praktické vyuziti. Pro komer¢né
uspésnou produkci semenacki je potfeba, aby proces byl co nejvice automatizovan.
To ptedpokladd vyuziti bioreaktorti, a tedy tekutych Zivnych médii. Vyvoj
somatickych embryi a zejména jejich zrani v tekutém médiu je vSak u vétSiny druhil
problematicky a neuspokojivy. Naklady zvySuji i komplikace pfi pfevadéni kli¢icich
semenacku ex vitro (mykorrhiza). Znaéné omezeni je skryto na samotném zacatku,
kde vybér primarniho explantatu pro indukci je prakticky omezen na nezralé ¢i zralé
zygotické embryo. Prolomit tuto bariéru, tedy indukovat embryogenni kulturu
z vegetativnich materiald, by meélo naprosto zdsadni vyznam pro mikropropagaci
stromu s konkrétni pozadovanou vlastnosti, danou genotypem.

Byly tedy smeélé perspektivy uziti somatické embryogeneze pro produkci
jehlicnand jen nafouklou bublinou ¢i floskuli vhodnou do pftislusnych kolonek
grantovych ptihlasek? Zdé4 se, Ze ne, jen pionyrské obdobi, kdy se veédci snazili
nalézt kultivacni postupy pro bezproblémové druhy jehli¢nanli s cilem vytvofit
v praxi okamzit€¢ vyuzitelny mikropropagaéni systém, skonc¢ilo. Nastal ¢as navratu a
patrani po fyziologickych, biochemickych a genetickych zavislostech procesu.

Smrk ztepily patfti mezi druhy, u kterych proces somatické embryogeneze
probiha vcelku uspokojivé. S vysokou procentualni Uspé€Snosti lze indukovat
embryogenni kulturu, kterda ma ve vétSiné ptipadi dostateCny ristovy potencial.
Embryogenni kultura je pomérn¢ stabilni a aZ na vyjimky si roky drzi své vlastnosti.
Proembrya citlivé reaguji na kyselinu abscisovou a jejich vyvoj byva pomérné
synchronni. Somatickd embrya vyznamného podilu genotypli jsou schopna po
desikaci vykli¢it. Embryogenni kulturu je mozno uspé$né kryoprezervovat. Na
druhou stranu tento pfiznivy pribéh neni charakteristicky pro vSechny embryogenni
kultury smrku ztepilého, v mife isp€Snosti somatické embryogeneze existuji znacné
rozdily mezi genotypy. Pravé tyto vlastnosti pasuji smrk ztepily do role ideélniho
modelu pro studium.

V priibéhu disertatni prace jsem se veénovala anatomické a biochemické
charakterizaci vyvoje somatickych embryi, a to od faze proliferace az po fazi kliceni.
Ve vztahu ke struktufe embryi popsané na anatomické urovni jsem sledovala obsah

endogennich sacharidi a polyamind u linie s vysokou embryogenni kapacitou a pro
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faze desikace a klieni jsem navic pouZila jako vztazny systém zygotickou
embryogenezi. Desikovand a kli¢ici semena jsem podrobila anatomické analyze a
stanovila v nich obsah polyamint. Kromé modelové, vysoce embryogenni linie, jsem
ke studiu vyuzila i linie s niZ$i schopnosti tvofit embrya, a to pro sledovani vlivu
ruznych typl kultivaci a pro molekuldrni analyzu exprese transkripéniho faktoru
PaVP1, ktery zprostiedkovava prenos signalu kyseliny abscisové. Takto Siroce pojata
prace méla umoznit co nejlepsi pochopeni procesu somatické embryogeneze smrku
ztepilého. Vysledky studia obsahu polyaminti v somatickych a zygotickych embryich
jsou vSak toho cCasu pfipravovany k publikovani. Jelikoz je predklddand prace

podavana formou svazanych publikaci, nemohly byt v praci zahrnuty.

Henry David Thoreau: Faith in a seed: The dispersion of seeds & other late natural history writings
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2. CILE

Ziskanim podrobnéjSich poznatki o procesu somatické embryogeneze smrku
ztepilého prispét k optimalizaci kultiva¢nich podminek, a to zejména ve fazi

maturace, kdy dochazi k vyvoji proembryi ve zrala embrya.

Diléi cile:

e Popsat anatomické zmény v pribéhu vyvoje somatickych embryi na zakladnim

matura¢nim médiu a po ptidani nepenetrujiciho osmotika PEG 4000 do média.

e Charakterizovat dynamiku zmén obsahu nestrukturnich sacharidd v prib&hu
vyvoje embryogenni kultury na maturacnim médiu a jeji ovlivnéni osmotikem

PEG 4000.

e Porovnat uspé€Snost ruznych kultivatnich postupii u Sirokého spektra
embryogennich linii (zafazeni pre-matuacni faze, uZziti osmotika v maturaci,

kultivace na pramcich).

e Na zéklad¢ vlastnich i ptevzatych vysledkl vytvofit vzorovy protokol pro praci

s embryogennimi kulturami smrku ztepilého.

e Charakterizovat expresi genu pro transkripéni faktor PaVP1 v embryogennich

liniich s riznou schopnosti tvofit somatickd embrya.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Somaticka embryogeneze

Zivotni cyklus kvetoucich rostlin je charakterizovan stfidanim dvou generaci,
haploidni (gametofytické) a diploidni (sporofytické). Sporofyt krytosemennych
rostlin vznika dvojim oplodnénim matefské bunky megaspory. V prubéhu oplozeni
pronikd pylova lacka do zarode¢ného vaku a uvolni se z ni dvé spermatické buiiky.
Splynutim jedné z nich s vaje€nou buiikou vznika zygota, zatimco druha spermaticka
burika splyva s centralni burikou zarodeéného vaku a vznika triploidni endosperm,
ktery plni pfevazné vyzivuyjici funkci pro vyvijejici se embryo a pro jeho pozdéjsi
kliceni (West a Harada 1993). U nahosemennych rostlin k dvojimu oplozeni
nedochazi, jejich endosperm je zaloZen jiz pied oplozenim a je haploidni (napf.
Owens a Molder 1979).

Embryogeneze (vyvoj embrya) v§ak muiZe probihat také alternativné bez oplozeni
¢i fuze gamet. Pivod takovych nepohlavnich embryi je rizny. Apomiktickd embrya
vznikaji z neoplozené vajecné buriky, ¢i z jiné burnky zarode¢ného vaku. V in vitro
podminkach lze ziskat embrya také znezralych mikrospor a pylovych zm
(Maraschin a kol. 2005), ¢i embrya somaticka z bunék somatickych (Zimmerman
1993).

Somaticka embryogeneze je tedy proces, kdy za indukénich podminek vznikaji
ze somatickych bun¢k buriky embryogenni, které jsou dale schopny vyvoje
v somaticka embrya. Ta vznikaji fadou morfologickych a biochemickych zmén, které
ve velké mife odpovidaji zménam probihajicim pifi vyvoji embrya zygotického
v oplodnéném vajicku (Quiroz-Figueroa a kol. 2006).

Somatickd embryogeneze je idedlnim modelovym systémem pro studium vyvoje
rostlin, nebot’ vyvoj somatickych embryi je na rozdil od embryi zygotickych snadno
pozorovatelny, muze byt cilené¢ ovliviiovan sloZenim média ¢i transformaci
somatickych embryi a velkou vyhodou je i produkce dostate¢ného mnoZstvi
experimentalniho materidlu (Quiroz-Figueroa a kol. 2006). Praktické vyuZiti
somatické embryogeneze spociva v produkci velkého mnozstvi geneticky shodnych
embryi, kterda mohou byt ddle pouzita pro rozmnozovani rostlin s vyhodnymi ¢i

geneticky upravenymi vlastnostmi (Tautorus a kol. 1991).

10
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3.2. Somaticka embryogeneze jehli¢nanii
Ptestoze byla somatickd embryogeneze popsana u Daucus carota jiz v roce 1958

(Reinert 1958; Steward a kol. 1958), embryogenni kultury jehli¢nant byly ziskany az
v roce 1985, a to diky velmi specifickym narokiim na indukci. Poprvé byla popsana
ttemi na sob€ nezavislymi skupinami: Hakman a kol. (1985) a Chalupa (1985)
indukovali vznik embryogenni kultury ze zygotickych embryi Picea abies, Nagmani
a Bonga (1985) indukovali vznik embryogenni kultury Larix decidua z pletiva
megagametofytu.

Proces somatické embryogeneze se skladd z n€kolika fazi: zaloZeni (indukce)
embryogenni kultury, jeji udrzovani (proliferace), vyvoj a zrani somatickych embryi
(maturace), desikace embryi (u n€kterych druhti rostlin, ¢i u nékterych genotypt neni

nutnd) a vlastni kliceni.

3.2.1. Zakladani (indukce) embryogennich kultur

Uspésnost indukce embryogenni kultury se udava poétem (resp. podilem - %)
explantatd, na nichz se vytvareji rana somatickd embrya. Je dana vybérem materialu,
typem primarniho explantatu, slozenim média a fyzikalnimi podminkami.

Embryogenni kultury mohou vznikat z riznych explantat(, uspé$nost indukce je
vSak na typu pouzitého explantitu velmi zavisla. Pouziti riznych vychozich
explantatt je rizné vhodné pro jednotlivé rostlinné druhy a dokonce i pro jednotlivé
genotypy. Nejcastéji jsou embryogenni kultury ziskdvany ze zygotickych embryi, a
to jak zralych tak nezralych (Atree a Fowke 1993). Jako nezrald jsou oznacovana
embrya, u kterych se jest¢ nevyvinuly délohy. K indukci somatické embryogeneze
Ize pouzit i megagametofyt. Usp&inost indukce byva nejvyssi pii pouziti nezralych
embryi (Salajova a kol. 1996, Tautorus a kol. 1990). Von Amold a kol. (1995)
dospeli k obecnému zavéru, Ze Gspesnost indukce se snizuje se zvysujicim se stafim
explantatu. Podobn¢ spolu se starnutim spojenym se zvySovanim obsahu zasobnich
proteinid v zygotickych embryich hybridniho smrku Picea glauca x Picea engelmanii
se snizuje jejich schopnost vytvofit embryogenni kulturu (Roberts a kol. 1989).
Velmi vzacné jsou piipady, kdy se povedlo embryogenni kulturu indukovat i z
déloznich listkii semenack, ¢i jehlic dospélych stromd (Ruaud 1992, Lelu a kol.
1994).

Uspésnost indukce embryogenni kultury je dale ovlivnéna sloZenim induké&niho

média. Optimalni hormonalni sloZzeni induk¢niho média je vSak druhové ¢i dokonce

11
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genotypove zavislé. Pro druhy rodu Picea je nutnd pfitomnost cytokininu i auxinu;
cytokinin (nejéast&ji N°-benzyladenin) byva ptidavan v koncentracich pohybujicich
se okolo 5 umol.I'", auxin (nejcast&ji 2,4-D) v 5-10uM koncentracich (napf. Mo a
von Arnold 1991). Stejné€ tak u druhi rodu Pinus byvaji pouzivana média obsahujici
auxin i cytokinin (napf. Bozhkov a kol. 1997), n€které genotypy vSak vyZaduji pouze
auxin (Becwar a kol. 1990). U druhti rodu Abies je vznik embryogennich kultur
vazan na pouziti média obsahujiciho pouze cytokinin (Salajova a kol. 1996; Vookova
a kol. 1998). Tato zobecnéni vSak neplati absolutné, naptiklad Lelu a kol. (1999)
indukovali embryogenni kultury Pinus sylvestris a Pinus pinaster i na médiu bez
rustovych regulatort.

Také u Daucus carota (modelového systému somatické embryogeneze
krytosemennych rostlin) lze vznik embryogenni kultury indukovat i na médiu bez
rustovych reguldtori, a to zménami osmotického potencidlu média (vysokou
koncentraci sacharosy, NaCl) ¢i pfidanim chloridi tézkych kovit do indukéniho
média (Kiyosue a kol. 1993). Zd4 se proto, Ze vznik embryogenni kultury Daucus
carota je indukovéan spiSe stresem nez pfimym puasobenim rastovych regulatort
(Nishiwaki 2000). Zda totéZ plati i pro indukci embryogennich kultur jehli¢nani
nebylo zatim ovéfeno.

Indukce somatické embryogeneze jehlicnani mize byt kromé uvedenych
rustovych regulatorti ovlivnéna i dal$imi modifikacemi ve sloZzeni média. Pro indukci
embryogenni kultury Pinus taeda bylo vyhodné obohatit médium o AgNOs3, inhibitor
biosyntézy etylénu (Pullman a kol. 2003a). Kombinace MES pufru, biotinu a
kyseliny listové dale zvySovala mnozZstvi zaloZzenych embryogennich kultur (Pullman
a kol. 2005). Dalsi latkou vyrazné ovlivijici uspé$nost indukce je brassinolid, ktery
byl u¢inny u Pinus taeda, Pseudotsuga menziesii a Picea abies (Pullman a kol.

2003b).

3.2.2. Udrzovani (proliferace) embryogennich kultur

Proliferujici embryogenni kultury jehli¢nani jsou tvofeny velkym mnoZstvim
nevyvinutych somatickych embryi, kterd se skladaji z meristematické casti a
suspenzorového systému (von Arnold a kol. 1995). Nékteti autofi (napiiklad Bozkov
1995) nazyvaji tuto kulturu embryonélni suspenzorova hmota; embryogenni kultury
téz byvaji oznacovany jako kultury ranych somatickych embryi (Hakman 1993). Na

zakladé morfologie a vyvojového schématu rozdélila Filonova a kol. (2000a) vyvoj
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proliferuyjici embryogenni kultury Picea abies na tii faze a oznacila je jako
proembryogenni hmota I, II a III.

Médium, na kterém jsou embryogenni kultury jehli¢nant udrzovany, miva
obvykle stejné slozeni jako médium indukéni, obsahuje tedy auxin, cytokinin a
sachar6zu v nizké koncentraci. V n€kterych ptipadech jsou vSak embryogenni
kultury udrzovany na médiu se snizenym obsahem rastovych regulatort oproti médiu
induk¢énimu (napf. Krogstrup a kol. 1988). Embryogenni kultury né€kterych druht
jehli¢nani lze v této fazi embryogeneze péstovat i v tekutych médiich. Vyhodou této
metody je rychlejsi rust kultury a niz$i riziko poskozeni pfi manipulaci s kulturou
(Silveira a kol. 2004).

Subkultivaéni interval embryogennich kultur byva 1-4 tydny v zavislosti na
druhu a genotypu. Stejné tak svételné a teplotni podminky, za jakych jsou kultury
udrzovany, jsou zaloZeny na zkuSenostech s jednotlivymi druhy ¢i klony a nelze je
zobecnit. Napfiklad suspenzni kultura Picea glauca byla udrZovana za stalé
ozatenosti 3-5 umol m?s’ pii 25°C (Hakman a von Armold 1988), suspenzni kultura
Pinus taeda prospivala nejlépe ve tmeé pii 25°C (Silveira a kol. 2004) stejné jako
kultura Pinus nigra péstovana na zpevnéném médiu (Salajova a kol. 1995).

V této fazi vyvoje lze udrZzovat embryogenni kultury po dlouhou dobu, popft.
napéstovat dostateCné mnozstvi materialu pro dalsi pouziti. Kultury ve fazi
proliferace je mozné také zamrazit a uchovévat v nizkych teplotach (v tekutém
dusiku). Tato technika je oznaCovana jako kryoprezervace, tj. proces fizeného
zamrazovani. Je b€Zn€ pouzivana u fady jehlicnanii mikropropagovanych cestou
somatické embryogeneze (Cyr 1999). Jednotlivé druhy i genotypy se vSak li§i v mife
tolerance k nizkym teplotam. Zatim nejsou zcela jasné pfi€iny té€chto odlisnosti. Mezi
tolerantni patti napf. Pseudotsuga menziessii, naopak Abies alba a Picea abies patii
spiSe k méné tolerantnim druhtim (Norgaard a kol. 1993, Cyr a kol. 1994, Park a kol.
1994). DilezZitou roli zde nejspi§ hraje regeneracni schopnost embryogenni kultury,
ktera se uplatiiuje v dobé po rozmrazeni. V tomto obdobi muze dojit i k selekei
bunék, ktera ovlivni embryogenni kapacitu kultury pozitivné (Galerne a kol. 1992).
Ptedpokladem je, Ze se zvysi synchronizace vyvoje embryi. Rada autorti viak tento
efekt popira (napt. Norgaard a kol. 1993, Cyr a kol. 1994, von Arnold a kol. 1995).

Pouzitim kryoprezervace se také muze snizZit riziko somaklondlni variability,
nebot’ Ize na minimum omezit trvani proliferacni faze. U embryogennich kultur

jehli¢nani vSak byla popsana jen nizka mira somaklonalni variability (Fourre a kol.
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1997), ptipadn€é nebyla vibec prokdzéna (Cyr a kol. 1994, Isabel a kol. 1993,
Nkongolo a Klimaszewska 1994, 1995).

Proliferujici embryogenni kultury fady druhli je mozné transformovat, a to bud’
biolistickou metodou ¢i prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens. Transformace
zvySenym pocétem kopii genu virulence. Takto byly transformovany reportérovym
genem pro (-glukuronidazu naptiklad Picea abies a Pinus taeda (Wenck a kol. 1999)
¢i Picea glauca (Le a kol. 2001). Transformace je v poslednich letech velmi
vyuzivanou metodou studia somatické embryogeneze jehli¢nant (napf. Sabala a kol.

2000, Ingouff a kol. 2001, Ciavata a kol. 2002, Mathieu a kol. 2006).

3.2.3. Zrani (maturace) somatickych embryi

Dalsi vyvoj ranych somatickych embryi je vazédn na pfenos embryogenni kultury
na maturani médium. To se v puvodnich pracich od indukéniho liSilo pouze
sniZenou hladinou auxinu a cytokininil nebo jejich Uplnym vynechanim (Hakman a
Fowke 1987; Chalupa 1985). Vznikajici embrya vSak vykazovala fadu vyvojovych
poruch a nebyla schopna kliCeni. Pozdé€jsi studie ukazaly, Ze uspé€Sny vyvoj
somatickych embryi jehli¢nanti je podminén pfenosem na matura¢ni médium bez
auxinQi a cytokining, které vSak obsahuje kyselinu abscisovou (ABA). O ABA je
znamo, Ze pozitivné€ ovliviiuje 1 zrani somatickych embryi krytosemenych rostlin
(Kiyosue a kol. 1993), a to zejména synchronizaci celého procesu. Prace (pfedevsim
skupiny Sary von Armold) z poslednich let ukazuji, Ze optimélniho zrani somatickych
embryi lze dosadhnout pfechodnym péstovanim embryogennich kultur na médiu bez
rustovych regulatord a posléze jejich pfenesenim na médium obsahujici ABA.
Podrobné¢;jsi popis pusobeni ABA na vyvoj somatickych embryi je uveden v kapitole
3.3.2.

Dalsiho zlepSeni vyvoje somatickych embryi jehlicnani lze dosahnout
obohacenim maturaéniho média o osmotikum. Ovlivnéni vyvoje somatickych embryi
vSak zavisi na typu a koncentraci pouzitého osmotika (sacharidy, polyethylenglykol,
dextrany). Vé&tsina autort (Johnson a kol. 1997; Carrier a kol. 1997) ptedpoklada, ze
sacharidy pfidavané do maturaéniho média maji n€kolikerou roli. SlouZzi jako zdroj
energie a stavebnich prvkid bunééné stény, ptimo ovliviiuji genovou expresi a zvysuji
osmoticky potencial média. Osmotické pusobeni sacharosy pii zrani somatickych

embryi prokazali napt. Finer a kol. (1989), Tremblay a Tremblay (1991, 1995).
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Jednoduché cukry vSak nejsou tak ucinné jako osmotika s vysokou molekulovou
hmotnosti (vét§i nez 1000 Da, oznaovana jako nepenetrujici), napf.
polyethylenglykol (PEG) nebo dextrany. Je to zplisobeno tim, Ze osmotika s malou
molekulovou hmotnosti prochédzeji do symplastu rostlinného pletiva a dochazi
k postupnému vyrovnani osmotickych potencidld. Naproti tomu latky s vysokou
molekulovou hmotnosti bunénou sténou a plasmatickou membranou neprochazeji a
osmoticky potencial je vyrovnavan vlastni tvorbou kompatibilnich solutd (Attree a
Fowke 1993). Tak naptiklad rist embryogenni kultury Picea glauca byl pozitivné
ovlivnén pfidanim PEG 1000 a 4000 a dextrant 6000 a 8000 do matura¢niho média,
nedochazelo k predCasnému zrani embryi. Nejlepsich vysledkt bylo dosaZeno pfi
pouziti PEG 4000 (Atree a kol. 1995). Vliv PEG 4000 na vyvoj somatickych embryi
Picea abies popsal Find (1997). Pti péstovani této kultury na médiu obsahujicim 5%
PEG 4000, se zvysil pocet zralych somatickych embryi o 50% oproti embryogenni
kultufe rostouci bez PEG.

Zrani somatickych embryi je ovlivnéno také typem a koncentraci gelu pouzitého
pfi ptipravé zpevnénych médii (Klimaszewska a Smith 1997), koncentraci
mineralnich latek, zvlasté nitratu (Barrett a kol. 1997), typem a koncentraci sacharidu
a pH média (Tremblay a Tremblay 1991). Také pifidani AgNO;, inhibitoru
biosyntézy etylénu, do maturaéniho média vede ke zlepSeni dalsiho vyvoje
somatickych embryi (Kong a Yeung 1995).

Uspé&snost maturace je dana poétem zralych somatickych embryi. Embryogenni
kultury se vyvijeji nesynchronng, jen ¢ast embryi je schopnd dokoncit maturaci.
Podminky maturace vSak mohou ménit pomér mezi celkovym poctem embryi na
poc¢atku a zralych embryi na konci maturace (Bozhkov a kol. 2002).
Kritériem uspésného priibéhu maturace je nejen mnozstvi, ale i kvalita embryi. O ni
vypovida jednak jejich anatomicka stavba, jednak droven metabolické aktivity a
nasledné ukladani zasobnich latek, charakteristické pfedevSim pro pozdé&jsi féaze
vyvoje somatického embrya. Z hlediska ukladani latek lze embryo jehli¢nant
rozdélit do dvou zén: hypokotyl a d€lohy jsou mista ukladani zasobnich latek (lipidy,
Skrob, proteiny), zatimco bazalni ¢ast akumuluje polyfenoly, tedy latky sekundarniho
metabolismu (Gutman a kol. 1996).

Ukladani zéasobnich latek je v somatickych embryich jehli¢nant stimulovano
ABA a pfedev§im osmotikem. ABA stimulovala akumulaci lipidii u embryogenni

kultury Picea abies (von Armold a Hakman 1988). V porovnani s embryi
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zygotickymi vSak somaticka embrya Picea glauca péstovana na maturacnim médiu
obsahujicim ABA obsahovala dvakrat méné zasobnich lipidad. Tento rozdil byl
smazan piidanim PEG 4000 do matura¢niho média (Atree a kol. 1992). V pozd¢;si
studii Atree a kol. (1995) dokonce po aplikaci PEG 4000 pozorovali az 5x vyS$si
obsah lipidi v somatickych embryich oproti embryim zygotickym. Osmoticky stres
indukoval také akumulaci zasobnich proteinti a jejich transkriptd v somatickych
embryich Picea glauca x Picea engelmanii (Flinn a kol. 1993). Spektrum zasobnich
proteind této kultury se neliSilo od spektra zasobnich proteini v zygotickych
embryich, av§ak jejich absolutni mnozstvi se u jednotlivych linii liSilo (Flinn a kol.
1991). Skrob je dalsi vyznamnou zasobni latkou v somatickych embryich jehli¢nani.
Jeho ukladani pfedchazi tvorbé zasobnich lipidd a proteinit (Joy a kol. 1991). U
kultur péstovanych bez osmotika vSak byla Skrobova zrna pozorovéana az do stadia
s vyvinutymi délohami, coZz dokladd, Ze zménu v ukladani zasobnich latek ve
prospéch lipidd a proteini opravdu zplsobuje stres z nedostatku vody (Attree a

Fowke 1993).

3.2.4. Desikace a kli¢eni somatickych embryi

Hodnoceni uspé$nosti procesu somatické embryogeneze je dano poctem
somatickych embryi schopnych kli¢it a vyvijet se dale v rostliny. Vyznamnou etapou
somatické embryogeneze, ktera kli€eni ovliviiyje, je desikace, tj. doba, kdy jsou jiz
plné¢ vyvinutd somatickd embrya vystavena podminkdm, za kterych dochézi
k postupnému ubytku vody v embryich. Desikace somatickych embryi je paralelou
vysychani, ke kterému dochazi v pozdnich fazich vyvoje zygotického embrya
v semeni. Desikace v§ak neni charakteristickd pouze ubytkem vody v embryich, ale
pfedev§im jejich biochemickym dozravanim. Vnéj§i morfologie desikovanych
somatickych embryi Picea glauca pozorovana rastrovacim elektronovym
mikroskopem se velmi podobala zralym embryim zygotickym (Fowke a kol. 1994).

Pro uspésné kliceni byla desikace nezbytna napfiklad u somatickych embryi
Picea sitchensis a Picea glauca (Roberts a kol. 1991, Find 1997). Na druhou stranu
vSak Bomal a Tremblay (1999) nenalezli rozdily v uspésnosti kliceni somatickych
embryi Picea mariana, ktera byla a nebyla vystavena desikacnim podminkam. D4 se
tedy Fici, Ze faze desikace neni nutnd pro vSechny druhy, pfipadné genotypy,

embryogennich kultur jehli¢nant.
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Tolerance somatickych embryi k desikaci zalezi na jejich kvalité¢ a také na
podminkach desikace. Lze ji zvySit pisobenim ABA (Beardmore a Charest 1995) a
osmotika (Attree a kol. 1995) v pfedchozich stadiich vyvoje, pfipadné pisobenim
nizkych teplot na zrald somatickd embrya (Pond a kol. 2002). Dals$i nutnou
podminkou uspé$ného prubéhu desikace je vysoka (97%) vzdusnd vlhkost, pti které
proces probiha (Bomal a Tremblay 1999, Hogberg a kol. 2001).

Desikace ovliviiuje somaticka embrya na n€kolika Grovnich. V prabéhu desikace
se v somatickych embryich snizuje mnoZstvi zasobnich proteind, u Picea glauca x
Picea engelmanii dochazelo ke stejnému poklesu i v pribéhu desikace embryi
zygotickych (Flinn a kol. 1993). U somatickych embryi Picea glauca bylo
v pribéhu desikace pozorovano hromadéni nukleotidd, pravdépodobné jako
ptiprava na pozd¢jsi kliceni (Stasolla a kol. 2001a). Desikace také snizuje hladinu
ABA v somatickych embryich (Find 1997). Tim pfimo ovliviiuje uspé$nost kliceni,
nebot’” endogenni ABA v somatickych embryich kli¢eni inhibuje (Lelu a Label
1994), podobné jako je tomu u semen mnoha rostlinnych druhti (Holdsworth a kol.
1999). Zvyseni poctu kli¢icich somatickych embryi lze dosdhnout i ptfidanim
aktivniho uhli do média, na kterém embrya kli¢i (napf. Vookova a kol. 1998);
aktivni uhli zde slouzi k odstranéni fytohormont z embryi.

Médium, na kterém probihd kli¢eni, obvykle obsahuje také nizkou hladinu
sacharozy. Carrier a kol. (1997) gzjistili, Ze pfidani 1 % sacharézy do média
zpomalilo pokles obsahu lipidi, ke kterému dochéazelo pii kli¢eni somatickych
embryi Picea glauca x Picea engelmanii. U embryi pé€stovanych v pfitomnosti
sacharosy se také postupné zvySoval obsah kyseliny linolenové, ktera je hlavni
slozkou chloroplastovych membran a je podle autori moZznym markerem Usp€$nosti
kliceni. Rast kofene 1ze u somatickych embryi podpofit pfiddnim indolyl-3-méselné
kyseliny (Vookova a Kormut'dk 2001), naopak rist nadzemni casti a zakladani
novych ristovych primordii 1ze ovlivnit pfidanim kyseliny askorbové (Stasolla a
kol. 1999). V mens$i mife kyselina askorbova pozitivné ovliviiuje i rust kofent.
Vyvoj nadzemni ¢asti ovliviiuje kyselina askorbova pravdépodobné tim, Ze indukuje
organizované bunétné deleni v apikdlnim meristému. Dal$im efektem piidani
kyseliny askorbové do média, na kterém probiha kliceni, je zvySend schopnost
somatickych embryi vyuzivat adenin a adenosin, prekurzory purini (Stasolla a kol.

2001b).
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Po fazi kli¢eni jsou kli¢ni rostliny, u kterych se jiz vyvinul primarni kofen a u
kterych z apikalniho meristému vyrostly prvni listky, pfenaSeny do podminek ex
vitro (Hogberg a kol. 2001). Nasledny rist a vyvoj téchto rostlin jiz neni zahrnovan
do procesu somatické embryogeneze, proto jsem se mu v ptehledu literatury

nevénovala.

3.3. Vybrané kapitoly somatické embryogeneze jehli¢cnanu

3.3.1. Vyvoj somatickych embryi
Nazvoslovi pouzivané pfi popisu vyvoje somatického embrya je odvozené od
nazvoslovi klasické embryologie nahosemennych rostlin, proto se nejprve kratce

zminim o zygotické embryogenezi.

3.3.1.1. Vyvoj zygotického embrya

Vyvoj zygotického embrya byva popisovan jako dvoufdzovy proces: V prvni
morfogenetické fazi vznikaji zakladni struktury embrya, zatimco druha metabolicka
faze je charakterizovana biochemickou pfipravou embrya na klidové stadium
(Harada 1999). Je v$ak tfeba mit na mysli, Ze jde pouze o formélni rozdé¢leni, nebot’
ob¢ faze se prekryvaji. Morfogeneticka faze vyvoje zygotického embrya mize byt
déle rozdélena na nékolik na sebe navazujicich stadii, u nahosemennych rostlin
oznacovanych jako proembryogeneze, rana embryogeneze a pozdni embryogeneze.
Jako proembryogeneze jsou oznaCovéna stadia vyvoje embrya pfed prodluzovanim
suspenzoru, rana embryogeneze pak trva od prodluzovani suspenzoru po ustaveni
primarniho kofenového meristému a pozdni embryogeneze je charakterizovdna
intenzivni tvorbou pletiv véetné zaloZeni primarniho kofene a apikalniho meristému
(Singh 1978).

Pro nahosemenné rostliny je charakteristickd polyembryonie, cozZ je vyvoj vice
nez jednoho embrya v nezralém semeni. Dochazi k ni bud’ oplozenim vice nez
jednoho vajicka a vznikem nékolika zygot (jednoduchd polyembryonie), anebo
Castéji rozdélenim jedné zygoty na né€kolik ¢asti, které jsou schopné vyvoje jako
jednotlivd proembrya (§t€pna polyembryonie). VétSinou vsak pouze jedno

proembryo pokracuje ve vyvoji ve zralé embryo (Owens a Molder 1979).
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3.3.1.2. Vlastni vznik somatickych embryi

U jehli¢nant byly popséany tfi zpisoby vzniku somatickych embryi:

1) Somaticka embrya primarné vznikaji asymetrickym délenim somatické buriky,
které vymezi oblast budouciho embrya a suspenzoru. Vznikd buiika s hustou
cytoplasmou, ktera je pfipojend k vysoce vakuolizované burice oznafované jako
primarni suspenzor. Tato dvojice bun€k vytvati bipolarni systém. Bipolarni charakter
si embrya zachovavaji po celou dobu svého vyvoje. Po vytvofeni dvoubunécéného
stadia dochazi k opakovanému déleni buriky s hustou cytoplasmou, jehoz vysledkem
je fada morfologicky podobnych bun¢k. Pod nimi je stile primarni suspenzor
(Tautorus a kol. 1991, Jasik a kol. 1995). Toto stadium byva téZ oznacovano jako
proembryogenni hmota I (Filonova a kol. 2000a). Ta se dale vyviji
v proembryogenni hmotu II, charakterizovanou pfitomnosti vice nez jedné
vakuolizované burky. Pro obé¢ tato stadia je typické polarni uspofadani. DalSim
rustem proembryogenni hmoty II vzniké proembryogenni hmota III, kterd obsahuje
jednotlivé shluky meristematickych bunék volné propojenych vakuolizovanymi
burikami. Tyto shluky jizZ nemaji polarni uspofadani.

2) Somaticka embrya mohou vzniknout také sekunddmé =z malych
meristematickych bun€k v suspenzoru. Tautorus a kol. (1991) se domnivaji, Ze tyto
inicidly maji plvod v asymetrickém déleni jedné =zbunék suspenzoru ¢i
meristematické buriky, ktera se béhem vyvoje raného somatického embrya ndhodn¢
oddg¢lila a ponotila mezi buriky suspenzoru. Filonova a kol. (2000a) usuzuji, Ze tento
proces se shoduje s jejich pozorovanim, pfi kterém vznikala proembryogenni hmota I
z vice vyvinutych stadii (proembryogenni hmoty II a III).

3) Somatickd embrya mohou vzniknout také mechanismem shodnym se §t€pnou
polyembryonii. Vysledkem je nékolik somatickych embryi, ktera maji spole¢ny
suspenzor (Jasik a kol. 1995, Korlach a Zoglauer 1995).

Vyse uvedenymi zpisoby vznikaji somaticka embrya na indukénim, pfipadné
prolifera¢nim médiu, za pfitomnosti auxind a cytokinind. Dal$i vyvoj somatickych
embryi probihd fazemi srovnatelnymi s ranou a pozdni zygotickou embryogenezi, a
to bud’ pfimo na maturaénim médiu (s kyselinou abscisovou) nebo byva mezi fazi
proliferace a maturace viazena piechodna faze kultivace bez ristovych regulétord
(Bozhkov a kol. 2002). Na médiu bez rlistovych regulatort vznikaji rand somaticka
embrya, ktera jiZ maji vyvinutou vrstvu protodermalnich bunék a obsahuji

embryonalni trubicové buriky (embryonal tube cells), ze kterych pozdé&ji vznika
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sekundarni suspenzor (Filonova a kol. 2000a). Tento vyvojovy krok je spojen
s programovanou bun€fnou smrti zbyvajici proembryogenni hmoty. V buikach
proembryogenni hmoty dochazi k postupné autolyze a tvorbé velké centralni
vakuoly, jadernd DNA se rozpada. Programovanou buné¢nou smrti zanikaji také
buriky suspenzoru v priibéhu rané embryogeneze (Filonova a kol. 2000b).

Prvnim diferencovanym pletivem zygotického i somatického embrya je
protoderm. U somatickych embryi Picea abies byla jeho diferenciace spojena
s lokalni expresi genu PaHBI (Picea abies homeobox 1). Ektopicka exprese PaHBI
vedla k brzkému zablokovani vyvoje embryi (Ingouff a kol. 2001). Dalsi gen, jehoz
exprese je lokalizovand do bun€k protodermu, koduje nespecificky prenasec
lipidickych latek (lipid transfer protein Pal8). Transgenni embrya se zvySenou ¢i
snizenou hladinou tohoto proteinu se sice vyvijela, av§ak burky jejich vn&jsi vrstvy
byly protahlé a vakuolizované (Sabala a kol. 2000). V obou téchto studiich autofi
dale ukézali, Ze pii regulaci vyvoje protodermu se u jehlicnanli a krytosemennych
rostlin uplatiiuji podobné mechanismy.

Dalsi vyvoj ranného somatického embrya je jiZ vdzan na pfitomnost ABA
vmédiu (Bozhkov a kol. 2002). V pribéhu pozdni embryogeneze probiha
diferenciace pletiv. V bazalni ¢asti embrya se zaklada kofenovy meristém, stfedni
¢ast embrya je tvofena kortexem, prokambiem a dfeni. Zaroven se vyviji 1 apikalni
meristém a nakonec jsou zaloZena dé€lozni primordia. Z nich posléze proristaji
délohy (Filonova a kol. 2000a).

Pro popis vyvoje somatického embrya bylo vytvoieno né€kolik systému
morfologickych klasifikaci. Hakman a von Arnold (1988) d¢€li vyvoj somatickych
embryi na 4 stadia: stadium 1 - embrya se skladaji pouze zoblasti malych
meristematickych bun€k s hustou cytoplasmou, kterda je spojena s dlouhymi
suspenzorovymi buiikami; stddium 2 - embrya vy¢nivaji nad povrch embryogenni
hmoty, jsou neprihledna s hladkym a lesklym povrchem a s embryogenni hmotou
jsou spojena dlouhymi, vysoce vakuolizovanymi buiikami suspenzoru; stadium 3 -
somatickd embrya s vyvinutymi d€lohami; stddium 4 - mladé zelené rostliny.
Stadium 3 strukturdlné odpovida zygotickému embryu ve zralém semeni. Vyvijejici
se embrya byla klasifikovana na zakladé vnéjsi morfologie, jejich vnitini struktura
nebyla do této klasifikace zahrnuta. Nagmani a kol. (1995) aplikovali na cely proces
somatické embryogeneze klasifikaci pouZivanou pro popis vyvoje zygotickych

embryi. Tato klasifikace rozd€luje vyvoj zygotickych embryi do 13 krokt, zabyva se
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vSak ptedevsim fazi proembryogeneze. Dalsi klasifika¢ni systém vytvofili Pullman a
Webb (1994), kteti rozdelili vyvoj zygotického embrya do 9 stadii. Tuto klasifikaci
pak pouzili i k popisu somatické embryogeneze Picea abies, Pinus taeda a

Pseudotsuga menziesii.

3.3.1.3. Rozdily mezi embryogennimi kulturami

Schopnost jednotlivych embryogennich kultur produkovat zrala embrya je rizna.
Embryogenni bunécné linie Picea abies lze podle morfologie a podle jejich
schopnosti tvofit somaticka embrya rozdé€lit do dvou skupin (Egertsdotter a von
Arnold 1993, Mo a kol. 1996): do skupiny A se fadi kultury, jejichZ proembrya maji
dobfe rozliSitelnou meristematickou oblast a suspenzorovou ¢ast, a kterd jsou
v pfitomnosti ABA schopna vyvoje ve zralé somatické embryo (Filonova a kol.
2000a); do skupiny B se pak radi kultury obsahujici proembrya s malymi
meristematickymi oblastmi, které jsou obklopeny vysoce vakuolizovanymi butikami.
Nekteré ztéchto linii vibec nereaguji na pfitomnost ABA v médiu a nikdy
neprodukuji embrya. Neékteré linie sice embrya produkuji, ovSem tato embrya
vykazuji fadu vyvojovych poruch a nejsou schopna kli¢it. V porovnani s embryi
z linii A je u té€chto embryi zpozZdéna diferenciace pletiv a posléze dochdzi i k jejich
rozpadu (Filonova a kol. 2000a).

Egertsdotter a kol. (1993) rozdélili embryogenni linie podle produkovanych
extracelularnich proteinii opét do dvou skupin (A a B), které se liSily i morfologii
embryi. Toto rozdéleni odpovida vySe popsanému rozdé€leni embryogennich linii,
nebot’” skupina A byla charakteristickh embryi shust¢ nahlouc¢enymi
meristematickymi buiikami a skupina B embryi s nekompaktni oblasti
meristematickych bun¢k. Embrya skupiny A vykazovala lepsi pozdéjsi vyvoj.
Pfidani extracelularnich proteinti produkovanych embryogenni buné¢nou linii ze
skupiny A k embryogenni linii ze skupiny B vedlo ke zméné€ morfologie embryi,
ktera se poté podobala embryim ze skupiny A. Zda se tedy, Ze embryogenni buné¢né
linie skupiny A vylu€uji proteiny nutné pro normélni vyvoj somatickych embryi.

Pozdé¢jsi studie Egertsdotter a von Arnold (1995) prokézala, Ze aktivni slozkou
extracelularnich proteinii zodpovédnou za normalni vyvoj somatickych embryi jsou
arabinogalaktany. V proliferujici proembryogenni hmoté Picea abies byly nalezeny
arabinogalaktany reagujici s protilatkou proti JIM13 epitopu arabinogalaktant

izolovanych z embryogenni kultury Daucus carota (Filonova a kol. 2000a). V ranych
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somatickych  embryich  vSak tyto arabinogalaktany nalezeny nebyly.
Arabinogalaktany byly nalezeny jak v extracelularnich proteinech somatickych
embryi skupiny A, tak v extraktu ze semen Picea abies (Egertsdotter a von Arnold
1995). Arabinogalaktany tedy byly aktivni slozkou kondicionovaného média.
Arabinogalaktany jsou proteoglykany, které jsou ptipojené k plasmatické membrané
¢i k bunééné stén€. Z 90 % jsou tvotfeny cukernymi zbytky a obsahuji také lipidickou
slozku. Predpoklada se, Ze jejich Stépenim jsou uvoliiovany oligosacharidy se
signalni funkci (von Arnold a kol. 2002). Jejich ptesna chemicka struktura zatim
nebyla popsana, ale zda se, Ze by mohlo jit o lipochitooligosaccharidy (LCO).

LCO jsou signalni molekuly zptsobujici déleni bungk, patfi mezi n€¢ 1 Nod-
faktory produkované bakteriemi rodu Rhizobium. Dyachok a kol. (2000) prokazali,
Ze Nod-faktory podporuji vyvoj proembryogenni hmoty, nikoliv vSak néasledny vyvoj
embryi, a Ze jsou schopny nahradit auxin a cytokinin pfi stimulaci déleni
embryogennich bunék. V nasledujici praci Dyachok a kol. (2002) izolovali
z embryogennich kultur Picea abies endogenni LCO, které mély stejny efekt jako
Nod-faktory a které nebyly nalezeny v neembryogennich liniich. MnozZstvi
endogennich LCO bylo vyvojové regulovano, nejvys$$i hladiny byly nalezeny
v proembryogenni hmot¢, v prib&éhu nasledujiciho vyvoje embryi jejich mnozZstvi
klesalo. Vysoké hladiny endogennich i exogenné ptidanych LCO potlacovaly
bunéénou smrt nutnou pro vyvoj embryi z proembryogenni hmoty. Stejny efekt mélo
také pridani chitinazy ze Streptomyces griseus. To je v souladu s praci Egertsdotter a
von Arnold (1998), kde endochitinaza z cukrové fepy také stimulovala proliferaci
proembryogenni hmoty. Chitinazy jsou enzymy S$té€pici jako primarni substrat chitin.
Ten se v rostlinach nevyskytuje, van Hengel a kol. (2001) vSak prokazali, Ze
chitindzy jsou schopny Stépit i arabinogalaktany. V pribéhu ristu embryogenni
kultury Picea abies na médiu bez rastovych regulatori dochazelo ke zvySeni
transkripce i translace gend pro Chia4-Pa chitinazy (Wiweger a kol. 2003). Dalsi
analyzy prokazaly, ze k expresi Chia4-Pa dochéazi nejen v proliferujicich bunikach,
ale také v burikach bazalni ¢asti ranych somatickych embryi, coZ jsou mista, kde
dochézi k programované buné¢né smrti.

Shrnuti vy$e popsaného potvrzuje teorii (von Arnold a kol. 2002), Ze plisobenim
endochitindz jsou z arabinogalaktanti uvolfiovany endogenni LCO, které jsou
strukturné analogické Nod-faktorim z Rhizobium, a které funguji jako signélni

molekuly stimulujici vyvoj somatickych embryi.
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3.3.2. Role ABA v somatické embryogenezi jehlicnanu

[ kdyZ neni znamo piesné plsobeni ABA, je jisté, Ze u jehli¢nanli vyrazné
ovlivituyje pribéh maturace somatickych embryi. Jeji pfitomnost v médiu spousti
vyvoj dalsich stadii z ranych somatickych embryi, zvySuje jejich pocet a cely proces
synchronizuje. Dale snizuje mnoZstvi Spatné vyvinutych embryi, brani pted€asnému
kliceni embryi a stimuluje ukladani zasobnich latek. VSechny urovné pisobeni ABA
popsali naptiklad Gutman a kol. (1996), kteti porovnavali zrani somatickych embryi
hybridniho modtinu Larix x leptoeuropaea na médiich s piidanim a bez pfidani
ABA.

Po prvnim tydnu kultivace na maturacnich médiich nebyl mezi variantami
pozorovan Zadny rozdil. Embrya byla globularni, v oblasti budouci kofenové ¢epicky
se nachazely vakuolizované buriky obsahujici polyfenoly. Po dvou tydnech na médiu
s ABA se vyvijela embrya cylindrického tvaru, byla pozorovana ¢asta déleni bunék a
bunky obsahujici polyfenolické latky byly rozmistény nahodn€ v bazalni casti
embrya. Na médiu bez ptidavku ABA zistavala embrya v globularni fazi vyvoje,
buriky stfedni ¢asti embrya byly vysoce vakuolizované, ¢astéjsi byl i vyskyt bunek s
polyfenoly. Po tfech tydnech se u embryi péstovanych na médiu s ABA vyvijely
délohy a kofenovy pol. Polyfenoly byly nalezeny pouze v bazalni ¢asti embrya.
Naproti tomu embrya rostouci bez ABA se pouze prodlouzila (diky ristu buné€k, ne
jejich déleni), bazalni ¢ast téchto embryi byla pokryta vrstvou bun¢k kofenové
CepiCky, které akumulovaly polyfenoly. Béhem Cc¢tvrtého tydne se v embryich
rostoucich na médiu obsahujicim ABA zacaly ukladat zasobni proteiny, a to
v podobé granuli ¢i krystalti. U embryi rostoucich bez ABA nebyly zésobni proteiny
nalezeny. Roberts a kol. (1990) navic prokazali, Ze zalezi také na koncentraci
exogenni ABA v médiu. Teprve pii koncentracich 30-40 pM vznikala u
embryogenni kultury Picea glauca x Picea engelmanii embrya, kterd obsahovala
stejné zasobni proteiny, jako byly nalezeny v zygotickych embryich. Pfi nizSich
koncentracich ABA vznikala embrya zavalitd ¢i embrya piedCasné zrald, ktera
zasobni proteiny neobsahovala. Akumulace zasobnich latek béhem péstovani na
médiu obsahujicim ABA byla pozorovana i u Picea glauca (Hakman a von Arnold
1988). Zde se somatickd embrya bez ABA vubec nevyvijela. Néktefi autofi (napf.
Attree a Fowke 1993) se domnivaji, Ze pozitivni vliv ABA na vyvoj somatickych

embryi je dan piedevs§im ovlivnénim ukladani zasobnich latek. Tuto myslenku
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dokladaji srovnanim s embryogenezi zygotickou. Béhem pozdni faze vyvoje
zygotického embrya v semeni totiz dochazi k akumulaci kyseliny abscisové, kterd
zabraiuje predCasné zralosti embryi. ABA zde aktivuje geny (rab geny), jejichz
produkty kontroluji ukladani zasobnich latek a LEA (late embryogenesis abundant)
proteinid. Ty hraji dulezZitou roli v fizeni tolerance k desikaci (Skriver a Mundy
1990).

Dulezita je doba, po kterou jsou embrya péstovana na médiu s ABA.
Dlouhotrvajici pfitomnost ABA v maturaénim médiu negativné ovliviiuje fazi kliceni
somatickych embryi. Vysoky obsah ABA v médiu béhem pozdnich fazi vyvoje
somatickych embryi vedl k jeji akumulaci v embryich Larix x leptoeuropaea, coz
mélo za nasledek zpomaleni nebo i inhibici kliceni (Gutman a kol. 1996). Lelu a
Label (1994) pozorovali, Ze nejvice embryi stejné kultury se vyvijelo v rostliny po 3
tydnech maturace na médiu s ABA, delsi kultivace kliceni neprospivala. Podobné
Bozhkov a von Arnold (1998) uvadé¢ji, Ze pocet kli¢icich somatickych embryi Picea
abies byl vyssi u varianty péstované na maturatnim médiu pét tydnd ve srovndni s
variantou rostouci na maturaénim médiu sedm tydnda.

Koncentrace endogenni ABA je u somatickych embryi zavisla na mnozstvi ABA
v maturacnim médiu. Po pfeneseni embryogenni kultury Picea abies na maturaéni
médium obsahujici ABA se mnozstvi endogenni ABA prudce zvysilo, toto zvySeni
korelovalo s koncentraci ABA v médiu. Po odstranéni ABA zmédia hladina
endogenni ABA poklesla, stale vSak zistavala vysoka ve srovnani se stavem pied
pfenesenim na maturatni médium (Vagner a kol. 1998). V embryich Larix x
leptoeuropaea byla nejvyssi hladina endogenni ABA detekovéna po péatém tydnu
rastu na médiu s 60 uM ABA (Lelu a Label 1994). ABA byla detekovana v fadove
niz$i koncentraci i v embryich rostoucich bez jejiho exogenniho dodéani, coz svéd¢i o
schopnosti embryi ABA syntetizovat. Tato syntéza vSak neni pro fizeni vyvoje
somatickych embryi dostadujici. Dunstan a kol. (1988) sledovali vliv ABA a jejich
analogli na vyvoj somatickych embryi Picea glauca. Rostliny obecné jsou schopné
analogy ABA pfeménit na ABA, zde vSak byly nékteré analogy ABA schopné pouze
spustit vyvoj embryi, ten se v§ak posléze zastavil a u embryi se nevyvijely délohy.

Nutnost ptitomnosti exogenni ABA pro uspé$nost somatické embryogeneze 1ze
vysvétlit, podivame-li se na situaci v embryich zygotickych. V pribéhu zrani semen
vétSiny rostlin byly popsany dva vrcholy akumulace ABA. Prvni, ktery

bezprostfedné ptedchazi zacatku zrani semen, je syntetizovan matefskym pletivem a
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teprve druhy vrchol akumulace ABA je syntetizovan vlastnim embryem (Karssen a
kol. 1983). Tento druhy vrchol akumulace ABA je nezbytny pro indukci dormance,
kterou si semena udrzi i poté, co hladina ABA na konci zrani prudce klesa

(Finkelstein a kol. 2002).
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4. DISKUZE

4.1. Indukce a proliferace embryogennich kultur

Jako primdrni explantat byla k indukci embryogennich kultur pouzita nezrala i
zrala zygoticka embrya. Usp&snost indukce byla vy$si pFi pouziti nezralych embryi,
také riziko kontaminace bylo niz$i. Na druhou stranu bylo nutné piesné nacasovani
sbéru SiSek a jejich okamzité pouziti. Ze zralych zygotickych embryi lze
embryogenni kultury indukovat kdykoliv v pribéhu roku, nebot’ lze pouzit
skladovana semena (Vagner a kol. 2005a).

VétSina embryogennich kultur pouzZivanych v naSich studiich nalezi podle
klasifikace Jalonen a von Amold (1991) do skupiny A. Jsou tedy schopny
produkovat zrald somatickd embrya, kterd se pak dale vyvijeji v rostliny. Pouze
embryogenni linie C203 patfi do skupiny B, charakterizované dobrym ristem
v prub€hu proliferace, avSak neschopnosti vytvaiet embrya. Na mikroskopické
urovni jsme pozorovali struktury charakteristické pro embryogenni Kkultury
jehli¢nand. Embryogenni kultury se skladaly z oblasti meristematickych bun€k, pod
kterymi byly pfipojeny vysoce vakuolizované buiiky suspenzoru (Svobodova a kol.
1999, Fischerova a kol., odeslano do tisku). Stejnou stavbu proliferujici
embryogenni kultury popisuji i dal$i autofi (napi. Jasik a kol. 1995, Filonova a kol.
2000a).

Vybrané embryogenni kultury byly v pribéhu proliferace Gsp€sn€é zamrazeny
(Véagner a kol. 2005a), coz umoznilo jejich dlouhodobé skladovani v tekutém
dusiku. I kdyz se diky kryoprezervaci zkracuje doba proliferace, a tedy i riziko
somaklonalni variability, je nutné si uvédomit, Ze v prib&hu kryoprezervace je
pouzivan dimethylsulfoxid (DMSO) a to ve vysokych koncentracich. DMSO je
mutagenni latka potencidlné schopna vyvolat po kryoprezervaci genetické zmény
v embryogennich kulturach (Aronen a kol. 1999).

Mezi fazi proliferace a maturace byva n€kdy vfazovana faze kultivace
embryogenni kultury na médiu bez rustovych regulatori (Bozhkov a kol. 2002).
Tydenni kultivace vybranych embryogennich kultur na médiu bez ristovych
regulatoru vyrazné zvysila pocet zralych somatickych embryi (Vagner a kol. 2005b).
Odstranéni, ¢i alespori casteCné snizeni obsahu auxin@i a cytokinind stimuluje
programovanou bunécnou smrt v proembryogenni hmot€. Programovand bunééna
smrt je proces uzce spojeny s naslednym vyvojem ranych somatickych embryi

(Filonova a kol. 2000b).
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4.2. Maturace embryogennich kultur

Po pteneseni embryogenni kultury z proliferatniho na maturaéni médium
dochazi k vyvoji embrya srovnatelnému s ranou a pozdni embryogenezi embrya
zygotického (von Arnold a kol. 2002). Stejny pribéh vyvoje embrya jsme
pozorovali 1 u embryogenni kultury AFO 541, typického zastupce embryogennich
linii skupiny A (Svobodova a kol. 1999). Jako prvni se zakladal protoderm, posléze
se zaCaly vyvijet i vnitini struktury embrya. Po Sesti tydnech kultivace na
maturaénim médiu jiZ byla embrya plné vyvinutd, méla zfetelny apikalni meristém,
dobfe vyvinuté d€lohy, prokambidlni provazce, kofenovy meristém a kofenovou
¢epicku. Stejny postup diferenciace pletiv somatickych embryi Picea abies popsali i
Filonova a kol. (2000a). Déle trvajici maturace (7 a 8 tydni) vedla pouze k
rozvolnéni povrchovych vrstev embrya. To bylo spojeno s ukladanim fenolickych
latek a Skrobovych zrn (Svobodova a kol. 1999). Akumulace fenolickych latek je u
jehli¢nanit spojena se stresovymi podminkami (Gutmann a kol. 1996). K vyvojovym
porucham dochazelo predev§im v mistech kontaktu embryi s médiem, s jinymi
embryi, ¢i v mistech mechanického poskozeni embryi zplisobeného pii subkultivaci
kultur (Svobodova a kol. 1999). Posledné¢ jmenovanému riziku se lze vyhnout
péstovanim embryogennich kultur na pramcich s polypropylenovou membranou,
coZ je systém pouzivany u tfady in vitro kultur (napt. Watad a kol. 1995). Pouziti
tohoto systému u embryogennich kultur Picea abies se ukazalo velmi vyhodnym.
Pocet zralych somatickych embryi se zvysil u 7 z 12 testovanych linii, cely proces
byl lépe synchronizovan a prumémé o 6 dni urychlen (Vagner a kol. 2005b).
Zkraceni doby, po kterou jsou embrya vystavena pisobeni vysokych koncentraci
ABA v maturacnim médiu, je prospésné, nebot ABA v embryich inhibuje kli¢eni
(Bozhkov a von Arnold 1998).

Pfidéani polyethylenglykolu 4000 (PEG 4000) do matura¢niho média vedlo
k urychleni celého procesu, tento efekt byl vyraznéjsi u varianty s nizsi (3,75%)
koncentraci PEG 4000. Ob¢é pouzité koncentrace (3,75 % a 7,5 %) mély pozitivni
vliv na vyvoj kofenové Cepi¢ky embryi, nedochazelo k jejimu rozpadu, ktery byl
Casty u varianty bez PEG (Svobodova a kol. 1999). Hakman a von Arnold (1988)
vyvinutému kofenovému po6lu embryi. Bozhkov a von Arnold (1998) pozorovali

vyvoj kofenové cepicky embryi Picea abies na médiu se 7,5 % PEG, kofenova
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cepicka téchto embryi byla masivni a obsahovala ¢etné mezibunétné prostory.
V nasi studii zpusobil 7,5% PEG prodlouzeni kofenové cepicky az o 40 % ve
srovnani s variantou s 3,75% PEG, zadné mezibunécné prostory vSak nebyly
pozorovany (Svobodova a kol. 1999). Stasolla a kol. (2003) popsali u embryogenni
kultury Picea glauca oSetiené 7,5% PEG zvySeni exprese genu homologniho SCR
(SCARECROW). SCR je u Arabidopsis thaliana odpovédny za radialni rist kofene,
nebot’ urCuje identitu endodermis. Autofi se proto domnivaji, ze PEG muze
ovliviiovat i radidlni symetrii kofend somatickych embryi a pozitivné tak pusobit na
jejich nasledné kliceni.

Somaticka embrya Picea abies péstovana na médiu s pfidavkem 5% PEG 4000
byla znatelné¢ mensi a vyskytovaly se u nich nékteré strukturni abnormality jako
dutiny pod apikdlnim meristémem (Find 1997). Tvorbu prasklin a fady mrtvych
bunék jsme pozorovali na konci maturace v kortexu nékterych embryi vyvijejicich
se v ptitomnosti 7,5% PEG, Zadné praskliny a fady mrtvych bun€k jsme vSak
nenalezli v embryich rostoucich na médiu s 3,75% PEG. Kvantitativni analyzou
jsme prokazali, Ze embrya rostouci na médiich obsahujicich PEG v obou
koncentracich byla vkazdém kroku vyvoje delsi nez embrya rostouci bez
ptitomnosti PEG (Svobodova a kol. 1999).

Uspésny pribéh maturace je charakterizovan vysokym poétem zralych
somatickych embryi. O jejich kvalit¢ vypovida jednak jejich anatomickd stavba,
jednak urovenn metabolické aktivity a nasledné ukladdni zasobnich latek,
kol. 1996). Akumulace zasobnich latek je pro somatickd embrya nezbytna, nebot’
jejich kliceni probihd bez podpory megagametofytu, hlavniho zdsobniho organu
semen (Misra a Green 1990). Soustiedili jsme se proto téZ na charakterizaci
maturace jako procesu ukladani zasobnich latek.

V pribéhu maturace jsme sledovali obsah nestrukturnich sacharida
v embryogenni kultute AFO 541 (Lipavska a kol. 2000). Celkovéa hladina
rozpustnych sacharidi se zvysila s pfenesenim kultury na zakladni maturaéni
snizenim hladin hexos (glukosy a fruktosy), mnozstvi sacharosy se naopak
v pribéhu maturace zvySovalo. Za tento posun ve prospéch sacharosy byla
odpovédna vyvijejici se somaticka embrya. Otazkou zlstava, zda se jednalo pouze o

akumulaci sacharosy z média ¢i o jeji de novo syntézu. Podle prace Konraddova a
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kol. (2002) se zd4, Ze se jedna spiSe o syntézu de novo, nebot buriky v blizkosti
vyvijejiciho se embrya, které zprostiedkovavaji kontakt embrya s médiem,
obsahovaly vysoké hladiny hexos a vykazovaly vysokou aktivitu invertazy. Ta byla
vysoka téZ v somatickych embryich na pocatku maturace, zatimco aktivita
sacharosa-syntazy byla v t€chto embryich nizkd. Pozdni faze maturace somatickych
embryi byly naopak charakteristické téméf nedetekovatelnou aktivitou invertazy a
zvySujici se aktivitou sacharosa-syntazy. Iraqi a Tremblay (2001) pozorovali, Ze
pokles aktivity invertdz na konci maturace byl spojen se zvySujicim se pomérem
sacharosy ku hexosam a nasledné akumulaci Skrobu a proteinii. VySe popsana
pozorovani odpovidaji pfedstaveé, Ze vyvijejici se somatické embryo se
z metabolického sinku stdva sinkem zasobnim (Lipavskd a Konradova 2004), tak,
jako se tomu dé€je i ve vyvijejicim se semeni (Weber a kol. 1997).

Dalsi zasobni latkou v somatickych embryich jehli¢nant je Skrob. Jeho ukladani
predchdzi tvorbé zasobnich lipidd a proteini (Joy a kol. 1991). Pomoci
histochemické detekce jsme popsali dynamiku ukladani Skrobu v pribéhu zrani
somatickych embryi (Lipavska a kol. 2000). V ranych somatickych embryich nebyl
Skrob nalezen, k jeho pomalé akumulaci dochazelo po dvou tydnech kultivace na
maturaénim médiu. Skrobova zma se po celou dobu zrani embryi preferenéné
ukladala v bazalni ¢asti a po jejim zaloZeni v kofenové ¢epicce embryi. Preferenéni
ukladani skrobu v bazalni ¢asti embrya popsali 1 Joy a kol. (1991). Po péti tydnech
maturace se Skrobova zrna nachazela i v bunkach kortexu. Nasledna kultivace
embryi na maturatnim médiu vedla ke sniZzeni obsahu Skrobu (Lipavska a kol.
2000). Ve zralych zygotickych embryich Picea glauca nebyl Skrob viibec nalezen
(Joy a kol. 1991). Histochemicka detekce Skrobu byla doplnéna také jeho pfimym
stanovenim v pozdnich fazich maturace (5. — 8. tyden), které potvrdilo pokles
obsahu $krobu na konci maturace. Tento pokles vSak nebyl tak dramaticky, jako pti
histochemické detekci. Tento nesoulad byl pravdépodobné vyvoldn tim, Ze
akumulace $krobu je spojena s vyvojovymi poskozenimi (Svobodova a kol. 1999),
které se na konci maturace vyskytovaly pomérné Casto. Proto je mozné, Ze dobie
vyvinuta neposkozena embrya obsahuji niz§i mnozstvi Skrobu, nez bylo detekovano
pomoci HPLC ve smésném vzorku embryi.

Studovali jsme také dynamiku obsahu nestrukturnich sacharidid béhem maturace,
kdy byl do média pfidan PEG v koncentraci 3,75 %, nebot’ z ptedchozi studie

(Svobodova a kol. 1999) bylo zfejmé, Ze toto oSetfeni ma pozitivni vliv na vyvoj
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somatickych embryi. Celkovy obsah sacharidi byl niZ§i, zvys$il se vSak pomér
sacharosy ku hexosam. Stasolla a kol. (2003) pozorovali po aplikaci PEG snizeni
hladin transkripti mnoha enzymid ucastnicich se katabolismu sacharosy. U
kontrolnich embryi rostoucich bez pfitomnosti PEG se naopak hladiny téchto
transkripti zvySovaly. Autofi se domnivaji, Ze proto tato embrya nedosahla
fyziologické zralosti. Inhibi¢ni efekt PEG na ptfedCasné kliceni (Attree a kol. 1991)
pak pfipisuji pravé zménam v sacharidovém metabolismu.

Dalsi zvySeni koncentrace PEG v matura¢nim médiu na 7,5 % vedlo k vyraznym
zménam v obsahu sacharid(, a to jak ve srovnani s kontrolni variantou, tak i ve
srovnani s variantou s 3,75% PEG. V prubéhu 4. a 5. tydne maturace doslo
k vyraznému zvyseni obsahu sacharosy i hexos (Lipavska a kol. 2000). To miiZe byt
dano vyskytem vyvojovych poskozeni pozorovanych na anatomické urovni
v pozdnich fazich maturace (Svobodova a kol. 1999). Jednotlivé embryogenni linie
navic reaguji rozdilné na rizné koncentrace PEG (Vagner a kol. 2005b), proto je
tézké vyvodit konkrétni zobecnéni.

Jednotlivé embryogenni kultury se 1i$i i schopnosti reagovat na pfitomnost ABA
v médiu. VySe popisovany genotyp AFO 541 (Svobodova a kol. 1999, Lipavska a
kol. 2000) patii mezi kultury svysokou embryogenni kapacitou, tj. s velkou
schopnosti vytvaret embrya po aplikaci ABA. Dals§i embryogenni kultury Picea
abies odvozené v nasi laboratofi podle protokolu popsaného v praci Vagner a kol.
(2005a) se vsak ve schopnosti reagovat na exogenné dodanou ABA velmi lisily.

Obecny mechanismus pisobeni ABA v rostlindich neni jasny, nebot’ zatim
nebyly popsany zadné receptory pro ABA (Finkelstein a kol. 2002). Bylo vSak
popsano mnoho mutant se zménénou reakci na ABA, vétSina z nich u Arabidopsis
thaliana. Mezi n¢€ patii téZ abi (abscisic acid insensitive) mutantni rostliny, které
maji nezménénou hladinu endogenni ABA, avSak na ABA nereaguji (Giraudat
1995). Byly popsany jako rostliny klic¢ici na koncentracich ABA, které¢ za
normalnich okolnosti kli¢eni inhibuji (Koorneef a kol. 1984). Fenotypovy projev
abi3, abi4 a abi5 mutantl je vazan na semena (Holdsworth a kol. 1999). ABI3, ABI4
a ABI5 geny kdduji transkripéni faktory, které spole¢né reguluji odpovéd’ semen na
ABA (S6derman a kol. 2000). Rtzné studie prokazaly, Zze ABI3 transkripéni faktor
stoji na zacatku signalni drahy pfenosu ABA signéalu (McCourt 1999, Lopez-Molina
a kol. 2002). ABI3 ortology byly izolovany z mnoha rostlinnych druhi, napt. z

Populus trichocarpa (Rohde a kol. 1998), Triticum aestivum (Nakamura a Toyama
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2001), Chamaecyparis nootkatensis (Lazarova a kol. 2002) a také z Picea abies
(PaVP1I, Footitt a kol. 2003).

Pro pochopeni rozdilné senzitivity jednotlivych embryogennich linii na ABA
jsme se rozhodli analyzovat expresi PalV’Pl genu v pribéhu maturace vybranych
kultur s kontrastni embryogenni kapacitou. Analyzu exprese PaVPl jsme doplnili
anatomickou studii (Fischerova a kol., odeslano do tisku). Exprese PaVPI v
neembryogenni kultufe nebyla detekovéana, a to ani po jejim pieneseni na médium
obsahujici ABA. Tento pienos vedl k ukladani fenolickych latek v kultufe a k jejimu
postupnému odumirani. Ukladani fenolickych latek je povaZovano za stresovou
reakci (Gutmann a kol. 1996), jako stresovy faktor u nediferencované
neembryogenni kultury pravdépodobné ptisobila vysoka koncentrace ABA v médiu.

Pro analyzu exprese PaVPI jsme dale vybrali dvé kontrastni embryogenni linie,
lisici se schopnosti vytvaiet embrya na maturaénim médiu, a tedy moznd i
schopnosti reagovat na ABA. Zatimco AFO 541 je typickym zastupcem kultur
s vysokou embryogenni kapacitou, embryogenni linie C203 ma embryogenni
kapacitu nizkou a embrya tvoii jen vyjimecné (Vagner a kol. 2005b). Podle
klasifikace Jalonen a von Arnold (1991) tedy C203 patii do skupiny B
embryogennich kultur. Pfeneseni kultury C203 na matura¢ni médium bylo spojeno
se zvySenim exprese PalPl, tato hladina zistala nezménéna do 2. tydne maturace.
Ve 3. tydnu klesla a déle jiz nemohla byt detekovana, nebot’ nebylo mozné izolovat
RNA z kultury. Embryogenni kultura C203 reagovala na pfenos na maturacni
médium nejprve délenim bun€k v meristematickych oblastech a zvétSenim
meristematickych ¢asti, nasledna kultivace na maturaénim médiu vsak vedla
k postupnému rozpadu kultury. Kultura si zachovavala charakter proembryogenni
hmoty i na maturaénim médiu. Jako proembryogenni hmota byvaji oznacovany
embryogenni kultury ve fazi proliferace (Filonova a kol. 2000a), pienos
proembryogenni hmoty na maturani médium byva spojen stvorbou ranych
somatickych embryi. Ta se od proembryogenni hmoty li$i ustavenim protodermu
(Sabala a kol. 2000). U kultury C203 se vSak protoderm nezakladal ani po 3 tydnech
maturace, neni tedy mozné u této linie hovofit o vyvoji ranych somatickych embryi.
Naproti tomu u kultury AFO 541 dochazelo k ustaveni protodermu jiz 2 tydny po
pfenosu na matura¢ni médium (Svobodova a kol. 1999, Fischerova a kol. odeslano
do tisku). Pfenos této kultury na médium obsahujici ABA byl spojen s naristem

exprese PaVPl, hladina exprese se s postupnym vyvojem embryi zvySovala, a to azZ
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do 5. tydne maturace. Embrya v té dobé dosahla kotyledonarniho stadia vyvoje, tj.
byly zalozeny vSechny vnitini struktury embrya a zaCalo prorustani déloZnich
primordii. Poté doslo k prudkému poklesu exprese PaVPI. Stejny pribéh exprese
PaVPI v pribéhu maturace vysoce embryogenni kultury Picea abies popisuji i
Footitt a kol. (2003) a byl popsan i u Daucus carota (Shiota a kol. 1998). Expresi
PaVP1I jsme popsali také u linie C110, dalsi vysoce embryogenni kultury odvozené
v nasi laboratofi podle protokolu Vagner a kol. (2005a). Divodem bylo potvrzeni
pribéhu exprese PalVPl u dal$i vysoce embryogenni kultury. Pribéh exprese
PaVPI byl u embryogenni linie C110 pé€stované na matura¢nim médiu stejny jako u
linie AFO 541. Pokud vsSak byla po dvou tydnech maturace odstranéna ABA
zmédia, exprese PaVPl se rychle snizila a rana somatickd embrya se zacala
rozpadat. Neni vSak ziejmé, zda byl rozpad embryi primarn¢ ovlivnén absenci ABA
v médiu ¢i sniZzenim exprese PalPI, nebot’ samo sniZeni exprese Pal’PIl mohlo
souviset bud'to s nepfitomnosti ABA v médiu ¢i s rozpadem embryi, ve kterych
k expresi dochazi (Footitt a kol. 2003). Jelikoz ke sniZeni exprese PaVPI dochazelo
1 za pfitomnosti ABA v médiu, a to u rozpadajicich se embryi linie C203, je mozZné
spekulovat, Ze exprese PaVPl je podminéna jak pfitomnosti ABA v médiu, tak
piitomnosti vyvijejicich se meristematickych center. Zvysujici se expresi PaVPl je

tedy moZno povazovat za marker spravného vyvoje somatickych embryi.

4.3. Desikace a kli¢eni

Desikace je vyznamnou etapou somatické embryogeneze, ktera ovliviiuje
uspésnost kliCeni. Ve vSech experimentech jsme pouzili systém desikace popsany
v praci Vagner a kol. (2005a). Na anatomické urovni jsme nenalezli Zadné vyrazné
rozdily mezi zralymi embryi na konci maturace a embryi vystavenymi desikaci,
pouze doslo k zahu$téni cytoplasmy bun€k povrchovych vrstev embrya. V pribéhu
desikace se vSak v somatickych embryich zacaly akumulovat sacharidy rafinosové
fady (RFO: rafinosa, stachyosa a verbascosa; Kumstyfova a kol. 2000). Ve zralych
zygotickych embryich Picea abies také dochazi k akumulaci RFO (Gdsslova a kol.
2001). Pifedpokléada se, ze RFO mohou branit krystalizaci sacharosy, a tim zvySovat
odolnost embryi k vysouSeni (Lipavska a Konradova 2004). U zygotickych embryi
slouzi RFO rovnéz jako zdroj uhliku a energie v ranych fazich kliceni (Downie a

Bewley 2000).
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Vlastni klieni somatickych embryi je tedy vyrazné ovlivnéno piedchozimi
fazemi somatické embryogeneze. Casto diskutovanou otazkou je vliv pouziti
osmotika v priitbéhu maturace na uspésnost kliceni somatickych embryi. Find (1997)
ukazal, ze 5% PEG 4000 negativné¢ ovlivitoval proristani kofene a vyvoj apikélni
¢asti somatickych embryi Picea abies. Ke stejnému zavéru dosli i Bozhkov a von
Arnold (1998) pii pouziti 7,5 a 2,5% PEG. V naSich experimentech se vSak pocet
kli¢icich embryi po aplikaci 3,75% PEG v pribéhu maturace zvysil. Koncentrace 7,5
% naopak pocet kli¢icich embryi snizila (Svobodova a kol. 1999). Moznym
vysvétlenim je rozdilna citlivost jednotlivych embryogennich linii na rizné
koncentrace PEG (Vagner a kol. 2005b). Hogberg a kol. (2001) prokazali, Ze
negativni vliv PEG vymizel v priibéhu ristu rostlin ze somatickych embryi v ex vitro

podminkach.
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5. ZAVERY

e Vyvoj somatickych embryi probihajici na matura¢nim médiu Ize na anatomické
urovni rozdélit do Ctyt vyvojovych stadii liSicich se rGznym stupném vnitini
diferenciace: stadium ranych somatickych embryi, cylindrické stadium, stddium

prekotyledondrni a stddium kotyledonarni.

e U embryi kultivovanych na maturaénim médiu po dosazeni kotyledonarniho
stadia dochazi k rozpadu kofenové CepiCky a vyvojovym poruchdm, spojenym

s ukladanim polyfenolickych latek a Skrobu.

e Casova posloupnost jednotlivych vyvojovych stadii maturace somatickych
embryi je ovlivnéna pisobenim PEG 4000, pti pouziti 3,75% PEG se cely proces
maturace zrychli az o dva tydny ve srovnéni s maturaci probihajici na médiu bez
PEG. ZvySena koncentrace PEG (7,5%) vede ke vzniku prasklin v hypokotylu

somatickych embryi.

e Obsah nestrukturnich sacharidi v embryogenni kultufe rostouci na maturaénim
médiu se s jejim vyvojem zvySuje, a to diky zvySujicimu se obsahu sacharosy

v embryich. Obsah hexos v embryich je nizky.

e PEG 4000 v koncentraci 3,75 % v matura¢nim médiu zvySuje pomer sacharosy
ku hexosam v somatickych embryich, celkovy obsah sacharidi v embryogenni
kultufe mirn€ snizuje. Ptidani 7,5 % PEG do maturaéniho média vede ke
zménam v obsahu a dynamice ukladani nestrukturnich sacharidd, embrya

obsahuji hexosy ve vét§i mite nez embrya péstovana bez, ¢i s 3,75% PEG.

e Celkovy pocet vyvinutych embryi se u vét§iny testovanych linii zvysi zafazenim
pre-maturacni faze (na médiu bez ristovych regulatord) mezi proliferaci a
maturaci. Podobny efekt ma kultivace embryogennich kultur na pramcich
s polypropylenovou membranou, ktera zaroven zkracuje dobu nutnou k jejich

VYVOJi.
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Byl vytvofen vzorovy protokol pro praci s embryogennimi kulturami smrku
ztepilého od faze indukce az po pfevod do ex vitro podminek, veetné postupu

kryoprezervace.

Exprese genu pro transkripni faktor PaVP1 je detekovatelna jen
v embryogennich liniich, bez ohledu na jejich schopnost tvofit zrald embrya.

V neembryogenni kultufe neni exprese PaVP1 detekovatelna.

Exprese PaVPI je u embryogennich linif indukovédna pfenesenim na maturacni
médium obsahujici ABA. Vynechani ABA v pribéhu maturace vede k rychlému

vymizeni exprese PaVP1 a také k poskozeni vyvoje embryi.

U linie s nizkou embryogenni kapacitou je zvyseni exprese PaVPl po pieneseni
na maturaéni médium pouze prechodné. Nasledny pokles exprese PalVPl je

spojen s rozpadem meristematickych center.

V liniich s vysokou embryogenni kapacitou se udrzuje exprese PaVPI v pribéhu

maturace na vysoké hladin€ s maximem v kotyledonarnim stadiu vyvoje embryi.
PaVP1 sonda specificky hybridizuje se dvéma transkripty odli§né délky, jejichz

vzajemny pomér se v pribéhu vyvoje embryogennich kultur méni. To indikuje

moznost regulace syntézy PaVP1 proteinu alternativnim sestfihem.
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