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Abstract

Raffinose series oligosaccharides (RFOs= a-1,6-galaktosyl,-sach; 1 < n < c. 7) represent a
prominent part of soluble saccharide content in mature conifer seeds. RFOs are considered to
act as the multifunctional components in plants, but their precise functions in specific
physiological processes remain contentious. The present study focuses on the metabolism and
role of RFOs in somatic embryogenesis in two conifer species- Picea abies and hybrid fir
(Abies alba x numidica). Three basic approaches were set for achieving spruce somatic
embryos (SE) with diverse levels of RFOs: a) culture cultivation with exogenous RFOs, b)
culture cultivation with precursors of RFOs synthesis and the last ¢) culture exposition to
variegated postmaturation treatments inducing RFOs synthesis (desiccation/cold stress).
Parallel combinations of stresses led to the highest RFOs levels in SE. These findings associate
the RFOs levels in spruce SE with protective function within desiccation state. The final levels
of RFOs in the spruce SE were also regulated by endogenous levels of myo-inositol. RFOs
were rapidly degraded by SE within early phases of germination independently of the initial
level of RFOs. No dramatic decrease in embryo germination was found in embryos with
decreased RFOs degradation achieved by treatment with Deoxygalactonojirimicin- the specific
inhibitor of a-galactosidases. Results did not support the idea the higher the initial RFOs levels,
the better the course of SE germination. In fir somatic embryogenesis, the soluble saccharide
spectrum dynamics differed from the spruce one. The main difference was in the timing of
RFOs accumulation. The fir embryogenic culture cumulated the RFOs in high levels since the
beginning of maturation phase and the levels as well as the dynamics of the other soluble
saccharides were dependent on the saccharide type (maltose or sucrose) in the maturation
media. Maltose supported the cumulation of RFOs over the maturation phase and sucrose
during postmaturation treatment. In conclusion for different conifer species no common
characteristics of RFOs profiles and conditions and factors controling RFOs accumulation as

well as simple relationship between RFOs level and germination efficiency can be found.



Abstrakt

Oligosacharidy rafinézové fady (RFO= a-1,6-galaktozyln-sa¢h; 1 <n < cca 7
ptedstavuji kvantitativné jednu z nejvyznamnéjSich sloZzek rozpustnych sacharidi u zralych
semen jehli¢nanti. RFO zastavaji u rostlin ziejmé vicero funkci, ale jejich uloha v uréitych
fyziologickych procesech ziistava nejasna. Piedkladana prace se zaméfuje na metabolizmus a
role RFO b&hem somatické embryogeneze u dvou druhi jehli€nant- Picea abies a hybridu
Abies alba x numidica. Pro ziskani somatickych embryi smrku s rozdilnymi hladinami RFO
byly stanoveny tfi zakladni pfistupy: a) kultivace kultury sexogenné dodanym RFO b)
kultivace kultury s prekurzory syntézy RFO c¢) vystaveni kultury pozménénym
postmaturaénim oSetfenim, ktera indukovala syntézu RFO (desikaéni/chladové oSetfeni).
Nejvyssich hladin RFO bylo dosazeno paralelni aplikaci stresovych faktort, coZ spojuje ulohu
RFO v ptipadé somatickych embryi smrku s ochrannou funkci béhem desikovaného stavu.
Vysledna hladina RFO u somatickych embryi smrku byla také regulovana endogenni hladinou
myo-inozitolu. RFO byly embryi smrku zdegradovany v nejrangj§ich fazich kliceni bez
ohledu na jejich pocéate¢ni hladinu. Somatickd embrya, u nichZz byla sniZena rychlost
degradace RFO béhem klieni aplikaci Deoxygalaknojirimycinu (specificky inhibitor a-
galaktozidaz), nevykazovala zmény v prib¢hu kli¢eni. Vysledky nepodpotily pfedpoklad, ze
vysS§i pocateéni hladina RFO u embryi by vedla ke zlepSeni prab&éhu kliceni embryi. U
somatické embryogeneze hybridu jedle byla dynamika spektra endogennich rozpustnych
sachariddi odli$na. Lisila se pfedev§im v nafasovani kumulace RFO. Embryogenni kultura
jedle kumulovala RFO ve vysokych hladinach jiz od po€atku faze zrani embryi. Hladina RFO
i dynamika ostatnich rozpustnych sacharidi byla zavisla na typu dodaného sacharidu do
maturaéniho média (maltdza/sacharéza). Maltéza podporovala kumulaci RFO v pribéhu
zrani, kdeZto sachar6za béhem postmatura¢nich oSetieni. Zda se proto, Ze pro rizné druhy
jehli¢nanti nebude mozné nalézt spoleéné charakteristiky profild RFO a podminek a faktord,
které kontroluji kumulaci RFO, a také prosty vztah mezi hladinou RFO a tuspé$nosti kliceni

embryi.
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Uvod

1. Uvod

Zanedlouho uplyne pravé &tvrt stoleti, co byl poprvé predstaven vyvoj embryi
jehliCnanu ze somatickych bunék in vitro (Picea abies - Chalupa, 1985; Hakman a von Amold,
1985; Hakman et al., 1985). Od té doby byl proces somatické embryogeneze vice ¢i méné
uspésné navozen u mnoha druhu jehli¢nand, a byla tak odhalena Siroka druhova a genotypova
variabilita pozadavku jehliCnani vtomto procesu. Zakladni schéma pribéhu somatické
embryogeneze jehlinand zistava pro vSechny druhy obdobné. Somaticka embryogeneze
jehliénand pfedstavuje proces po sobé jdoucich kroki, ve kterych jsou mezi jednotlivymi kroky
vyzadovany odliné, &asto protichidné podminky. Toto sériové uspofadani procesu také
zpusobuje, Ze kvalita pruib&hu faze predeslé vyrazné ovliviiuje fazi naslednou. Také z tohoto
duvodu se mnoho praci zaobira predevsim studiem pocéate¢nich fazi procesu. Prechod z faze
zrani, béhem které se somatické embryo vyviji, ziskava svij koneény tvar, uklada zasobni
latky, do faze klieni, predstavuje duleZity a zjevné energeticky velice naroény pfechod mezi
dv€ma vyrazn€ odliSnymi sporofytickymi fazemi vyvoje rostliny. Pokrok v somatické
embryogenezi jehli€nani nam tak postupné umoziiuje nahlédnout do procesi embryogeneze
té&chto rostlin. Nelze zapomenout na skute¢nost, ze proces somatické embryogeneze jehli¢nant
ma a jist¢ bude mit Siroké praktické vyuziti vlesnim hospodaistvi. Jedna se o vysoce
produktivni a ekonomicky vyhodny vegetativni zpuisob mnoZeni rostlin. Uplatni se tak
v zachovani a znovurozsifeni kriticky ohroZenych druht jehli¢nand i jako metoda vedouci
k ziskani Zivotaschopnych jedinci s genové manipulovanym pozadim. Pro vysokou vytéZznost
kvalitnich somatickych embryi synchronné zrajicich a Kkli¢icich, schopnych postupného
pfechodu z heterotrofniho zpiisobu vyzivy na autotrofni a nasledného vyvoje v dospélou
konkurenceschopnou rostlinu, je dulezité znat markery urcujici ,,zralost“ embryi. Nejprve bylo
snahou pfiblizit morfologii SE morfologii ZE. Ukazalo se, Ze tento pfistup poskytuje urcité
indicie vypovidajici o pribéhu zrani embryi, ale naznaCuje relativné malo o zralosti embrya a
jeho nasledném vyvoji (Klimaszewska et al., 2004). Ponékud Leps$im markerem je podobnost
biochemicka- napf. hladiny jednotlivych sacharidi a jejich dynamika v prub&hu zrani embryi
(Lipavska et al., 2000a, Iraqi a Tremblay, 2001b), kvantita i kvalita zasobnich latek (Hakman et
al., 1990; Attree et al., 1992; Misra et al., 1993; Hakman, 1993; Gosslova et al., 2001), nebo
napfiklad rychlost utilizace exogenni ABA (Kong & von Aderkas, 2007). Carpenter et al (2000)
se domnivaji, Ze vhodnym markerem zralosti SE jehli¢nani (ale pfedev§im rodu Pinus) je
hladina oligosacharidu rafinosové fady (RFO) a dehydrind, pfi€emZ zvy$ena hladina RFO ma

za nasledek zlepSeni prubé&hu klieni. Zasadni odliSnost podminek, ve kterych se zygoticka a



Uvod

somaticka embrya vyvijeji ovSem hodnoceni vyznamu jednotlivych biochemickych markert
znaCné ztézuje. Pfesné urleni role jednotlivych latek, v&etné nestrukturnich sacharidu, pfi

somatické embryogenezi jehliénani zistava tedy stale pfedmétem studia.
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Somaticka embryogeneze smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst)

»  Ovlivnit endogenni hladiny RFO
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o manipulaci s hladinami prekurzori syntézy RFO v médiu béhem zrani

o vystavenim riznym postmatura¢nim o$etfenim
> Testovat vliv zvySené endogenni hladiny RFO somatickych embryi na prub&h kli¢eni
> Testovat vliv pozménéného prub&hu degradace RFO v ranych fazich kli¢eni

somatickych embryi na prubé&h kli¢eni

Somaticka embryogeneze hybridu jedle (Abies alba x A. numidica)

> Charakterizovat dynamiku endogennich rozpustnych sacharidi v prubéhu celého
procesu
> Testovat vliv typu dodaného sacharidu do matura¢niho média na:

o zmény dynamiky obsahu a spekter endogennich rozpustnych sacharidu
v prub&hu celého procesu

o vytéznost maturace
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Faze somatické embryogeneze jehli¢nani

Proces somatické embryogeneze (SEZ) konifer je obecné délen do né€kolika po sobé
jdoucich krokii (von Amold a Hakman, 1988; Stasolla et al., 2002). Na rozdil od rostlin
krytosemennych, zafina SEZ konifer odvozenim embryonalné suspenzorové hmoty (ESM), a to
nejéastéji z hypokotylu zygotickych embryi (ZE) nachazejicich se v riznych vyvojovych
stadiich, ktera jsou &asto specificka pro jednotlivé rody konifer (Stasolla et al., 2002).
Odvozena ESM jiz obsahuje vyvinuta somaticka proembrya, ktera se dale déli St€penim (Attree
a Fowke, 1993). Pro indukci ESM jsou specifické cytokininy téméf vZdy ve spojeni s auxiny a
v kombinaci s nizkou hladinou sachar6zy. ESM je v nasledné- tj. udrzovaci fazi za stejnych
podminek, nebo za podminek velice podobnych, jako pfi indukci- mnoZena. Dale mizZe byt
zafazena prematuraéni faze, ve které je ESM kultivovana na médiu neobsahujicim ristové
regulatory (napf. Taber et al., 1998; Schuller et al., 2000). Béhem faze zrani (maturace) SE
dochazi k vyvoji morfologickych struktur SE a ukladani zasobnich latek. (Stasolla et al., 2002).
Pro navozeni zrani proembryi jehli€nani je esencialni aplikace ABA do média spojena
s absenci ristovych regulatori v médiu specifickych pro faze predeslé (Attree a Fowke, 1993,
Label a Lelu, 2000; Stasolla et al., 2002). Nasleduje postmaturatni oSetfeni (desikacni Ci
chladové), které jiz neovliviiuje vyvoj SE na urovni morfologické (embryo ma jiz kone¢nou
podobu), ale navozuje prosp&$né zmény na biochemické urovni, které vedou ke zlepSeni
prib&hu poslednich fazi tj. kli€eni SE a nasledné konverze v rostlinu v podminkach ex vitro.
V prubéhu SEZ konifer se optimalni prib&h kroku pfedchoziho vyrazn& odraz v krocich
naslednych a projevuje se na kvalité i kvantit& vysledné produkce SE (Stasolla et al., 2002)

Tato prace se zabyva zranim SE, ale je zaméfena pfedevsim na konené faze zrani a faze
nasledné. Detailni informace tykajici se fazi predeslych zde neuvadim a zijemce bych rad
odkazal na prace svych predchidci (Hudec, 2002; Grigova, 2003; Kube§, 2004; Ulrychova,
2004; Drazna, 2006).

2.2. Faktory regulujici zrani somatickych embryi jehli¢nanu

Proces somatické embryogeneze jehli¢nani je navozovan a dale regulovan ptisobenim

mnoha vnéj§ich faktord. Mnohé znich stile nezname, ale nejvyznamnéj§i, z doposud
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poznanych, jsou ristové regulatory (viz. souhrnny ¢&lanek Stasolla et al., 2002), sacharidy
aplikované do media (Jain et al., 1995) a osmoticky stres (Attree a Fowke, 1995).

2.2.1. ABA

V prib¢hu SEZ vétSiny druhti jehlidnani je aplikace ABA do média esencialni pro
navozeni dal§iho vyvoje proembryi pfitomnych v proliferujici ESM (Attree a Fowke, 1993;
Gutmann et al., 1996; Label a Lelu, 2000; Stasolla et al., 2002). Zdrojem ABA pro vyvijejici se
ZE v semeni je predevS§im megagametofyt a také matefska rostlina (Picea glauca- Kong et al.,
1997). Mnohé publikace prokazuji, Ze ABA navySuje pocet i kvalitu zralych SE (kvalitu
pfedevsim z hlediska indukce akumulace zasobnich latek) a cely proces SEZ synchronizuje
(von Amold a Hakman, 1988; Hakman a von Arnold, 1988; Roberts et al., 1990; Attree a
Fowke, 1993; Kong a Yeung, 1995; Label a Lelu, 2000). Také zabrafiuje pfed€asnému kliceni
SE na maturaénim médiu (Roberts et al., 1990), podili se na indukci n€kterych mechanizmu
tolerance dehydratace rostlinnych pletiv (viz kap. 2.5.1.2.) a vyskytu polyembryonie b&éhem
zrani (Attree a Fowke, 1993).

ABA je v SEZ jehli¢nant aplikovana v koncentracich od 1-100 uM (Attree a Fowke,
1993; Stasolla et al., 2002). Takto §iroky interval je dan tim, Ze se dokonce i embryogenni linie
stejného druhu mohou li§it ve svém poZadavku na exogenné aplikovanou koncentraci ABA
(Jalonen a von Amold, 1991, Thompson a von Aderkas, 1992). Byla také prokazana pfima
umeéra mezi mirami utilizace exogenni ABA embryogennimi liniemi Picea glauca x engelmanii
a embryogennich potenciali embrygennich linii (Kong a von Aderkas, 2007). Pozitivni vliv na
pribéh zrani SE nékterych druhli jehliCnani ma postupné snizovani koncentrace ABA
v maturaénim médiu b&hem zrani, at uz vlivem dodani niz§iho mnozstvi ABA do média nebo
aplikaci latek ABA absorbujicich (Pullman et al., 1991, 2005; Carpenter et al., 2000).

2.2.2. Osmotikum

Mnohé pokusy o zdokonaleni kultivadnich protokold SEZ konifer poukazuji na pozitivni
vliv pisobiciho osmotika v maturalnim médiu na zrajici kulturu. Dnes je v SEZ konifer
nejCasté&ji aplikovan polyetylenglykol (PEG o Mr > 4000), ktery patfi mezi vysokomolekularni
osmotika, tedy takova, ktera nepenetruji do buiiky. Jimi lze navodit dlouhodoby a obdobny
vodni stres, ktery pasobi pfi pfirozené desikaci semen (Attree a Fowke, 1993). Nevyhodou

druhé skupiny osmotik- penetrujicich, je skute¢nost, Ze zpusobuji plasmolyzu (Attree a Fowke
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1993) a nemuseji byt po vstupu do buiiky zcela inertni, nékdy jsou dokonce pfirozenou soucasti
buriky, a to muze vést k problémum pfi interpretaci dat (Lipavska a Konradova, 2004).

PEG ma &asto pozitivni vliv jak na kvantitu uzralych SE (Kong a Yeung, 1995,
Vookova et al., 1998; Salaj et al., 2004), tak ¢asto pfiblizuje kvantitativné i kvalitativné ulozené
zasobni latky SE k ZE (Attree et al., 1992, Attree a Fowke, 1995; Misra et al., 1993; Grigova et
al., 2007). Osmoticky stres muize také zabranit pfed¢asnému kli¢eni SE v pozdnich fazich zrani
(Attree et al., 1991; Roberts, 1991a; Misra et al., 1993) a miZe mit vliv na vyslednou hladinu
ABA v embryich (Kong a Yeung, 1995; Find, 1997). Snizeny osmoticky potencial a ABA
ovliviiuji nékteré procesy zrani nezavisle (Skriver a Mundy, 1990; Attree et al., 1993), ale silné
ovlifiuji zrani SE pravé ve své soucinnosti (Misra et al., 1993; Leal et al., 1995; Attree a Fowke,
1993; Stasolla et al., 2002). Napriklad jejich plisobeni pfi potladeni pfedEasného kli€eni SE
Picea glauca je povazovano za synergické (Attree a Fowke, 1995).

PrestoZe aplikace PEGu do média pusobi ¢asto pozitivné v prib&éhu zrani SE, ne vzdy
jsou pozitivné ovlivnény i nasledné faze SEZ (Picea glauca (Kong a Yeung, 1995), Picea abies
(Find, 1997, Bozhkov a von Arnold, 1998)). Reakce na o$etfeni PEGem se muze lisit, nebo byt
dokonce protichtidna u riznych genotypu jednoho druhu jehliénanu (Ramarosandratana et al.,

2001). Je proto nutné uréit vhodné koncentrace PEG pro jednotlivé genotypy.

2.2.3. Sacharidy

S mohutnym nartiistem po¢tu druhti jehli¢nanu, u kterych byla SEZ v poslednich letech
pfedstavena, se potvrzuje, Ze sacharidy obsaZené v médiu vyrazné ovliviiuji cely proces SEZ.
Pro jednotlivé kroky SEZ konkrétniho druhu jehliénanu mohou byt optimalni rizné druhy
sacharidd v riznych koncentracich (napf. Schuller et al., 2000). Béhem zrani je poZzadavek SE
na druh sacharidu u jednotlivych druhti jehli¢nani vyrazné variabilngjsi oproti fazim predeslym
a naslednym, kdy je obvykle aplikovana sachar6za. Druh a koncentrace sacharidu, pfipadné
jeho hydrolyza kulturou pfimo v médiu, jako v pfipadé sachardzy, muze ovlivnit vyslednou
hladinu zasobnich latek zralych SE (Iraqi a Tremblay, 2001a). Také pozitivni vliv aplikovaného
PEGu do maturaéniho média hybridu Abies alba x A. numidica byl zavisly na pouzitém druhu
sacharidu v médiu (Salaj et al., 2004).

Koncentrace aplikovanych sacharidd do media, napfiklad sachar6zy, se pohybuji
zpravidla v rozmezi od 1 % do 6 % (Lipavska a Konradova, 2004). Sachardza je stale nej¢astéji
aplikovanym sacharidem do médii v SEZ. To plati zejména pro dlouhodobé& zkoumany rod

Picea. Jinak je tomu u rodu Abies, kde existuje relativné vysoka druhova variabilita v preferenci



Literarni pfehled

sacharidi pro optimalni zrani SE (maltoza- napt. Abies nordmaniana (Nergaard, 1997); hybrid
Abies alba x Abies numidica (Salaj et al., 2004); laktoza- (Abies alba- Schuller a Reuther, 1993;
Schuller et al., 2000)). Maltéza je stale Castéji pouzivanym sacharidem v maturadnim médiu
SEZ konifer, a to nejen u druhii rodu Abies, ale i dalSich (napi. Chamaecyparis obtusa
(Taniguchi et al., 2004); Araucaria angustifolia (Steiner et al., 2005); Pinus nigra (Salajova et
al., 1999); Pinus taeda (Carpenter et al., 2000; Pullman et al., 2003)). Preference maltézy by
mohla byt dana jeji mozZnou pomalejsi hydrolyzou oproti situaci u sacharézy (Scott et al,
1995). Nergaard (1997) se domniva, Ze rychly metabolizmus sachar6zy miize vést u nékterych
kultur az k hypoxii a nasledné kumulaci etanolu, a tim pisobit toxicky. Jinou hypotézu zastavaji
Blanc et al. (2002), kde vlivem pomalé hydrolyzy by niz§i hladina hex6z mohla byt
biochemickym faktorem orientujicim metabolismus smérem k SEZ.

PrestoZe spravny vybér sacharidu je pro pribéh SEZ esencialni, ziistava zatim neznamo,
jakymi mechanismy tyto sacharidy vyvoj SE ovliviiuji. To je také dano multifunkénosti
sacharidd v rostlinach. V prvni fadé slouzi SE jako zdroj energie a uhlikovych skeletd. Také
predstavuji signalni molekuly, které jsou schopné aktivovat sloZitou signalni transdukeni sit,
ktera ovliviluje expresi genii v embryich, a tim usmériuje pribéh SEZ (vice viz. Skala, 2006).
Sacharidy maji funkci osmotika a jsou jednou z ochrannych slozek pfi protekci bunéénych
struktur embryi v priibéhu desikace a v jinych situacich, kdy dochazi k poklesu obsahu vody
v pletivech. (viz kap. 2.5.1.2))

2.2.4. Extracelularni latky

Arabinogalaktanové proteiny, ale i enzymy (B-1,3-glukanasy; thaumatiny, invertasy)
jsou sekretovany zbunék kultury a vyrazn€ ovliviiuji vyvoj embryi. Arabinogalaktanové
proteiny (AGP) pfedstavuji skupinu na hydroxyprolin bohatych proteoglykani pfitomnych
v bunééné stén€, plazmatickych membranach a b&hem kultivace se uvolfiuji do média (vice
Rumyantseva, 2005). Ovliviiuji bunéné déleni, dlouzivy rist bun€k (Showalter, 2001) a také
diferenciaci bunék (Kreuger a van Holst, 1993). Aplikace extrahovanych AGPs z média, na
némz je kultivovana kultura s vysokym embryogennim potencidlem, nebo ze semen miize
zvysit embryogenni potencial jiné kultury (Daucus carota- Kreuger a van Holst, 1993; van
Hengel et al., 2001; Picea abies- Egertsdotter a von Arnold, 1993, 1995).

AGP mohou byt substraty pro chitinazy (Sté€peni vazby p-1,4-N-acetyl-D-glukosamin).
Prav€ oligosacharidy odstépené od AGP chitinasami by mohly byt signalnimi molekulami
pozitivné ovliviiujici SEZ (van Hengel et al., 2001). Chitinaizy mohou také $tépit rhizobialni
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Nod faktory (Staehelin et al., 1994) a jiné lipo-chito-oligosacharidy (LCOs) (Dyachok et al.,
2002). U embryogennich kultur smrku ztepilého byla prokazana sekrece lipofilnich molekul
s nizkou molekularni hmotnosti (pravdépodobné LCOs) sensitivnich k chitinazam (Dyachok et
al., 2002). Napiiklad Nod faktory podporuji ¢asné faze SEZ Picea abies (Egertsdotter a von
Arnold, 1998; Dyachok et al., 2000), kde mohou nahradit ulohu auxinu a cytokininu ve
stimulaci buné&¢ného déleni (Dyachok et al., 2000).

Iraqi et al. (2005) zjistili, Ze zrajici embryogenni kultura Picea mariana uvoliuje do
média protein schopny S§tépeni sachar6zy na hex6zy s molekularni hmotnosti blizkou
apoplastické invertase. V pfedchozi praci Iraqi a Tremblay (2001a) u Picea mariana a Picea
glauca zjistili, Ze zminéna hydrolyza sachar6zy v médiu ma pravdépodobné za nasledek vyssi
vytézek embryi se zvySenou hladinou zasobnich proteinti s naslednou vys§i frekvenci kliCeni.
Domnivaji se, Ze sacharoza a jeji hydrolyza v médiu generuji signal, ktery zvySuje expresi gend
vedouci ke kumulaci zasobnich proteini.

Ve tedy naznaduje tomu, Ze latky uvoliované kulturou do média signalizuji nebo se na
produkci signalu podileji a vyrazné ovliviiuji SEZ. Vyznamnou roli by zde mohly hrat
chitinazy, u nichz byla prokazana uzka korelace mezi vyvojovym stadiem SE a exprese
specifickych chitinaz (Mo et al., 1996; Dyachok et al., 2002). Také vzhledem k dynamice AGPs
b&hem vyvoje embryi 1ze pfedpokladat i zde vyvojovou regulaci (van Hengel et al. 2002).

2.3. Akumulace zisobnich litek béhem zrani SE jehli¢nanu

Produktem faze zrani SEZ konifer jsou zrala SE morfologicky odpovidajici ZE, ktera by
méla mit dostate€né mnozstvi uloZenych zasobnich latek. Semena konifer ukladaji své zasobni
latky pfevazné ve formé lipidi (triacylglyceroli= TAG) v lipidovych (Attree a Fowke, 1993;
Grigova et al.,, 2007) a proteini v proteinovych (Hakman., 1993a; Misra et al., 1993; Misra,
1994) téliscich. Dale v mensi mife ve formé skrobu (Joy et al., 1991) a rozpustnych sacharidi
(Downie a Bewley, 2000). Podobna situace je i u SEZ. K ukladani zasobnich latek dochazi
v prib&hu a pfedevsim v pozdnéjsich fazich zrani SE (Stasolla et al., 2002).

Cilem experimentatorii je dosaZeni SE s adekvatnimi hladinami zasobnich latek a jejich
sloZzenim jako u ZE (Attree a Fowke 1991; Attree et al., 1992). Nejdulezit&jsim zasobnim
organem semene konifer je megagametofyt, bez néhoz napf. extirpovana ZE Picea glauca &i
Pinus radiata na médiu bez sachar6zy nejsou schopna kli¢it (Carrier et al., 1997; Lin a Leung,
2002a,b). SE se museji s absenci megagametofytu, a¢ snahou experimentatoru je alespoii

nékteré jeho funkce sloZzenim media nahradit, vyrovnat. Hladiny zasobnich latek vztaZené na
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jednotku suché hmotnosti embrya mohou byt u SE i ZE stejné, absolutni hodnoty ¢&asto
vzhledem k nékolikanasobné velikosti SE oproti ZE jsou vy$§i, coZz miZe vést k Eastedné
kompenzaci absence megagametofytu u SE. Zasobni latky jsou vyuzivany béhem klieni, které
pro embryo pfedstavuje energeticky velice naroény proces. B€hem zrani SE nedochazi pouze
ke kumulaci zasobnich latek, ale je pro né€ charakteristicka ur€ita dynamika (Vookova et al,,
1998; Stasolla et al., 2002, Grigova et al., 2007).

2.3.1. Zasobni proteiny

Studie zasobnich proteini mnoha druhi konifer odhalily, Ze proteinova téliska obsahuji
proteinovou matrix (= ve vodé rozpustné proteiny) a dale ve vodé nerozpustné krystalické a
globularni proteiny (Attree a Fowke, 1993; Misra 1994). Krystalické proteiny patfi mezi hlavni
zasobni proteiny semen konifer (Attree a Fowke, 1993; King a Gifford, 1997; Brownfield et al.,
2007). Obsahuji proteiny ze skupiny legumind s molekularni hmotnosti okolo 55 kDa, které se
skladaji nejméné ze dvou podjednotek o 35 kDa a 22 kDa vazanych sulfidickou vazbou. Nékdy
mohou byt pfitomny podjednotky o 42 a < 14 kDa (Hakman et al., 1990; Misra a Green, 1991,
Hakman, 1993; Misira 1994). Semena smrku ztepilého obsahovala jesté malé mnozstvi proteinu
0 28 kDa (Hakman, 1993). Dominantnim rozpustnym proteinem je protein 45-47 kDa (Misra
1994, Klimaszevska et al., 2004). Vyjimku v &eledi Pinaceae predstavuje rod Abies, jehoz
semena nesyntetizuji zminény protein o 55 kDa (Jensen a Chen 1991; Vookova et al., 1998).
Jisté rozdily v syntéze zasobnich proteind existuji i mezi druhy v ramci rodu Abies (Kormutak
et al., 2006).

V zasobnich proteinech semen mnoha druhu konifer je majoritni aminokyselinou arginin
(King a Gifford, 1997, Silveira et al., 2004). Jeho pfitomnost a metabolismus muze sehravat

dulezitou ulohu v regulaci kli¢eni (vice napf. Silveira et al., 2004).

2.3.2. Lipidy

Dalsimi duilezitymi zasobnimi latkami semen konifer jsou lipidy- triacylglyceroly
(TAG) (Feirer et al., 1989; Hakman et al., 1993a). Casny vyvoj SE Picea abies je doprovazeny
naristem hladiny celkového obsahu lipidd s maximem v obdobi formovani déloh, poté dochazi
k poklesu hladiny (Grigova et al., 2007). Pfevazna ¢ast TAG je u semen konifer uloZena v
megagametofytu (Pinus taeda 80 %- Stone and Gifford, 1999; Picea glauca 90%- Attree et al.,
1992). Piesto tvoiily TAG az 40 % z hmotnosti susiny ZE Pinus taeda (Stone a Gifford, 1999)
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a 50% z Cerstvé hmotnosti ZE Picea abies (Feirer et al., 1989). Attree a Fowke (1995) se
domnivaji, Ze uspé$né prob&hne konverze takovych SE konifer, ktera maji obsah vody mezi 10-
32 % z erstvé hmotnosti, hmotnost susiny o 30-600 % a obsah lipidii 0 50-700 % vyssi neZ ZE.
Ukazalo se ovSem, ze hladiny TAG u ZE Picea abies se zna¢né li§i mezi semeny z riznych
sezon (Grigova et al., 2007). Daleko stabiln&ji se chova druhové a pomérové zastoupeni
mastnych kyselin v TAG, které je ¢asto podobné mezi SE a ZE (Picea glauca- Attree et al.,
1992; Picea glauca engelmanii complex- Carrier et al., 1997, Picea abies- Grigova et al.,
2007). Aplikace PEG béhem zrani SE Picea abies podobnost jesté prohlubuje (Grigova et al.,
2007). Grigova et al. (2007) se domnivaji, Ze poméry jednotlivych mastnych kyselin jsou pro

nasledny vyvoj embryi vyznamnéjsi, neZzli jejich kone¢na hladina.

2.3.3. Skrob

Skrob je polysacharid, ktery se zagina hromadit v embryich ze vSech zasobnich latek
nejdfive (Stasolla et al., 2002). SE Picea glauca i Picea mariana kumulovala Skrob pfedevsim
bé&hem prvnich dvou tydnt zrani, poté se hladina Skrobu jiz nenavySovala (Iraqi a Tremblay,
2001b). U jiné embryogenni linie Picea glauca ukladala SE na rozdil od ZE velka mnoZstvi
Skrobu na ukor ostatnich zasobnich latek (Joy et al., 1991). Naopak béhem vyvoje SE Picea
abies predstavoval §krob mensinovou East spektra sacharidii s tendenci k poklesu v zavéru zrani
embryi. Vysokou hladinu $krobu zde vykazovala zrala SE nestandardniho tvaru s tendenci ke
kalusovaténi (Lipavska et al., 2000a). U semen mnoha druhti konifer predstavuje Skrob spise
minoritni sloZzku zasobnich latek (Misra, 1994).

2.3.4. Rozpustné sacharidy

Sachar6za

Sachar6za je povazovana za dofasnou formu zasobniho sacharidu rostlinnych bunék.
V pozdné&jsich fazich zrani SE se zvySuje vakuolarizace bunék (Svobodova et al, 1999),
v nichZ je zasobni pool sachar6zy u rostlin uskladnén (Pollock a Kingston-Smith, 1997). Pravé
vakuolarizace bunék by mohla byt duleZitou podminkou kumulace sacharézy v izolovanych SE
Picea abies (Lipavska et al., 2000a). Dynamika hladin sachar6zy béhem zrani SE konifer je
velmi vyrazna. A¢ je sacharéza prevaZzujicim rozpustnym sacharidem u zralych SE konifer, v

ranych fazich zrani SEZ je situace odlisna.
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V ranych fazich vyvoje SE smrku pfevazuje mohutné bun&lné déleni doprovazené
diferenciaci a tvorbou embryonalnich struktur, pro které je typickd vysoka aktivita invertaz
doprovazena zvySenou koncentraci hex6z (Iragi a Tremblay, 2001b; Konradova et al., 2002).
Sachar6zasyntaza (SuSy) — glykozyltransferaza katalyzujici vratnou konverzi sacharozy ve
fruktozu a UDP-gluk6zu za piitomnosti uridinfosfatu (UDP) (Sturm a Tang, 1999), v této fazi
sehrava zfejmé& méné duleZitou ulohu oproti invertazam (Iraqi a Tremblay, 2001b). Posléze (po
dvou tydnech zrani) dochazi ke sniZeni aktivit invertaz na minimum za sou¢asného vzestupu
aktivity SuSy lokalizované predevsim v centru SE (Konradova et al, 2002), ¢i setrvani jeji
aktivity na stejné hladiné (Iraqi a Tremblay, 2001b). Zaroveri dochazi ke zvySeni poméru
sachar6za:hex6zy za sou¢asného sniZeni celkového obsahu sacharidi (Konradova et al., 2002).
U SE Picea mariana byla prokazana schopnost pfijimat sacharosu b&éhem zrani pfimo z média,
ale vyznam pfijmu na celkové hladiné sachar6zy v butice u SE pfi realném zrani SE urcen nebyl
(Iraqi et al., 2005). V médiu dochazi béhem zrani SE smrku, ale i dal$ich konifer (Pseudotsuga
menziesii- Taber et al., 1998) k rychlé hydrolyze sachar6zy (Tremblay a Tremblay, 1995;
Kubes, 2004; Iraqi et al., 2005; Drazna, 2006) vlivem pfitomnych kyselych invertaz (Iraqi et al.,
2005). Pravé kwili nizké koncentraci sacharozy v okoli SE (zbytkova ESM) Picea abies
Lipavska et al. (2000a) odhaduji, Ze by vysledna koncentrace sachar6zy v SE mohla byt dana

pfevazné resyntézou z pfijatych hexoz.

Oligosacharidy rafin6zové fady (?)

Invertazy mohou svoji aktivitou zasahovat také do metabolizmu jinych neredukujicich
sacharidi s pfedpokladanou zasobni funkci- oligosacharidi rafinézové fady (RFO) (Downie a
Bewley, 2000), které jsou hlavnim pfedmétem této prace. Ukazalo se, Ze RFO mohou byt u
nékterych SEZ konifer kumulovany jiz v zavéru zrani (napf. Carpenter et al., 2000). Jejich
kumulace je vSak spojovana predev§im s pusobenim postmaturanich oSetfeni na SE-
desika¢niho (Bomal et al., 2002; Konradova et al., 2003) ¢&i chladového na jiz zrala SE
(Konradova et al., 2003).

2.4. Metabolismus oligosacharidi rafinézové rady u rostlin

Oligosacharidy rafindzové fady (RFO) jsou bézné se vyskytujici rozpustné sacharidy
vysSich rostlin obsaZzené pfevazné v zasobnich organech a semenech (Bachmann et al., 1994;
Obendorf 1997, Muzguiz et al., 1998). Jednad se o skupinu derivatd sachar6zy, na niz je
v poloze a-1,6 navé$en rizny podet galaktozylovych zbytki (a-1,6-galaktozyls-sach; 1 < n <
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cca 7, rafin6za- n=1; stachyoza- n=2; verbask6za- n=3; ajugéza- n=4) (Obendorf et al., 1997).
V rostliné mohou existovat aZ tfi na sobé relativné nezavislé pooly RFO- transportni, stresovy a
zasobni. RFO jsou transportované v nékterych rostlinach na dlouhé vzdalenosti (Lalonde et al.,
2003; Hannah et al., 2006) a mohou byt ukladany jako zasobni latky (Keller a Matile, 1985;
Keller, 1992). Dale se zfejmé& jedna o slozku tolerance k desikaci (Downie a Bewley 2000,
Bomal et al., 2002), chladu a mrazu mnohych rostlin (Hinesley et al., 1992; Bachman et al,,
1994; Lipavska et al., 2000b; Konradova et al., 2003).

2.4.1. Biosyntéza RFO

Potencial syntézy RFO je patrné roz§ifeny skrze celou rostlinnou fisi. Biosyntéza RFO
zalina reverzibilnim prenosem galaktozylového zbytku zvhodného donoru na molekulu
sachar6zy za vzniku rafinézy v pfitomnosti rafin6zasyntazy. Vyssi stupné RFO mohou byt
syntetizovany obdobné, a to postupnym pienosem galaktozylovych zbytkii z vhodného donoru
na jiz existujici RFO za pfispéni pfislusnych galaktozyltransferaz (Keller a Pharr, 1996;
Peterbauer a Richter 2001). Syntéza RFO za pfimého vyuziti UDP-galakt6zy neni u rostlin
znama.

Nejcast&jsim donorem galakt6zovych (gal) zbytku pro syntézu RFO je galaktinol [O-0-D-
galaktopyranozyl-(1—1)-L-myo-inositol]. Tento cytoplazmaticky galaktozylcyklitol myo-
inositolové fady vznika syntézou z myo-inositolu a UDP-galaktozy (Senser a Kandler, 1967) za

katalyzy galaktinolsyntaz (GolS) (Liu et al., 1995; 1998). GolS jsou extravakuolarni enzymy,

ziejm& cytozolické (Bachman a Keller, 1995), které vyzaduji ke své aktivit& pritomnost Mn?".
GolS, jejichz pofet je u riznych rostlin rozdilny, patii mezi nejlépe prozkoumané enzymy
podilejici se na syntéze RFO. Na vysledné hladiné galaktinolu v riznych organech (Sprenger a
Keller, 2000) a rozdilnych ontogenetickych stadiich rostliny mohou mit rizny podil aktivity
jednotlivych golS (Liu et al., 19987?).

Rafinéza je syntetizovana za ucasti rafin6zasyntaz (RFS) (Lehle a Tanner, 1973). RFS
jsou nestabilni enzymy v podminkach in vitre. 1 z tohoto diivodu patii k nejméné probadanym
enzymim syntézy RFO (semena Vicia faba- Lehle a Tanner, 1973; Ajuga reptans- Bachman et
al., 1994; Peterbauer et al., 2002a,b; Oryza sativa- Li et al., 2007). RFS jsou ziejmé cytozolické
enzymy s pH optimem 6,5-7, které se pravdépodobné nepodileji na syntéze vyssich stupiit RFO
(Peterbauer a Richter, 2001).

Stachydzasyntazy (STS) (Peterbauer a Richter, 1998; Peterbauer et al., 1999) se kromé

syntézy stachyozy mohou podilet i na syntéze vys§ich stupfit RFO tzv. ping-pongovym
mechanizmem (Peterbauer et al, 2002b):. syntéza stachyozy u semen hrachu zahrnuje
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pfechodnou formu enzymu (E-gal), kde je na STS navazan galaktozylovy zbytek (Richter et al.,
2000). Tato reakce, stejné jako vSechny ostatni reakce syntézy RFO, je vratna (Haritatos et al.,
1996). Pokud reakce syntézy stachyozy probiha ve sméru jeji degradace, vznika E-gal, ktery je
STS schopna navazat na jinou molekulu stachydzy za vzniku verbaskozy (Peterbauer et al.,
2002b; 2003). Tato reakce je tedy (zdanlivé) na galaktinolu nezavisla a velmi pfipomina GGT
aktivitu viz. nize. pH optimum STS se pohybuje mezi 6,5-7. Podil STS na hydrolyze RFO
v ranych fazich kli¢eni ziistava zatim nejasny (Peterbauer a Richter, 2001).

Ve vakuolach mezofylu Ajuga reptans byl nalezen enzym se schopnosti pfenosu
terminalniho a-galaktozylového zbytku na jinou molekulu RFO (Bachman et al., 1994). Touto
tzv. galaktan:galaktangalaktozyltransferazovou (GGT) aktivitou vznikd molekula RFO o jeden

galaktozylovy zbytek bohatsi a druha o jeden chudsi, a to bez ucasti galaktinolu. Tato aktivita je
dilezita z hlediska pfedstavy, Ze galaktinol je povaZzovan za vyluéné extravakuolarni molekulu
(Keller, 1992). Zminéna aktivita byla doposud nalazena pouze v listech u rostlin z Celedi
Lamiaceae (Bachman et al., 1994; Gilbert et al., 1997, Tapernoux-Liithi et al, 2004, 2007), u
nichZ byly detekovany RFO nejvysSich fadu.

Vedle RFO se mohou v nékterych semenech, pfedevs§im lu§ténin, vyskytovat jesté jiné
a-galaktozidy- galaktozylcyklitoly. Syntéza galaktozylcyklitoli je analogicka syntéze RFO,
pouze vychozi molekulou, na kterou jsou navéSovany galaktozylové zbytky, neni sachar6za, ale
jeden z cyklitold (myo-inositol (galaktinol je fazen do této skupiny sloucenin), D-pinitol, D-
chiro-inositol, D-ononitol) (Obendorf, 1997). Galaktozylcyklitoly jsou ziejmé syntetizovany
(metabolizovany) stejnym setem enzymu jako RFO (Peterbauer a Richter, 1998; Peterbauer et
al., 1998; Peterbauer a Richter, 2001; Lahuta et al., 2005 a,b, 2006; Ueda et al., 2005). GolS
nékterych rostlin mohou vyuzivat napfiklad D-chiroinozitol jako akceptor gal zbytku (Obendorf
et al., 2004; Lahuta et al., 2005 a,b; Ueda et al., 2005) ale nikoli D-pinitolu ¢i D-ononitolu.
Syntézu pfislusnych galaktozylcyklitoli D-pinitolu a D-ononitolu mohou zprostfedkovat
né&které RFS a STS, které mohou pfenaset gal zbytky z galaktinolu na jiné cyklitoly (RFS na D-
pinitol a D-ononitol (Peterbauer et al., 2002a); STS na D-pinitol, D-ononitol (Hoch et al., 1999;
Richter et al, 2000; Obendorf et al., 2004; Lahuta et al., 2005a; Ueda et al., 2005) ¢i sequyitol
(Richter et al, 2000)). STS mohou pro syntézu stachyosy & digalaktozylcyklitold misto
galaktinolu vyuzit jiné galaktozylcyklitoly jako donory gal zbytkd (Peterbauer et al,, 1998;
Richter et al, 2000). Galaktinol je zfejmé hlavnim zdrojem gal zbytkl, ale v nékterych
pfipadech nemusi byt tedy jedinym. Toto vSe muze regulaci syntézy RFO zna¢né zkomplikovat.

Také u ZEZ konifer byla naméfena pfitomnost D-pinitolu ve vyvijejicich se semenech Picea
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abies (Gosslova et al., 2001) a Pinus taeda (Pullman a Buchanan, 2008), ale pfislusny
galaktozylcyklitol detekovan nebyl.

2.4.2. Degradace RFO

Existuji dvé mozné cesty degradace RFO S§tépici oligosacharidy zjejich opacnych
koncd: 1) Postupna (exogenni) hydrolyza vazeb 1,6- kterymi jsou o-galaktosylové zbytky
vRFO vazany, je katalyzovana o-galaktozidazami (tyto enzymy Ize inhibovat 1-
deoxygalaktonojirimycinem (DGJ) (Asano et al., 2000; Blochl et al., 2007)); 2) vlivem aktivity
B-fruktofuranozidaz s pH optimem rovnym 4,5-5 (kyselé invertazy), které §tépi vazbu mezi
molekulou fruktozy a gluk6zy v RFO a vyskytujici se v bunécné sténé€ a vakuole (Sturm, 1999).

Podle pH optima lze rozdélit a-galaktozidazy na kyselé a alkalické. Jedna se o enzymy
se Sirokou substatovou specifitou S§tépici o-galaktozidy v buiice (od rafindzy az po
galaktomanany). a-galaktozidazy zajistuji degradaci RFO vranych fazich kli€eni semen
(Blochl et al.,, 2008). NaCasovani exprese (pfitomnost jiz ve zralém semeni x exprese aZ po
imbibici semene) a pfispéni kyselych a alkalickych a-galaktozidaz na degradaci RFO béhem
kli¢eni se pravdépodobné lisi v zavislosti na anatomické stavbé semene a charakteru rozloZeni
zasobnich latek vném a v ohledu na mnoZstvi galaktomanani pfitomnych v bunétné sténé
(Blochl et al., 2008).

Naslednym krokem katabolizmu RFO je fosforylace produkované galaktozy
galaktokinazami za vzniku galakt6za-1-P (Pazur et al., 1962). Galakt6za-1-P je metabolizovan
na UDP-galaktézu (vice viz. Feusi et al., 1999; Dai et al., 2006), z nizZ cestou epimerazové
reakce vznika UDP-glukdza, tedy substrat dilezity napf. v metabolizmu bun&né stény, nebo
substrat pro SuSy (Sturm a Tang., 1999). UDP-glukéza muze byt pfipadné pfeménéna na
gluk6ézu-1-P. Vznikaji tak dva hlavni substraty cukerného metabolizmu (UDP-glukéza a
gluko6za-1-P) (Feusi et al., 1999).

2.4.3. Faktory ovlivitujici hladiny RFO v rostlinné buiice

Hladina jakékoli latky v buiice je dana vysi (rychlosti) jeji syntézy a degradace, importu
a popiipad€ jejiho exportu. RFO se zalinaji obvykle kumulovat v pozdnich fazich zrani
semene. Samotné embryo je patrné syntézy RFO schopné, coz dokazuji mnohé prace zabyvajici
se SEZ (Carpenter et al,, 2000; Bomal et al., 2002; Konradova et al., 2003). Faktoru, které
navozuji zvySeni hladiny RFO, je vicero, ale vé&tSinou se jedna o takové podminky prostiedi, pfi

kterych je potfebna ochrana bunéénych struktur rostliny proti poniceni.
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2.4.3.1. Aktivita galaktinolsyntiz

Jiz dlouhou dobu je aktivita (hladina exprese) GolS mnohymi autory povaZovana za
klicovy regula¢ni bod syntézy RFO (Saravitz et al., 1987; Keller a Pharr, 1996; Taji et al,,
2002; Zuther et al.,, 2004; Blochl et al,, 2005; Peters et al,, 2007), ktery reguluje mnoZstvi
vstupujiciho uhliku do této syntézy (Keller a Pharr, 1996). K tomuto zavéru pfispiva i
skuteCnost, Ze zatim nebyla nalezena jina funkce galaktinolu v rostliné, nezli jiz zminény
transport gal zbytkti. U Arabidopsis thaliana bylo objeveno 7 geni GolS (Taji et al.,, 2002).
Exprese a aktivita né€kterych z nich jsou indukovatelné chladem, jiné suchem &i zasolenim (Taji
et al., 2002), tepelnym Sokem (4. thaliana, listy- Panikulangara et al., 2004) ¢i ABA (Taji et al.,
2002; SE Medicago sativa- Blochl et al., 2005). U jednoho znich byly objeveny etylén-
responzivni elementy a svétlo-responzivni elementy (Panikulangara et al., 2004). Lze se proto
domnivat, Ze regulace exprese GolS pfedstavuje misto stfetu mnoha signalizatnich drah

reagujicich na stav prostfedi v némz se rostlina nachazi.

2.4.3.2. Regulace syntézy RFO hladinami pFislu$nych substratu

Ne vzdy byla pozorovana tésna spojitost mezi aktivitou GolS a vyslednou hladinou
RFO. U semen dvou kultivari hrachu s riznym kvalitativnim i kvantitativnim zastoupenim
RFO nebyl prokazatelny rozdil mezi mirami exprese golS ani aktivitami pfisluSnych GolS.
Navic aktivity GolS byly 50 az 150krat vyssi, nezli hladina potfebna pro syntézu pfitomnych
RFO (Peterbauer et al., 2001). Uzky vztah také nebyl prokazan mezi aktivitami GolS a
pfitomnosti rafinézy v semenech rajéete (Downie et al., 2003). Dokonce naméfené aktivity
GolS jen mimé& korelovaly s hladinami galaktinolu naméfenymi u semen sedmi genotypu
hrachu (Karner et al., 2004). Zde se autofi domnivaji, Ze je vysledna hladina RFO spise
urCovana endogennimi hladinami myo-inositolu. Tuto domnénku také podporuje zjisténi, ze
sniZzeni endogenni hladiny myo-inositolu u listd bramboru vedlo ke sniZeni hladin galaktinolu a
RFO (Keller et al., 1998). Pokud byla navySena endogenni hladina myo-inositolu jeho
exogennim dodanim u semen hrachu, doslo ke zvySeni hladiny galaktinolu. To prokazalo, ze v
semenech byla pfitomna dostate¢né vysoka aktivita GolS pro syntézu galaktinolu z dodaného
myo-inositolu (Karner et al., 2004). Tyto prace a dalsi (Peters et al., 2007) naznaluji, Ze spiSe

hladina myo-inositolu, nezli hladina enzymu, kontroluji syntézu galaktinolu. V pfipadé semen
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sedmi genotypii hrachu s rozdilnymi endogennimi hladinami myo-inositolu byl také nalezen
relativné té€sny vztah mezi hladinou sacharézy a vyslednou hladinou RFO. Autofi se proto
domnivaji, ze regulace syntézy RFO je zde spiSe spjata s primarnim metabolizmem rostliny
skrze hladiny myo-inositolu, sachar6zy a UDP-galaktozy, nezli skrze aktivitu GolS (Karner et
al., 2004). Lze si ale pfedstavit, Ze situace miZe byt v riznych rostlinach, organech nebo

dokonce jejich vyvojovych stadiich rizna.

2.4.3.3. Ovlivnéni syntézy RFO syntézou ostatnich galaktosylcyklitolu

U rostlin, které vedle RFO syntetizuji v semenech jiné galaktozidy (semena Pinus taeda
zieymé syntetizuji fagopyritol B1 (Pullman a Buchanan, 2008)), se zda, Ze by v pfipadé€ jejich
paralelni syntézy se syntézou RFO mohlo jit o enzymatickou kompetici mezi nimi (Lahuta et
al., 2005a). O tom, jaké cyklitoly se pfednostné stanou akceptory a-galaktozylovych zbytkd, by
tak mohla rozhodovat jejich molekularni struktura a endogenni hladina (Lahuta et al., 2005a,b).
Pravé GolS by mohla regulovat rozdélovani galaktozylovych zbytkii mezi cesty syntézy RFO a
fagopyritolt (tj. galaktozylcyklitoli odvozenych od D-chiro-inositolu) napfiklad v semenech
s0ji (Lahuta et al., 2005a).

Forma galaktozidi v semeni &asto odpovida aktualnimu zastoupeni cyklitoli ve
vegetativni Casti rostliny (Kuo et al., 1997; Horbowicz et al., 1998; Hoch et al., 1999). U s6ji
jsou galaktopinitoly pfirozenou soucasti semen, neexistuje vS§ak Zadny dukaz o syntéze pinitolu
v semenech (Gomes et al., 2005). Jisté zajimavé je srovnat tuto situaci se situaci u smrku
ztepilého. Gosslova et al. (2001) se domnivaji, Ze pfevazna &ast pinitolu b&hem vyvoje semen
Picea abies byla lokalizovana predev§im v megagametofytu. V pfipadé SE Picea abies
pfitomnost pinitolu detekovana nebyla (Gosslova et al., 2001). Aplikace nékterych cyklitolu u
semen rostlin, u kterych se bé&€zné tyto formy nevyskytuji, vedly k syntéze pfislusnych a pro
danou rostlinu nepfirozenych galaktozylcyklitold (Lahuta et al., 2005a,b). Dulezitou roli
v fizeni biosyntézy galaktozidi u semen, by tak mohla sehravat matefska rostlina vlivem

regulace syntézy a transportu téchto latek do semen (Lahuta et al., 2005b).

2.5. Postmaturaéni oSetieni SE konifer, kumulace RFO

Dalsi vyvoj zralych SE je do zna¢né miry determinovan UspéSnosti prib&hu predeslych fazi
SEZ. Zrala SE se nejen morfologicky, ale také fyziologicky pfiblizuji ZE. I pfesto je konverze

v rostlinu u takovych SE &asto neuspé$na. Situaci lze zvratit vlivem plsobeni postmaturaénich
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oSetfeni, nejCastéji desika¢nim, pfipadné chladovym, které SE fyziologicky jesté vice pfiblizuji

zygotickému protéjsku, napfiklad kumulaci oligosacharidi rafin6zové fady.

2.5.1. Tolerance k desikaci

Rizna mira dehydratace (desikace) pletiv je pfirozenou slozkou konce vyvoje
ortodoxnich semen. MiZe vést aZ k dosaZeni anhydrobiotického stavu, ktery umoziiuje preckani
nepfiznivych podminek za zna&né snizené metabolické aktivity a je dilezitym obdobim
pfechodu semen od reZimu zrani k rezimu kli¢eni (Kermode a Bewley, 1985).

Molekuly vody vbufice maji zasadni vyznam pro zachovani stavby bunéinych
membran a nativnich konformaci pfevazné vétsiny proteini. V disledku snizujiciho se obsahu
vody v burikach a poklesu jejich objemu narista poet nezadoucich interakci mezi molekulami
a nebezpe¢né narista riziko mozného poniCeni bunéénych ultrastruktur (Senaratna a McKersie,
1983; Leprince et al., 1999; Hoekstra et al., 2001). Z tohoto duvodu dochazi v ortodoxnich
semenech k indukci komlexu sou¢inné pusobicich ochrannych faktori (Reisdorph a Koster,
1999), coz zpisobuje znaéné zmény na Grovni regulace genové exprese, zmén metabolismu a
nékdy i anatomie samotnych bunék (Xiong a Zhu, 2002). Indukce tolerance k desikaci je
v semeni pfedprogramovana a vyvojové regulovana a jeji poCatek je pravdépodobné dan

faktory pochazejicimi z matetské rostliny (Bewley a Black., 1994).

2.5.1.1. Indukce tolerance k desikaci u semen a SE jehli¢nani

Ortodoxni semena nabyvaji plné tolerance k desikaci v obdobi vrcholici kumulace zasobnich
latek. Pond et al. (2002) ukazali, Ze schopnost zrajicich SE Picea glauca reagovat na induké&ni
podminky pro ziskani plné tolerance k desikaci (zde 5°C) vzrustala s dosaZenym vyvojovym
stadiem zrajicich SE. Tolerance k desikaci je obecné u SE indukovana aplikaci ABA (béhem
zrani SE konifer se jedna o béznou slozku média) v kombinaci s plsobenim subletalniho
stresoru. Napfiklad podminkou pro ziskani plné tolerance k rychlé desikaci u SE Picea mariana
byl pozvolny pokles obsahu vody ve zralych SE béhem prvnich 48h pfi relativni vzdu$né
vlhkosti (RH) = 97% (Bomal et al., 2002). U SE Picea glauca byla indukovana tolerance k
desikaci péti az osmitydennim zranim na médiu obsahujicim 16uM ABA a 7,5% PEG (M=
4000). Po dosazeni niz§iho obsahu vody nez 55 % SE tolerovala rychlou desikaci (Attree et al.,
1995). Také SE Picea abies zrajici na médiu obsahujicim 16uM ABA a 7,5% PEG, tolerovala
desikaci i pfi velmi nizké RH= 31%, nesméla vak byt piedtim oddélena od zbytkové ESM
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(Gorbatenko a Hakman, 2001). Desikace, ktera vedla ke snizeni obsahu vody na hladinu 10 %
béhem 48 hodin, byla tolerovana SE Picea mariana po pétitydennim zrani na médiu
obsahujicim 6% sachar6zu (Bomal a Tremblay 1999).

Chladové oSetieni SE Picea glauca vedlo kromé jiz zminéné plné tolerance k desikaci
(Pond et al., 2002) také ke zvySeni tolerance SE k mrazu (von Aderkas et al., 2007). To
napovida, Ze mechanizmy tolerance k desikaci a nizkym teplotam mohou byt obdobné. To
odpovida také predstavé, Ze mechanizmy tolerance nizkych teplot mohou byt evolu¢né
adaptované mechanizmy tolerance k suchu.

Zrala SE podstupuji desikaci vystavenim podminkam se snizenou konstantni relativni
vzdusnou vlhkosti oproti situaci v nadobé&, ve které zrala. Toho lze docilit napfiklad umist&nim
SE do wuzaviené nadoby nad hladinu nasyceného roztoku anorganické soli
(RH(Na;HPO4)=97%; RH(Na;CO3)=88%; RH((NH4)2S04)=79%; NHsNO3=63%) (napf.
Bomal a Tremblay, 1999). Mluvi-li se o rychlé desikaci, je tim v ramci SEZ jehlinani minéno
vystaveni otevienych kultivaénich nadobek se SE proudéni vzduchu v laminarnim flowboxu po
urCity ¢as (Bomal et al., 2002; Pond et al, 2002). Jistého stupné desikace lze dosahnout
pomalym desikaénim oSetfenim, kde jsou SE umisténa v uzafené nadobé€ nad navlhéenym

filtracnim papirem desilovanou vodou (Roberts et al., 1991b).

2.5.1.2 Mechanizmy tolerance desikace u semen

Predpokladané pusobeni mechanizmi ochrany bunéénych struktur se li§i v zavislosti na
mife dehydratace pletiv semen nebo SE. Pfi poklesu hladiny pod cca 23 % obsahu vody
v cytoplazmé (jev je zavisly na teploté prostiedi) se charakter pusobeni ochrannych slozek
vyrazné méni, nemluvi se jiz o toleranci k suchu, ale o toleranci k desikaci (Hoekstra et al.,
2001). Desikace je u rostlin tolerovana ortodoxnimi semeny, do jisté miry také semeny
rekalcitrantnimi, ale u téchto semen zavisi na samotném pribéhu nastoleni desikovaného stavu,
pylovymi zrny a vyjime¢né celymi krytosemennymi rostlinami, tzv. poikilohydrickymi (napf.
Peters et al., 2007).

V ortodoxnich semenech po indukci tolerance k desikaci dochazi ke kumulaci nékterych
oligosacharidu- sacharozy, RFO, galaktozylcyklitoli, nebo fruktani a v mensi mife také
cyklitoltd (Obendorf, 1997). Tyto latky jsou spolu snapf. prolinem, glutamatem, glycin-
betainem a cukernymi alkoholy fazeny mezi tzv. kompatibilni soluty, tj. latky, které mohou byt
v burikach pfitomny ve vysokych koncentracich, aniz by negativné ovliviiovaly bunécné

procesy. Pfi toleranci k suchu zamezuji ztratam vody z butiky snizenim vodniho potencialu, a
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tim navozuji tzv. osmotické pfizpisobeni buiiky. Kompatibilni soluty pfi toleranci k suchu ale
udrzuji pfedev§im vodné obaly proteinii a membran, ¢imz zachovavaji nativni konformaci
proteinii a také fluiditu a strukturu membran takzvanym preferenénim vyloudenim (vice viz.
Hoekstra et al., 2001).

Predpokladané mechanismy tolerance k desikaci jsou odli$né. V pletivech je jiz velmi
malé mnozstvi volnych molekul vody, hydrataéni obaly makromolekul mizi. Tolerance se
uCastni pfedevsim sacharidy ve spojeni s LEA proteiny, dale heat shock proteiny (HSP),
antioxidaCni systémy a zfejmé i amfifilni latky (Hoekstra et al., 2001). Redukujici sacharidy,
napf. maltosa a monosacharidy byvaji v desikovanych semenech pfitomny jen v nizkych
hladinach (Horbowicz a Obendorf, 1994).

Sacharidy
Predpoklada se, Ze se sacharidy podileji na ochrané bunéénych struktur béhem desikace

nékolika zpisoby na nékolika urovnich:

m OH-OH interakce Kumulované sacharidy patrn€ mohou svymi OH skupinami nahrazovat
hydratani obaly makromolekul a membran a zastoupit tak jejich funkci, jak ukazuji mnohé
studie s modelovymi systémy in vitro (sacharidy s izolovanymi lipidy, organelami, popfipadé
lysozomy) (Caffrey et al., 1988; Koster et al., 1994; 2000; Xiao a Koster, 2001; Wolkers et al.,
2004). Tuto funkci u rostlin zastava predevsim sacharosa.

m Interakce sacharosa-RFO Hladina sacharézy v burikach semene vlivem syntézy a sniZujici se
hladiny vody miiZze pfesahnou miru, pfi které by mohlo dochazet ke krystalizaci sachardzy
uvniti buiiky (Williams a Leopold, 1989), coz by vedlo ke ztraté jeji ochranné funkce. RFO,
které mohou vyvolavat poruchy krystalizaéni miizky sacharosy, by mohly této krystalizaci
zabranit (Caffrey et al., 1988). I z tohoto divodu je ¢asto uvadéno, Ze pomér RFO:sachar6za
(R/S) je pro ochranu pii desikaci vice kriticky, neZ absolutni hladiny sacharidd (Sauter a van
Cleeve, 1991; Xiao a Koster, 2001).

m stav vitrifikace Pokud hladina vody poklesne v pletivu pod 10 % z hmotnosti suSiny (Koster,
1991; Koster et al., 2000) nebo 30 % Cerstvé hmotnosti, miZe byt v butikach ortodoxniho
semene dosazeno velice komplikovaného stavu tzv. vitrifikace (glassy state), pro ktery je
typicka vysoka viskozita cytoplazmy (Buitink et al., 2008). Navozeny stav vyrazné omezuje
pohyb organel a molekul a zptisobuje pokles metabolické aktivity (Williams a Leopold, 1989;
McKersie, 1996). I zde se zfejmé uplatiiuje funkéni komplex sacharézy a RFQ. Pfitomnost
RFO vedle navySovani viskozity cytoplasmy zvySuje teplotu pfechodu cytoplasmy ze stavu
vitrifikovaného do nezadouciho stavu fluidniho (Bernal-Lugo a Leopold, 1995; Sun, 1997).
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Optimalni pomér R/S udavany pro udrzeni tohoto stavu je 1:5,7 (Koster, 1991; Koster &
Bryant, 2005) ovSem i daleko niz§i pomér- 1:20 byl oznaCen za dostadujici (Lin & Huang,
1994).

m mira metabolické aktivity Leprince et al. (1995, 1999, 2000) ukazuji, Ze mira metabolické
aktivity patfi mezi komponenty tolerance desikace. Domnivaji se, Ze metabolizmus musi byt
zna¢né utlumen pfed dosaZenim plné tolerance k desikaci. Walters et al. (2001) ukazali, Ze
snizeni obsahu vody vedlo k razantné&j§imu poklesu metabolické aktivity u semen k desikaci
tolerantnich oproti netolerantnim. Mezi dal§i pfedpoklad pisobeni RFO béhem desikace patfi
sniZeni dostupnosti monosacharidi vlivem syntézy RFO vedouci k utlumeni respirace, a tim i
metabolické aktivity semene (Leprince et al., 1992; Pammenter a Berjak., 1999).

m ochrana pred reaktivnimi formami kysliku Dilezitou soulasti ochrany rostlinnych pletiv
b&hem dehydratace jsou antioxidacni systémy likvidujici reaktivni kyslikové radikaly (vice
napf. Bailly et al., 2001; Francini et al., 2006; Pukacka a Ratajczak, 2007), které mohou vznikat
vlivem dehydratace nespravnym tokem elektroni v mitochondriich a nasledné peroxidovat
fosfolipidy (Leprince et al., 1994), oxida¢né poskozovat proteiny a nukleové kyseliny. Nelze
opomenout, ze reaktivni formy kysliku v ur€itych hladinach maji v ontogenezi rostlin vedle
zminéné Skodlivé funkce také duleZitou signalni funkci (Bailly et al., 2008). Vedle tradi¢nich
antioxidanich systémd, mohou byt reaktivni kyslikové radikaly zhaeny také polyoly
(Obendorf, 1997).

LEA proteiny
Ke konci zrani a b&hem desikace semena kumuluji tzv. LEA (Late Emryogenesis Abundant)

proteiny (Leal a Misra, 1993; Hoekstra et al., 2001; Wise a Tunnacliffe, 2004; Gilles et al.,
2007). Funkce této rozmanité skupiny hydrofilnich proteint, délené do vicero skupin na zakladé
aminokyselinovych motivii (Bies-Ethéve et al., 2008), neni zatim plné objasnéna. K expresi
LEA gend dochazi i pfi pisobeni abiotickych stresori ve vegetativnich astech rostlin (Wise a
Tunnacliffe, 2004). Mnohé prace naznaluji, Ze se alespoii nékteré z nich podileji na ochrané
bunéénych struktur pfi suchu i desikaci (Goyal et al., 2005; Grelet et al., 2005). Uvazuje se
pfedevsim o skupiné€ extrémné hydrofilnich dehydrind (Close, 1996), které se pravdépodobné
spolu svySe zminénymi sacharidy podileji na vytvofeni a udrzeni vitrifikovaného stavu
cytoplasmy (Hoekstra et al., 2001; Berjak., 2006). Dnes se predpoklada, Ze vitrifikovany stav
cytoplasmy je dan spoluptisobenim vicero makromolekul (Buitink et al., 2000). V &astech
buiikky, kam se dehydriny nevejdou se pfedpoklada udrzovani vitrifikovaného stavu pomoci
sacharidd (Berjak, 2006).
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Jinou skupinou latek ovliviiujici strukturu a funkci membran jsou amfifilni latky, které maji
vlivem zmén charakteru prostiedi v cytoplasmé béhem dehydratace tendenci v€lefiovat se do
membran. To miiZe vést ke zvySeni fluidity membran (Golovina a Hoekstra, 2002) a dale také k
nezadoucimu zvySeni jejich propustnosti (Golovina et al., 1998). Bylo prokazano, Ze tento jev
souvisi se ziskanim tolerance k desikaci u embryi pSenice (Golovina a Hoekstra, 2003).
Piedpoklada se, Ze toto naruSeni membran umoZziuje zlepSeny pfistup ¢i pfimo zaclefiovani
antioxidacnich latek do membran, a tim i jejich ochranu.

O tom, Ze ochranné mechanizmy nejsou dokonalé svéd¢i mnohd pozorovani, Ze pfi
uskladnéni zralych ortodoxnich semen dochazi k postupné ztaté kliCivosti a Zivotaschopnosti
semen v zavislosti na skladovacich podminkach (teplota, RH). U ortodoxnich semen mnoha
rostlin byl nalezen relativné uzky vztah mezi hladinou RFO (Bernal-Lugo a Leopold, 1992;
1995; Horbowicz a Obendorf, 1994) pfipadné pomérem R/S (Lin a Huang, 1994; Lehner et al.,
2006) a asem, po ktery si semena uchovavaji vysokou kli¢ivost. Proto jsou tyto hodnoty
zminénymi autory povazovany za markery skladovatelnosti semen. Opét ale existuji prace, kde
tato zavislost pozorovana neni (napf. Buitink et al., 2000). Dlohodoba vysoka kli€ivost semen
je spojovana predevsim s navozenim a udrZenim vitriftkovaného stavu v buiikach spojenym se
snizenim pohybti molekul (Sun, 1997; Buitink et al., 1998, 2000). V pfipadé semen Impatiens
walleriana a Capsicum annuum nebyl prokazan podil RFO na téchto mechanizmech (Buitink et
al., 2000).

Od modelovych systémt ke stavu poznani dé&ji probihajicich v semeni

Na rozdil od pfesné definovanych modelovych situaci, je zatim stale téméf nemozné
pfimo prokazat v intaktnich rostlinach, zda je néjaka pfedpokladana slozka tolerance aktivni
soucasti mechanismu jakékoli tolerance ke stresu. Jestli se n&aky sacharid ucastni stresové
odpovédi, ¢i nikoli je stale nejcastéji usuzovano na zakladé soucasného naristu &i poklesu
hladiny sacharidi v rostlin€ spolu s naristem resp. poklesem miry jeji tolerance (Obendorf,
1997, Downie a Bewley, 2000; Peterbauer a Richter., 2001). Existuje nékolik praci, které
spojuji té€sné&ji hladinu RFO s mirou tolerance, nikoli vSak pfimo a navic pouze ve vzrostlych
rostlinach. Vneseni genu GolS, které posililo syntézu galaktinolu a do jisté miry i rafinozy,
vedlo u Arabidopsis thaliana k posileni tolerance k desikaci (Taji et al., 2002). Naopak sniZeni
exprese enzymu degradujicich RFO u Petunia x hybrida cv. Mitchell vedlo k naristu hladiny
RFO a souCasné k narustu tolerance k mrazu. Nadexprese genu GolS z okurky u A. thaliana
vedlo ke zvySeni hladin galaktinolu a nasledné rafindzy v listech, coz pfisp€lo ke zvySeni

tolerance listt k desikaci, ale nikoli tolerance k mrazu (Zuther et al., 2004).
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Existuji ov§em i prace, které spojitost mezi RFO a toleranci napf. k desikaci u semen
vyvraceji. Black et al. (1999) pozorovali nabyti tolerance k desikaci u embryi pSenice, které
RFO bézné kumuluji, a to i bez pfitomnosti RFO po ztraté velmi malého mnoZstvi vody.
Podobné také u semen A. thaliana nabyti a ztrata tolerance k desikaci ¢asové nekorespondovaly
s navySenim hladiny resp. degradace RFO (Ooms et al., 1993, 1994). Pfesto se ale dnes do
obecného povédomi dostava, ze RFO jsou dilezitou slozkou tolerance pfedevs§im k desikaci, a

to pfedevsim u ortodoxnich semen (napf. Obroucheva et al., 2006).

2.5.1.3. Biochemické zmény vyvolané postmaturaénimi oSetfenimi u SE konifer

Dehydriny

Pritomnost dehydrinu 24 kDa byla také prokazana u zralych SE Picea mariana.
Naslednych 48 hodin pomalé desikace (RH=97%), nikoli vSak 24 hodin, vedlo ke
zdvojnasobeni hladiny tohoto proteinu a indukci exprese dehydrinu 42 kDa (Bomal et al,
2002). Proteiny (23 a 29 kDa), které byly identifikovany pomoci protilatek proti dehydrinim
hrachu, byly indukovany vystavenim prostfedi o RH vys§i 95% po dobu 4 dnti u SE
Pseudotsuga menziesii (Carpenter et al., 2000).

Kumulace RFO béhem postmaturaénich oSetieni

U SE Picea mariana byla po vySe zminéném oSetfeni pozorovana znacna degradace
ulozeného §krobu za sou€asného trojnasobného nanistu hladiny sacharézy a vyskytu rafinozy
(R/S~0,07) snabytim tolerance k rychlé desikaci (Bomal et al, 2002). Autofi se proto
domnivaji, Ze zminéné zmény metabolizmu sacharidd a pfitomnost dehydrini navozené
pomalou dehydrataci SE by mohly byt sou¢asti mechanismu tolerance rychlé desikace u SE
Picea mariana. Bomal a Tremblay (1999) se domnivaji, Ze pravé mirny pokles obsahu vody (5-
15 %) b&hem prvnich dnid desikaéniho oSetfeni vede k Zadané synchronizaci vyvoje kofenového
p6lu SE Picea mariana..

Po tfitydennim desikadnim oSetieni pifi vysoké RH byly u SE Picea abies naméfeny
hodnoty R/S rovny 0,88 (Konradova et al., 2003). Autofi také indukovali kumulaci RFO
(R/S=0,44) u SE Picea abies chladem. Osetfeni nevedlo ke ztraté vody u SE jako v pfipadé
desikace, ale Caste¢né nahradilo desika¢ni oSetfeni v jeho pozitivnim puisobeni na kli¢eni
embryi. Zda pravé pfitomnost RFO je zodpovédna u konifer za zlepSeni kli¢eni embryi, ziistava
nadale sporné i pres praci Carpenter a kol (2000). Zde autofi tvrdi, Ze kli¢eni SE konifer s vyssi
hladinou RFO bude uspéSné. Autofi vSak pouzivaji hladinu RFO ve vyznamu spiSe jako
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biochemicky marker hodnotici dosavadni vyvoj embryi a predpovidajici jejich budouci vyvoj,
nespojuji vSak samotné RFO piimo se zlepSenym kli€enim. Tuto ulohu pfisuzuji spise
dehydrinim. Zajimavé je, ze zrala SE Pseudotsuga menziesii a Pinus taeda kumulovala
rafinosu i stachyosu v nizkych hladinach (R/S~1:30) i bez postmaturacniho osetfeni. K dal§imu
naristu RFO (o tfetinu) doslo, pokud SE Pseudotsuga menziesii zrala na médiu obsahujicim
2,5% maltosu spolu s 1% glukosou oproti médiu kontrolnimu, obsahujicimu pouze 2,5%
maltosu. Toto oSetfeni podle autori pfispélo ke zlepSeni prub&hu kliCeni, a¢ doslo ke zvySeni
vyskytu abnormalit kofene. U zralych postmaturatné neoSetfenych SE Picea abies doposud
RFO detekovano nebylo (napf. Konradova et al., 2003; Kubes, 2004; Drazna, 2006).

ABA

Béhem desikace se méni endogenni hladiny ABA a pfipadn€ i sensitivita embryi k
ABA. V pribéhu ZEZ Picea abies hladina ABA v semeni postupné nariista a svého maxima
dosahuje v pozdnich fazich zrani (Kong et al, 1997). V pfipadé semen Pinus taeda, bylo
maximum nameéfené hladiny ABA ve fazi globularniho stadia (Silveira et al., 2004b). Béhem
snizovani obsahu vody v semeni, hladina ABA opét klesa (Stasolla et al,, 2002). Citlivost
embryi viiéi ABA mize byt navic vtéto dobé snizena (Kong et al., 1997). Find (1997) se
domniva, Ze jim naméfeny pokles endogenni hladiny ABA vlivem desika¢niho oSetfeni u SE
Picea abies zapfi€inil zvySeni frekvence kliCeni. Podobné si vysvétluje Pond (2002) pozitivni
vliv postmatura¢né aplikovaného chladu (5°C) na nasledné kli¢eni SE Picea glauca. Silveira et
al. (2004b) se domnivaji, Ze vlivem silné dehydratace je pokles hladin fytohormont (alespoii

jejich aktivnich forem) v ortodoxnich semenech béznym jevem.

2.5.1.4. Kumulace RFO v semenech konifer

Také semena konifer kumuluji RFO. V pfipadé ZE Picea abies kumulace rafindzy
zaCala 4 tydny po dosaZzeni kotyledonarniho vyvojového stadia (konec Cervence). Hladina
rafindzy dale vzristala a nasledné byla kumulovana i stachy6za. Po dalSich Sestnacti tydnech
tvofilo RFO s pfevahou stachyozy vice nez polovinu v§ech rozpustnych sacharidi a R/S dosahl
hodnoty 1,24 (Gosslova et al., 2001). Zbyvajici ¢ast semene P. abies byla co do rozpustnych
sacharidd kvalitativné podobna ZE, pouze celkova hladina sacharidi byla niz§i (Gosslova et al.,
2001). U Pseudotsuga menziesii byla dynamika RFO v prubéhu zrani ZE obdobna (Carpenter et
al., 2000). Také u ZE pochazejicich ze zralych semen Picea glauca, zastupovaly RFO zna¢nou

¢ast z celkové hladiny rozpustnych endogennich sacharidi. Zde na rozdil od situace u Picea
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abies byla detekovana i verbaskéza (Downie a Bewley, 2000), ktera obvykle neni bézné
pfitomna v semenech konifer (Carpenter et al., 2000). V pfipadé¢ semen Pinus taeda se
s postupem dozravani semen zvySovala hladina pfedev§im melibiézy, rafindzy a stachyozy a
v nizkych hladinach i melezitozy. Zde dochazelo v prub&éhu zrani k pfechodné kumulaci D-
chiroinositolu a pravdépodobné byla detekovana i pfechodna kumulace jeho pfislu$ného
galaktozidu- fagopyritolu B1 (Pullman a Buchanan, 2008).

Doposud se nepodafilo vyprodukovat SE konifer, u nichz byly hladiny RFO méfeny,
které by kumulovaly R/S do vySe hladin naméfenych u ZE, které jsou ¢asto velmi vysoké (viz.
vyse). Casto mnohokrat pfevysuji R/S ureny za dostate&ny pro ochrannou funkci RFO.
Celkova hladina sacharidu vztaZzena na jednotku suché hmotnosti byla v§ak u ZE podstatné
niz§i oproti SE (Konradova et al., 2003). Tento rozdil v§ak miZe byt u ZE kompenzovan
zasobni funkci megagametofytu.

PrestoZe pozitivni pisobeni desikaéniho oSetfeni na kliceni SE konifer (lepsi vyvoj
kofenového polu, synchronizace vyvoje) bylo mnohokrat popsano (Roberts et al., 1991b; Kong
a Yeung, 1992; Attree a Fowke, 1993; Attree et al., 1995; Lelu et al., 1995), Zadny z autori se

pfi¢inou tohoto jevu dikladnéji nezabyval.

2.6. Kli¢eni

Ortodoxni semeno, které pfekonalo dormanci (Kermode 2005) a nachazi se v prostiedi
s dostate¢né vysokym vodnim potencialem pro svoji imbibici, pfijima vodu a posléze navysuje
svoji metabolickou aktivitu. Charakter embrya se méni ze sinku zasobniho na sink metabolicky.
Vlivem absence struktur, které ZE v semeni konifer obklopuji, dochazi u SE nejen k odliSnému
zasobovani zivinami (Pinus radiata- Lin & Leung, 2002b), ale li§i se jiz samotny pribéh
imbibice embryi (Terskikh et al., 2005; Reid et al., 1999). I GspéSna rehydratace pletiv je

pokladana za slozku tolerance k desikaci.

2.6.1. Imbibice

Anatomické uspofadani semene zpusobuje pomalou a postupnou rehydrataci ZE. Voda
je vsemeni smérovana tak, Ze nejprve dochazi k hydrataci déloh, nasledné hypokotylu a
nejpozdéji kofenového polu embrya — to vie za 70-90h (Pinus monticola- Terskikh et al.,
2005) €&i 65h (Picea glauca- Attree et al.,1992). Oproti tomu u SE Picea glauca dochazelo
k rehydrataci jiz za pouhé 2h (Attree et al., 1992).
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Samotny prib&h rehydratace SE i ZE ma znaény vliv na Zivotaschopnost kli¢nich
rostlin. Zpisob rehydratace muze ovlivnit propustnost bunéénych membran (Reid et al., 1999).
S naridstajicim Gnikem intracelularnich latek klesa germina¢ni potencial semen (Thornton et al.,
1990). Semena P. glauca b&hem imbibice uvolnila do prostiedi méné€ nez 20% celkového
obsahu K' oproti 74-91 % u SE nebo extirpovanych ZE (Reid et al., 1999). Teorii pro

vysvétleni této propustnosti membran existuje vicero (vice viz. Reid et al., 1999).

2.6.2. Narust metabolické aktivity

Po imbibici prudce narista pfijem kysliku a vzrusta oxidativni fosforylace pro pokryti
energeticky vysoce narofného kli€eni (Pinus pinea- Tommasi et al., 2001). To spolu
s mobilizaci zasobnich latek vede k produkci ROS. Prodanovi¢ et al. (2007) prokazali vyssi
Zivotaschopnost semen Picea omorika se zvySenou aktivitou antioxidaénich enzymu. Tommasi
et al. (2001) pozorovali znaéné zmény redoxnich pomérii b&¢hem klieni u semen Pinus pinea.

Ulohou megagametofytu v prib&hu kli¢eni semen Pinus radiata se zabyvali Lin &
Leung (2002 a,b). Prokazali, stejné jako Carrier et al. (1997) u Picea glauca, ze zrala
extirpovana ZE nejsou schopna vyvoje bez dodani exogenniho sacharidu do média. NejCastéji
je vSEZ konifer aplikovana sachar6za v koncentraci 1-3%. To je vsouladu s obecné
pfijimanym faktem, Ze produktem glukoneogeneze probihajici v megagametofytu b&hem
kli¢eni je sachar6za, ktera je embryem nasledné utilizovana (napf.Downie a Bewley, 2000).
Vedle lipida jsou pfi kli€eni SE i ZE také degradovany zasobni proteiny (Hakman et al, 1990;
Attree & Fowke, 1993; Misra et at., 1993; Misra, 1994; Stone & Gifford 1997, Kormut'ak et
al., 2006).

Bewley & Black (1994) a Blochl et al., (2007) se ovSem domnivaji, Ze mobilizace
polymernich zasobnich latek je pfili§ pomala na pokryti narokd kliCicich semen v nejranéjSich
fazich kliCeni. Pravé v této dob& dochazi obecné k velice rychlé degradaci RFO jak v semenech
(Downie & Bewley, 2000; Peterbauer & Richter, 2001), tak SE (Kubes, 2004). O rychlém
metabolizmu odstépené galaktozy svédéi fakt, ze jeji hladina b&hem této doby nikterak
markantné nenarusta (Downie a Bewley, 2000). Blochl et al (2007) blokovali u semen Pisum
sativum aktivitu a-galaktozidaz pomoci inhibitoru 1-deoxygalaktonojirimycinu (DGJ). To mélo
za nasledek zpomaleni kliCeni semen a rovnéZ sniZeni aktivity enzymu podilejicich se na
metabolizmu galaktozy. Aplikace galaktozy revertovala na rozdil od sacharézy plné€ ucinky
inhibitoru. Autofi se proto domnivaji, Ze RFO, respektive galaktoza, je dulezitym a pohotovym
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zdrojem energie pro rané faze kli¢eni semen hrachu. RovnéZ naznacuji signalni ulohu galaktozy

v prab&hu kli€eni.

2.6.3. RFO jako osmotikum a zdroj osmotika

RFO by mohly také pfedstavovat vyznamny zdroj osmoticky aktivnich latek-
monosacharidd, které jsou odstépovany béhem prudké degradace RFO v ranych fazich kliCeni.
V této dobé dochazi k prodluzovacimu ristu bunék osy embrya, ktery je vyvolan sniZenim
osmotického potenciadlu buné€k a naristem vtoku vody do nich. Downie a Bewley (2000)
pozorovali 10krat vice hex6z v ose kli¢icich ZE Picea glauca neZli v jejich délohach. V piipadé
semen Aesculus hippocastanum, ktera ale nejsou ortodoxni, pfispélo RFO svou degradaci ke
snizeni vodniho potencialu jen minimalné (Obroucheva et al., 2006). OvSem situace u kli¢icich
semen jehliCnand muZe byt odli§na, protoZe zde jsou hladiny RFO a pomér RFO: sacharosa

daleko vyssi.
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3. Materidl a metody

Udrzovani embryogenni kultury a vSechny pokusy probihaly na Katedfe fyziologie rostlin
Univerzity Karlovy v Praze (KFR PiF UK).

3.1. Somaticka embryogeneze smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)

3.1.1. Rostlinny material

Ve viech pokusech byla pouzita embryogenni linie smrku ztepilého AFO 541, ktera
byla odvozena ve francouzském institutu AFOCEL z déloh pétidennich semenacki smrku
ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) (Galerne et al., 1992; Ruaud et al., 1992).

3.1.2. Kultivace

Pro sterilni kultivaci v podminkach in vitro byly pouzity kultivani nadoby typu
Magenta (Sigma). Kultivace, pokud neni uvedeno jinak, probihala za tmy se subkultivadnim

intervalem 1 tyden v kultivadnim boxu pfi teploté 25°C.

3.1.2.1. Udrzovani kultury

Embryogenni kultura byla udrZovana a mnoZena na pozménéném médiu Gupta a
Durzan (1986) obsahujicim 3% sacharézu (w/v) (Lachema, CR) a zpevnéném 3% agarem
(w/v) (Sigma). Minerani Ziviny (slozka A) byly dodavany ze tfi samostatnych zasobnich
lahvi skladovanych v lednici pfi 4-6°C. pH média bylo upravovano na hodnotu 5,7 + 0,01.
Médium bylo sterilizovano v autoklavu po dobu 20 minut pfi 121°C a tlaku 0,144 MPa.
Organické dopliiky (slozka B, Sigma a Lachema) a ristové regulatory (slozka C, Sigma) byly
asepticky dodavany do &aste¢né zchladlého média. Tyto roztoky (slozky B a C) byly pied
pouzitim uchovavany ve sterilnim stavu v zasobnich lahvich pfi -18°C (pH slozek C a D
upraveno ihned po pfipravé na 5,7, asepticka sterilizace pfes filtry Millipore 0,45um).

Médium bylo rozlévano po cca 25 ml do sterilnich kultivaénich nadob.
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Tabulka L _Slozky modifikovanyc kultivanich médii GD (Gupta & Durzan, 1986)

Komponenty Koncentrace Finalni
Slozka slozky v zasobnim koncentrace
roztoku (mg.1") | v médiu (mg.I")

A — makroprvky NH4NO; 5500 275

(50 ml na 11 média) KNO; 46 800 2340
CaCl, 3320 166
MgS0,4.7H,0 3700 185
KH,PO, 1 700 85

A — mikroprvky H;BO; 310 3,1

(10 ml na 11 média) MnSO4.H;0 845 8,45
ZnSO4.7H20 491,5 4,915
KI 41,5 0,415
NazMOO4.2H20 1 2, 5 0, 125
CuS04.5H,0 1,25 0,0125
CoCl, 0,68 0,0068

A - Zelezo FeSO4.7H,0 1 400 14

(10 ml na 11 média) | Na,EDTA 1 900 19

B — organické glycin 40 1

dopliky (25 ml na 11 | L-glutamin 18 000 450

média) kasein-hydrolyzat 20 000 500
myo-inositol 40 000 1 000
kyselina nikotinova 10 0,25
pyridoxin. HCI 10 0,25
thiamin HCI 20 0,5

C - rustové 2,4-D 44 1,1

regulatory (25 ml na | kinetin 17,2 0,43

11 média): jen pro bAP 17,2 0,43

prolifera¢ni

médium

ABA (20 ml na 11 ABA 264 5,28

média): jen pro

maturacni médium

3.1.2.2. Zrani kultury

Pro navozeni procesu zrani byla kultura pfenesena na maturaéni médium, které se od
média udrzovaciho liSilo pfitomnosti 20 uM kyseliny abscisové (ABA) (+ -cis,trans- ABA,
Sigma) a absenci ristovych regulatora specifickych pro fazi udrzovaci (tj. slozka C). Zasobni
roztok ABA (pevna ABA rozpousténa v IM NaOH, pH upraveno na 6 *+ 0,05) byl
sterilizovan filtraci pfes filtry Millipore (0,45 um) do zasobni lahve a skladovan v mrazniéce
pfi -18°C. Dodavan byl do &aste¢né zchladlého média po rozmrznuti, které probihalo vzdy
pfi pokojové teploté.
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Embrya zrala na maturanim médiu s tydennim subkultivaénim intervalem po dobu
Sesti tydnu. Tekuta maturani média byla slozenim shodna s médii pevnymi, pouze nebyl do
média pfidan agar. Kultivace na tekutych médiich probihala ve wvy$Sich krabi€kach
Magentového typu (Sigma) s 35-40 ml média/nadoba na pramcich s plovaky (Osmotec,
Izrael).

Extirpce zralych SE a jejich naslednd kultivace na riznych tekutych matura&nich médiich

V né&kterych pfipadech byla zrala SE po Sesti tydnech zrani steriln€ extirpovana. Vzdy
jednotliva SE ze dvou kultivatnich nadob byla postupné pfenaSena do jiné (pfechodné)
nadoby obsahujici tekuté médium (v tomto pfipadé bez pramku a plovaku) se sloZzenim
shodnym s maturatnim médiem, ale bez ABA. Ihned po extirpci SE ze dvou kultiva¢nich
nadob byla SE z pfechodné nadoby bud’to: a) rovnou pfecezena pres pramek v jiné kultiva¢ni
nadobé a nasledn€ prenesena i spramkem do koneéné kultivatni nadoby s tekutym
maturaénim médiem nebo b) ponechana v pfechodné nadobé jesté po dobu 15-ti minut tfepat
na tfepatce (120 otatek/min), ¢&imz mélo dojit k omyti extracelularnich enzymi z povrchu
SE. Takto oSetfena SE byla kultivovana na tekutych médiich po dobu &yt nebo sedmi dnu

v zavislosti na sloZeni média.

Modifikace sloZeni matura¢nich médii

* 3% sachar6za vynechana a nahrazena ekvimolarnim mnozstvim sacharézy (1,5%, w/v) a
rafin6zy.5H,O (2,6%, w/v) (Sigma)

* 3% sachar6za vynechana a nahrazena 1% galaktézou (w/v) (Sigma)

» 3% sachar6za vynechana a nenahrazena- médium neobsahujici sacharid

* 3% sachar6za nevynechana a koncentrace myo-inositolu navySena na 0,2% (w/v), 0,6%

(w/v) a 1% (w/v) (Sigma)

Sterilni roztok rafindzy.SH,O (sterilizace filtraci pres filtry Millipore (0,45 um)) byl
pfidavan do vyklavovaného maturatniho média s obsahem agaru po jeho <&asteCném

zchladnuti, v pfipadé tekutého maturaéniho média po jeho vychladnuti.
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3.1.2.3. Postmaturaéni oSetfeni

Zrala SE, ktera nejevila Zadné abnormality nebo poruchy struktury a ktera vytvofila

minimalné ¢&tyfi délohy, byla vystavena pusobeni jednoho ¢&i kombinacim nékolika
postmaturaénich oSetfeni.
= Chladové oSetfeni probihalo v lednici vytemperované na 4 + 1°C v kultivaénich nadobkach
na médiich, na kterych SE zrala posledni tyden zrani. OSetfeni bylo aplikovano 3-6 tydni.
Béhem chladového oSetieni nebyla SE pfenaSena na Cerstvé maturaéni médium.
» Standardniho oSetfeni pomalou desikaci bylo dosaZzeno pienesenim cca padesati
extirpovanych SE na suchy filtra¢ni papir umistény v oteviené Petriho misce o @ 3-4 cm.
Postupné byly Ctyfi takové misky (resp. poloviny misek) pfenaseny do uzaviené velké
Petriho misky 0 ¢ 12 cm na tfi vrstvy suchého sterilniho filtraéniho papiru, ktery byl nasledné
navlhCen sterilni destilovanou vodou (10-15 ml). Poté byla velka Petriho miska uzaviena a
utésnéna dvéma vrstvami parafilmu. Sterility bylo dosazeno aseptickym pienosem embryi do
pfedem zklavovaného zde popsaného systému. SE byla desikovana na svétle pfi 20°C, pokud
neni uvedeno jinak.

= Desikacni oSetfeni za 97% relativni vzdusné vlhkosti probihalo asepticky na svétle pifi 20°C

ve velkych kultivatnich nadobach Magentového typu, ve kterych byl nad hladinou
nasyceného roztoku Na;HPO, umistén pramek s extirpovanymi embryi. Tim bylo v plynné
fazi desikani nadoby dosazeno 97% relativni vzdu$né vlhkosti. V jedné desikacni nadobé

byla vzdy desikovana embrya pochazejici ze dvou kultivaénich nadob, ve kterych zrala.

» Soucasna kombinace desikaniho a chladového oSetfeni byla svym uspofadanim shodna
s pomalym standardnim desikadnim oS$etfenim nebo desikanim oSetfeni za 97% relativni
vzdusné vlhkosti, pouze teplota byla snizena na 4 + 1°C (viz. chladové oSetfeni). Tato
desikace probihala za tmy.

» Tepelny Sok byl navozen pisobenim 38 + 1°C po dobu 60 minut. Nasledovala extirpce

embryi a tydenni kultivace na tekutém matura¢nim médiu standardniho sloZeni.

3.1.2.4. Kliceni somatickych embryi

25 SE bylo polozeno na nakliC¢ovaci médium v kultivaéni nadobé. Jednalo se o
modifikované GD médium obohacené o 1% (w/v) sacharézu, 0,8% (w/v) agar a 0,4% (w/v)
aktivni uhli. Médium neobsahovalo ristové regulatory a pH média bylo upravovano na

hodnotu 5,7 + 0,05. Suspenze aktivniho &erného uhli doplnéna o 333 mgl' MES byla
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pfipravovana oddélené v objemu odpovidajicim polovin€ celkového objemu média (pH
upravovano 2-3x vzdy po 20 minutich michani na hodnotu 5,7-5,8). Po sterilizaci
v autoklavu bylo &aste€né zchladlé médium pfilito k suspenzi aktivniho uhli a nasledné byla
pfidana slozka B viz tab. I. Médium bylo rozlévano do kultivaénich nadob (Magenta, Sigma)
téméf zchladlé, aby nedochazelo k usazovani aktivniho uhli na jejich dné. Pro zachovani
homogenity média bylo duleZité &asté promichavani média béhem jeho chladnuti pfed
rozlitim i po jeho rozliti v kultivaénich nadobach. Kli¢eni probihalo bez subkultivace
v kultivaéni mistnosti po 3 tydny pfi 25 £ 0,5°C se svételnym rezimem 16h svétlo/8h tma.

Inhibice a-galaktozidaz pomoci 1-deoxygalaktonojirimycinu

Po tfitydennim desikanim oSetfeni somatickych embryi za chladu byly desika¢ni
Petriho misky 0 @ 12 cm otevieny a do kazdé z vnitinich Petriho misek o & 3-4 cm,
obsahujicich postmaturaéné oSetfena somaticka embrya, bylo pfilito 3-4 ml 50 uM sterilniho
roztoku specifického inhibitoru 1-deoxygalaktonojirimycinu (Sigma) pfefiltrovaného pfes
filtry Millipore (0,45 pum). Pfesné po dvou hodinach byla embrya pfenesena do kultivaénich
nadob s modifikovanym germina¢nim médiem, na jehoZ povrchu byl umistén fitraCni papir.
Filtra¢ni papir byl polozen na médium minimalné 12h pfed vysazenim embryi, aby doSlo
k vyrovnani koncentraci latek mezi médiem a filtraénim papirem. Béhem tohoto pokusu byla
somatickd embrya pfenaSena naraz s fitranim papirem po tfech dnech kli€eni na Cerstvé

germinacni médium standardniho sloZeni.

Modifikace sloZeni germina¢nich médii
= nahrada 1% sacharozy za 1% galaktozu

» médium neobsahujici sacharid

3.2. Zygoticka embryogeneze smrku ztepilého

3.2.1. Rostlinny material

Semena byla ziskana ze SiSek nékolika Cerstvé pokacenych vzrostlych jedinci u obce VIEi
okres Plzeii-jih 4. 4. 2009.
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3.2.2. Sterilizace semen

Semena byla Easteéné sterilizovana 15% Savem po dobu 20 minut.

3.2.3. Kli¢eni

Po sedmihodinové imbibici semen v destilované vodé nebo 50 uM roztoku specifického
inhibitoru 1-deoxygalaktonojirimycinu byla semena pfenesena do Petriho misek o ¢ 12 cm
v po¢tu 100 az 120 semen/miska na tfi vrstvy filtraéniho papiru. Nasledné bylo pfipipetovano
do kazdé misky 10ml jednoho z nasledujicich roztoki: destilovana voda, 50 mM galaktoza,
50 mM sachar6za, S0 uM DGIJ, 50 uM DGJ + 50 mM galaktoza, SO0 yM DGJ + 50 mM

sachardza. Kli€eni probihalo pfi teploté 25°C za svételného rezimu 16h svétlo/8h tma.

3.3. Somaticka embryogeneze jedle (hybrid Abies alba x A. numidica)

3.3.1. Rostlinny material

Embryogenni linie hybridu Abies alba x A. numidica AN72 byla odvozena
z nezralého zygotického embrya v Ustavu genetiky a biotechnologii rostlin Slovenské

akademie véd pocatkem 90. let 20.stoleti.

3.3.2. Kultivace

Kultura byla udrzovana a zrala ve tmé ve sterilnich plastovych Petriho miskach pii 25°C.

3.3.2.1. UdrZzovani kultury

Embryogenni kultura byla udrzovana a mnoZena na (pozménéném) DCR médiu
obohaceném 2% (w/v) sachar6zou, 0,1% (w/v) kasein-hydrolyzatem (Sigma), 0,05% (w/v)
L-glutaminem (Sigma) a 0,01% (w/v) myo-inositolem (Sigma). Tyto slozky byly vzdy
oddélené rozpoustény v malém mnozZstvi vody a pfidavany do média jako posledni slozky
pted jeho sterilizaci. Z riistovych regulitorti bylo do média dodavan 1 mg.I' BAP (Sigma).
Ostatni komponenty viz tab II. byly uskladnény ve formé zasobnich roztoki pfi 4°C, zasobni
roztok vitaminii zamraZen pfi -18°C. pH média bylo upravovano na 5,7 + 0,05. Médium bylo

nasledné rozlévano po 0,5 | do lahvi s modrym uzavérem. Za silného michani bylo do kazdé
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lahve pfisypano 1,5 g fytagelu (tj. 0,3% (w/v) fytagel, Sigma). Po pfidani vSech komponent

média probihala jeho sterilizace v autoklavu po dobu 20 minut pfi 121°C a tlaku 0,144 MPa.

Caste&n& zchladlé médium bylo asepticky rozlévano do sterilnich plastovych Petriho misek o

2 9 cm do cca 2/3 vySe misky. Subkultivaéni interval pro udrZovani kultury byl tfi tydny, pro

mnoZeni kultury dva tydny.

Tabulka I1. SloZky modifikovanych kultivatnich médii DCR

Komponenty Koncentrace Finalni
Slozka slsiky v zasobnim koncentrace
roztoku (mg.l'l) v médiu (mg.l")
NH;NO; 13 333,3 400
KNO; 113333 340
g‘g“ggﬂffm diay | CaNO24H0 18 533.3 556
KH,PO, 5 666,7 170
CaCl, 2140 64,2
H;BO; 1240 6,2
. MnSO4.H,0 4 460 22,3
?g;‘r‘ﬂ’z‘zrﬁktﬂe gy | ZnSOs7H0 1720 8,6
CuS04.5H,0 50 0,25
KI 166 0,83
Zelezo FeSO4.7H,0 5 560 27,8
(5 ml na 11 média) Na;EDTA 7 460 37,3
T NiCl,.6H,0 458,1 0,04581
DalSi mikroprvky ’ ’
(0,1 ml na 11 média) CoCl,.6H,0 250 0,025
Na,Mo004.2H,0 2 500 0,250
MgSO4.7H20
(10 ml na 11 média) | MBSO+ 7H:0 37 000 370
Thiamin. HCI 200 1
Vitaminy Pyridoxin. HCI 100 0,5
(5 ml nall média) Kyselina nikotinova 100 0,5
Glycin 400 2
BAP
(10 ml na 11 100 1
udrzovaciho média)
ABA (soudastpouze | | 10
maturaéniho média) )
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3.3.2.2. Zrani kultury

Pro navozeni procesu zrani byla rozprostfena co nejtensi souvisla vrstva embryogenni
kultury na vrstvu pfedem zklavovaného fitra&niho papiru poloZeného na matura&ni médium
v plastové Petriho misce o ¢ 9cm.

Matura¢ni médium (pozménéné DCR médium) se li§ilo od média udrzovaciho
pfedevs§im pfitomnosti kyseliny abscisové (x -cis,trans- ABA, Sigma) viz. tab. II a 10 %
(w/v) polyetylenglykolu (PEG Mr= 4000, Duchefa) a absenci BAP. Krystalicka ABA byla
rozpou$téna v malém mnozstvi IM KOH, zfedéna cca 10 ml H,O a pfidana k ostatnim
slozkam média jesté pred klavovanim. PEG 4000 byl rozpustén ve vod€ za mirného zahfivani
a michani a rovnéz pfidan k ostatnim slozkam média pied klavovanim. Jisté odchylky od
udrzovaciho média byly také v organickych dopliicich: 0,05% (w/v) kasein-hydrolyzat
(Sigma), 0,05% (w/v) L-glutamin (Sigma), 0,01% (w/v) myo-inositol, 3% (w/v) sacharoza,
nebo 3,15776% (w/v) maltéza. H,O.

Zrani probihalo po dobu 9-10 tydni za tmy pii 25°C. Kultura byla po &tyfech tydnech
zrani pfenaSena spolu s filtraénim papirem na Cerstvé maturaéni médium. Po osmi tydnech
zrani byla pfenesena na tzv. dozravaci médium, které bylo identické s maturanim médiem,
neobsahovalo viak ABA ani PEG 4000. Konec zrani byl dan rychlosti zelenani d€loh embryi
a snahou embryi kli¢it na dozravacim médiu. Bylo proto nutné kulturu sledovat a tésné pied

nakli€enim proces ukoncit.

3.3.2.3. Postmaturaéni oSetieni

Zrala somaticka embrya byla vystavena pomalému desikaénimu oSetfeni viz. kap.

3.1.2.3. po dobu dvou tydni pii 25°C za tmy.

3.3.2.4. Kli¢eni somatickych embryi

Zrala, desikatné oSetfena embrya byla pokladana na nakliCovaci médium (pozméné&né
DCR médium) obsahujici 2% (w/v) sacharézu, 1% (w/v) aktivni uhli (Sigma) a 3% (w/v)
fytagel (Sigma). Aktivni uhli bylo pfidavano obdobné jako fytagel pfimo do média po
upraveni pH pfed jeho zklavovanim. Ostatni organické dopliiky byly co do mnozstvi shodné
s dozravacim médiem.

Prvni faze kli€eni probihala v plastovych Petriho miskach o g 9 cm za tmy pii 25°C. Byla

ukoncena po prodlouzeni hypokotylu a prorustani kofene. Nasledné byly kli¢ni rostliny
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pfeneseny do Petriho misek 0 ¢ 9 cm s Cerstvyym médiem do kultivani mistnosti s 16h
svétlo/8h tma, 25°C. Pfipadna dalsi kultivace probihala v podminkach identickych jako za
faze druhé, pouze klini rostliny byly pfeneseny na nakliCovaci médium v kultivaénich

nadobach typu Magenta.

3.4. Odbér materidlu

Vzorky byly odebirany do mikrozkumavek vzdy z nékolika nahodné zvolenych
kultivatnich nadob. V pfipadé somatické embryogeneze jedle byla v 0. a 4. tydnu zrani
odebirana cela embryonalné suspenzorova hmota. Ve vSech ostatnich pfipadech, kdy to jiz
bylo mozné, byla odebirana somaticka embrya. Vzdy bylo odebrano 150-200 mg
embryi/vzorek, v pfipadé& desikovanych embryi pouze 50-100 mg.

Vzorky byly bezprostiedné po odebrani zvazeny pro zjisténi Cerstvé hmotnosti a
ihned zmrazeny v kapalném dusiku. Do dalsiho zpracovani byly vzorky uloZeny v mrazicim

boxu pfi teploté -80°C.

3.5. Extrakce sacharidu

Sacharidy byly extrahovany dle nasledujiciho postupu:

1) lyofilizace pomoci zafizeni Lyovac GT 2 (Finn-Aqua) 12 az 14 hodin, poté zvazeni suché
hmotnosti

2) inkubace s 0,5 ml 80% metanolu (v/v) pii 75°C po dobu 15 minut

3) odpareni metanolu ve vakuu (Speedvac Plus SC110A, Savant) po dobu 3 hodiny

4) pfidani demineralizované vody (MilliQ) dle suché hmotnosti vzorku viz tab. III

Tabulka ITI.
hmotnost susiny (mg) 5-10 10-20 20-30 30-40
objem pfidané milliQ H,0O (ml) 0,3 0,5 1 1,5

5) ultrazvukova lazeni (Julabo USR 05)- 15 minut

6) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 D) pii 14 000 rcf- 30 minut

7) odebrani supernatantu a jeho filtrace pfes membranové fitry Millex Millipore (0,22 pm) do
Cistych mikrozkumavek

8) Zamrazeni pfipravenych vzorku pii -18°C.
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3.6. Stanoveni obsahu a spektra sacharidu

Sacharidy byly stanovovany pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie

(HPLC).

Parametry méficiho systému: refraktometricka detekce (Shodex RI-71); isokratickd pumpa

Spektra Physics; integrace:po¢itatovy program CSW 1.7; teplota 80°C; pfedkolonky Hema-
Bio 1000 SB+Q (Watrex); kolona polymer IEX 8 um Pb** (Watrex); eluent:
demineralizovana voda (MilliQ), rychlost priitoku 0,5 ml. min'; objem injikovaného vzorku:

10 ul; standardy: Sigma.

3.7. Hodnoceni kli¢nich rostlin

Z divodu lisici se morfologie kli¢nich rostlin mezi jednotlivymi variantami li§icimi se
postmaturainimi oSetfenimi, nebylo moZné nastaveni pfesnych kvantitativnich parametri
hodnoceni. Pro zaji§téni co nejvys§i objektivity hodnoceni, byly kli¢ni rostliny v pribéhu
prace po uplynuti daného intervalu klieni skenovany, a po ukonéeni vech pokusi byly
hodnoceny naraz. Kli¢ni rostliny byly fazeny do &ty zakladnich tfid podle charakteru vyvoje
kofene, hypokotylu a apikalniho meristému spolu s délohami po tfech tydnech kliCeni.
Hodnotilo se, zda doslo k vyvoji a ristu dané struktury embrya a zda zde byl pfitomen ¢i

nepiitomen kalus.

tiida L.- kofen viditelné prorista a prodluzuje se, stava se oporou embrya pfi ristu; dochazi
k prodluzovani hypokotylu; délohy se spolu s apikalnim méristémem vyvijeji soumémné, jsou
sv€Ze zelené, na vSech Castech nejsou pfitomny znamky kalusu, kli€ni rostlina se blizi
strukturou rostlinam kli¢icim ze semene.

tiida IL.- kofen viditelné prorista, ale vyvoj je pomalejsi nez u tfidy I (kofen se nestava
oporou kliéni rostliny pfi ristu na médiu, Casté hakovité zahnuti kli¢ni rostliny), kalus neni
pfitomen nebo pouze v malém rozsahu u baze embrya; hypokotyl se prodluzuje, kalus je
pfitomny pouze v malém rozsahu (Casto na strané privracené k médiu), délohy se vyvijeji
asymetricky, jsou zelené.

tiida ITL- kofenovy pol se nevyviji, pokud se vyviji, je pfitomen kalus nebo dochazi
k prasknuti kofene; hypokotyl se prodluzuje, ale nepraska, Casto je pfitomny kalus; dé€lohy
Casto olivové zelené, vyvoj déloh vyrazné asymetricky, pomaly, €asto je pfitomny kalus.
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tiida IV.- kalus pfitomen na vSech strukturach embrya, pokud jsou tyto struktury wiibec
pfitomny; Casto nelze rozeznat pivodni poly embrya, pfipadné nedochazi k Zadnému vyvoji
nebo embryo hyne. Do této tfidy byly zahrnuty i kli¢ni rostliny, u kterych dochazelo
k viditelnému proristani kofene bez pfitomného kalusu, zbytek embrya se ale zcela nevyvijel

viz. obrazek 1.
Obriazek 1 Tridy kvality kli¢nich rostlin.

kicni rostling ze semene I trida Il I trida

3.8. MéFeni prFiristku kli¢icich somatickych embryi po aplikaci inhibitoru
DGJ

Po aplikaci DGJ viz. vySe, nasledovalo tfidenni klieni SE. Béhem této doby, byla SE
v laminamim flowboxu sterilné fotografovana pomoci digitalni zrcadlovky. Nasledna
kultivace a zopakovani fotografovani embryi umoznily zjisté€ni pfirustku jednotlivych SE
béhem sledovaného Casového intervalu. Filtraéni papir, na kterém SE kli€ila, neslouzil pouze
jako pomiicka pro snadny a neinvazivni zpisob subkultivace kli¢nich rostlin po tfech dnech
kli¢eni, ale i jako zabrana ptipadného prorustani kliCnich rostlin do média. Délky SE byly
zméfeny v programu Adobe Photoshop 6.0.

3.9. Statistické zpracovani dat

Zakladni pocetni operace pfi zpracovani dat (prumér, smérodatna odchylka apod.) jsem
provedl v programu Microsoft Excel. Statistickou analyzu (ANOVA) jsem proved]
programu NCSS 2001.
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3.10. Piehled experimentu

Tato kapitola by méla poskytnout piehled o provedenych experimentech, typu pouzitych
médii a analyzach. U kazdého experimentu rovnéz uvadim informaci o poétu provedeni

jednotlivych pokusu.

Somaticka embryogeneze smrku ztepilého

Experiment 1:
e 0. az5. tyden zrani- standardni PMM
6. tyden zrani- standardni PMM (3% sachar6za)
X
pozménéné PMM- nahrada 3% sacharozy za 1,5% sacharozu +
2,6% rafin6zu.5H,0 (PMM S+R)

e Postmatura¢ni oSetfeni (standardni oSetfeni pomalou desikaci, nebo tfitydenni chladové
oSetfeni)

e Kli¢eni

e Analyza obsahu endogennich rozustnych sacharidi (odbéry po 5. a 6. tydnu zrani; po

postmaturaénich oSetieni)

- pocet provedeni 3 z toho 2 prezentovana

Experiment 2:
e 0.az$5. tyden zrani - standardni PMM

6. tyden zrani- standardni TMM (0,1% myo-inositol)
X
pozménéné TMM v hladinach myo-inositolu (0,2%, 0,6%, 1%)
e Postmaturaéni oSetfeni (standardni oSetfeni pomalou desikaci, nebo chladové oSetreni)
e KliCeni, klasifikace tfitydennich kli¢nich rostlin
e Analyza obsahu endogennich rozpustnych sacharidi (odbéry po 5. a 6. tydnu zrani; po

postmaturacnich o$etieni)

- pocet provedeni 2

38



Material a metody

Experiment 3A:
e 0. az 6. tyden zrani- standardni PMM

e Extirpce, oplach
e od pocatku 7. tydne po &tyfi dny- standardni TMM (3% sachar6za)
X

TMM S+R
e Postmatura¢ni oetfeni (chladové nebo desika¢ni oSetieni pfi 97% RH nebo aplikace obou
oSetfeni soucasn€)
o Kliceni, klasifikace tfitydennich kli¢nich rostlin
e Analyza obsahu endogennich rozustnych sacharidii (odbéry po 6. tydnu zrani; po

¢tyfdenni kultivaci na TMM,; po postmaturacnich oSetfenich)

Experiment 3B:
0. aZ 6. tyden zrani- standardni PMM, po pfipadné extirpci oplach

Od pocatku 7. tydne zrani na:

amo |sandardni ™M ] [*[* 5 TFF| oy
ne standardni TMM x 4 dny
ano | standardni TMM ** Ix il 1 tyden
ano | standardni TMM ** Ix 1 tyden
ano |standardni TMM *|* 1 tyden
ne standardni PMM 1 tyden

cervené- aplikace tepelného Soku pred extirpci

e Postmatura¢ni oSetfeni (hvézditky znaci aplikované varianty postmaturacnich oSetieni:

. D e ok .
chladové oSetfeni (" ); nebo standardni oSetfeni pomalou desikaci (" ); sou€asna
. R _ Ry . :
kombinace chladového oSetieni a oSetfeni pomalou desikaci ("); postupna kombinace

chladového a oSetfeni pomalou deikaci (*); odetfeni pomalou desikaci za tmy (*)).
e Kliceni, klasifikace vybranych tfitydennich kli¢nich rostlin
¢ Analyza obsahu endogennich rozpustnych sacharidi (odbéry po 6. tydnu zrani; po
ukonceni kultivace na maturaénich médiich v 7. tydnu zrani, po postmaturacnich

oSetfenich)

Experiment 3C:
e 0. az 6. tyden zrani- standardni PMM, po pfipadné extirpci oplach
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ano |standardni TMM *[*|"|* |x| TMM S+R * | 4dny
ano | standardni TMM ** | x | TMM Gal %% | 1tyden
ano | standardni TMM ** |x [TMMO ** | | tyden
ano standardni TMM *l* 1 t)"den
ne standardni PMM 1 tyden

cervené- aplikace tepelného Soku pied extirpci

Postmaturaéni oSetfeni (hvézdiCky znaéi aplikované varianty postmaturaénich

v oy s T P TN N N s . g x v .

oSetfeni: chladové oSetfeni (" ); standardni oSetfeni pomalou desikaci (); soucasna
. . Moy Yoy . . ok N

kombinace chladového oSetfeni a oSetfeni pomalou desikaci ("); oSetfeni pomalou

desikaci za tmy (¥)).

kli¢eni, klasifikace vybranych tfitydennich kli¢nich rostlin
Analyza obsahu endogennich rozpustnych sacharidi (odbéry po 6. tydnu zrani, po
ukonceni kultivace na matura¢nich médiich v 7. tydnu zrani, po postmatura¢nich

oSetfenich)

Experiment 4:

0. az 6. tyden zrani- standardni PMM

extirpce, 7. tyden zrani- standardni TMM

standardni pomalé desikac¢ni a chladové oSetfeni aplikované sou¢asné

2h aplikace- destilovana H,O x roztok DGJ

kli¢eni- germina¢ni médium neobsahujici sacharid x 1% galaktozu, sledovani po¢atku
nastupu kli¢eni, méfeni prodluZovani hypokotylu v ¢ase, klasifikace tfitydennich
kli¢nich rostlin

Analyza obsahu endogennich ropzustnych sacharidi (odbéry po postmaturaénim

oSetfeni, po 24 a 72h od poc¢atku imbibice)

- pocet provedeni 2
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Zygotickad embryogeneze smrku ztepilého

Experiment 5:
e Imbibice semen- destilovana H,O x roztok DGJ
e KliCeni- filtracni papir navih¢eny v: H,O
1% roztok sachardzy
1% roztok galaktozy
roztok DGJ
roztok DGJ obsahujici 1% sachar6zu
roztok DGJ obsahujici 1% galaktozu

- sledovani po€atku nastupu kli¢eni
¢ Analyza obsahu endogennich rozpustnych sacharidi (semena pied imbibici, 24 a 72
hodin po imbibici)

- pocet provedeni 1

Somaticka embryogeneze hybridu jedle Abies alba x Abies numidica

Experiment 1:
e 0. aZ 8.tyden zrani na maturanim médiu
3,16% malt6za. H,O
3% sacharo6za
9. tyden na dozravacim médiu, 3,16% maltéza.H,O x 3% sachar6za
e Standardni dvoutydenni o$etfeni pomalou desikaci
o Kkligeni
e Analyza obsahu endogennich rozpustnych sacharidi (odbéry v 0. tydnu zrani

(proliferujici ESM), po 4., 8., 9. tydnu zrani, po desikanim oSetfeni

- pocet provedeni 4, prezentovany 3
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4. VYSLEDKY

4.1. Dynamika obsahu RFO v prubéhu somatické embryogeneze smrku
ztepilého

4.1.1. Kumulace RFO u SE béhem kultivace na maturaénich médiich

Zrani SE probihalo vzdy na pevném maturaénim médiu (PMM) standardniho sloZeni az
do konce patého nebo Sestého tydne v zavislosti na typu pokusu. Poté byla zrala SE kultivovana
¢tyfi dny nebo tyden na pozménénych PMM nebo tekutych maturanich médiich (TMM).
Pokud byla SE po Sestém tydnu zrani extirpovana (oznaceno zkratkou ext, nebo pfimo popsano
v textu), probihala nasledna kultivace extirpovanych SE vidy na TMM. Kultivace ESM
probihala budto na PMM nebo TMM. Celkovy &asovy interval faze zrani i se zapocitanou
kultivaci na TMM &i PMM byl nejvySe sedm tydnd. Thned po ukondeni kultivace podstupovala

SE postmaturacni oSetfeni.
4.1.1.1. Kultivace SE v pozdnich fazich zrani na médiich obsahujicich RFO

SE smrku ztepilého zrala v zavéreéném (Sestém) tydnu zrani na PMM obsahujicim 1,5%
sachar6zu a ekvimolarni mnoZstvi rafindzy (PMM S+R). To za ulelem obohaceni spektra
endogennich rozpustnych sacharidi SE o RFO nezavisle na postmaturalnim oSetfeni. Zavér
zrani SE smrku ztepilého byl vybran pro aplikaci PMM S+R z diivodu nedetekovatelné aktivity
kyselych (tedy i extracellarnich) invertaz u SE v této fazi zrani (Konradova et al., 2002). Kyselé
invertazy mohou $t&pit dodané RFO.

Kultivace SE na PMM S+R v Sestém tydnu zrani nevedla ke kumulaci RFO v SE.
Namisto RFO byla v SE detekovana melibi6za, tedy produkt $t€peni dodané rafin6zy vlivem
pusobeni kyselych invertaz (graf 1).

V nasledném pokusu byla SE po standardnich $esti tydnech zrani na PMM extirpovana a
ve snaze o potlaCeni aktivity extracelularnich invertdz omyvana po dobu 15ti minut v &erstvém
médiu. Poté byla pfenesena na TMM S+R médium a kultivovana po dobu &tyf dnt. U obou
variant s extirpovanymi SE, tedy jak kultivované na TMM S+R, tak nefekané i u kontrolni
varianty, dochazelo ke kumulaci RFO v nizkych hladinach (graf 2). U dvou ze tfi provedeni
pokusu, byla hladina RFO u kontrolni varianty piekvapivé vys§i oproti varianté kultivované na
TMM S+R (graf 2). Sedmitydenni zrani ESM na standardnim PMM nevedlo ke kumulaci RFO
v SE v detekovatelnych hladinach oproti extirpované varianté kultivované sedmy tyden zrani na
TMM (graf 2).
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Piedb&Zzné vysledky (pokus proveden pouze jednou) ukazaly, Zze samotna &tyfdenni
kultivace ESM na TMM od poc¢atku sedmého tydne zrani, vedla ke kumulaci RFO v SE. Pokud
byla SE pred kultivaci na TMM extirpovana, byla hladina RFO po kultivaci u SE extirpované
varianty vysSi oproti SE varianty neextirpované. U ESM kultivované &tyfi dny na TMM nebyla
v SE detekovana melibioza (graf S).

Extirpovana i neextirpovana SE kultivovana na TMM po $estém tydnu zrani se vZdy
vyznafovala vy$§imi hladinami sacharézy a vy$§im pomérem sachar6zy ku hex6zam. Z tohoto
divodu a z diivodu kumulace RFO jiZ na konci zrani, se extirpce a kultivace SE na TMM po
Sestém tydnu zrani staly standardnim oSetfenim SE v mych pokusech (vyjma pokusu, kde byly

aplikovany rizné koncentrace myo-inositolu do TMM).

4.1.1.2. Kultivace SE v pozdnich fazich zrani na médiich obsahujicich prekurzory

syntézy RFO

~ Za tU&elem posileni syntézy RFO b&hem postmaturaénich oetfeni byla SE kultivovana
na TMM obsahujicich prekurzory syntézy RFO. Endogenni hladiny myo-inositolu v SE byly
navySeny pienesenim ESM zPMM po patém tydnu zrani na TMM s riznymi koncentracemi
myo-inositolu (0,1% (standardni maturaéni médium), 0,2%, 0,6% a 1%). Kultivace byla
ukoncena po jednom tydnu (graf 4). V pfipadé prvniho provedeni pokusu rostly endogenni
hladiny myo-inositolu SE s naristajici koncentraci myo-inositolu v médiu v porovnani
s kontrolni variantou 1,6x, 2,3x a 6x (u SE posledni varianty nebylo moZné oddélit myo-inositol
od fruktézy- hodnota udava soucdet obou hladin) versus 1,4x, 1,8x a 2,5x u opakovani pokusu
(graf 4). Pri pfeneseni ESM po patém tydnu zrani na TMM, nedochazelo b&hem tydenni
kultivace ke kumulaci RFO v SE (graf 4).

V dal$im pokusu byla SE po Sestém tydnu zrani na PMM extirpovana a kultivovana
jeden tyden na TMM obsahujicim misto 3% sachar6ézy pouze 1% galaktézu (TMM Gal).
Zamérem bylo zvySeni endogenni hladiny galakt6zy v embryich a potencialni posileni syntézy
RFO béhem naslednych postmatura¢nich o$etfeni. Hladiny RFO po tydenni kultivaci na TMM
Gal byly u SE ve srovnani s kontrolou nizké a variabilni (tab. 3A,B). Po kultivaci na TMM Gal
byla u SE pfekvapivé nizka i samotna endogenni hladina galaktozy. U SE této varianty doslo k
mirnému sniZeni celkového obsahu endogennich rozpustnych sacharidii a k narustu hladiny
myo-inositolu ve srovnani s kontrolni variantou (graf 3).

V pfipad€ tydenni kultivace Sestitydennich extirpovanych SE na TMM neobsahujicim

sacharid (TMM 0) doslo také k naristu hladiny myo-inositolu oproti kontrolni varianté. Pokles
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celkové hladiny endogennich rozpustnych sacharidi zplisobeny snizenim hladiny sacharézy byl

u SE varianty kultivované na TMM 0 vyrazny ve srovnani s kontrolni i Gal variantou (graf 3).

Graf 1. Vliv kultivace na pevném maturanim S+R médiu v6. tydnu zréni na spektrum

endogennich rozpustnych sacharidi u SE.
-A, B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu,
t= tyden, Z~ zrini, SE= somatickd embrya, K0= SE po 5t zrani na PMM , S= SE kultivovana v 6.t zrani na TMM
obsahujici 3% sacharé6zu, S+R= SE kultivovana v 6.t zrini na PMM obsahujicim 1,5% sacharézu a 2,6%
rafinézu. 5H,0, priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkidch, n=5 aZ 6.

150

100 -

| fruktéza

obsah sacharidi [ug/mg susiny]

0O myo-inositol
| galaktéza?

obsah sacharidu [ug/mg susiny]

250

150

100 -

| fruktéza

O myo-inositol
@ galaktéza

(= eqd

50 @ glukéza
| melibiéza
@ sachardza
o 4

o3etfeni osetieni
Tabulka dat ke grafu 1A
" obsah sacharidii [pg/mg sufiny]
: celk.
ofetfenf | RFO | sacharfza | melibiéza | glukéza 27?7 | galaktéza | myo-inositol | fruktéza | obsah
- |KO | 00200 | 1423177 | 00200 | 320+54 [ 00200 [ 00200 45,186 16,7+2,1 | 236,1 £289
K _ 100200 | 1354173 | 00200 [ 255+80 [ 00200 [ 00200 34,7+83 183+3,5 | 213,8+329
MZ|S+R)] 00:00 | 12,0261 | 12714 | 124220 | 12206 | 0604 232437 12,5+ 08 | 1747197
Tabulka dat ke grafu 1B
obsah sacharidi [pg/mg sufiny
. myo-
oletfeml | RFO | sachar6za | melibi6za | glukéza 77?7 | galaktéza | inositol | fruktéza | celk. obsah
KO | 0000 | 127987 | 00£00 | 27,1469 | 00+00 [ 00+00 | 127+1,0 | 43,6+1,0 | 211,2+216
K | 0000 | 988+121 | 00200 | 137+21 | 00£00 | 1304 | 130229 | 33,6:29 | 160,4+18,0
IUZ|S+R| 00200 | 852272 | 164416 | 83+12 [ 1005 | 1,2+03 | 11,8409 | 21,1309 | 14504112
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Graf 2: Vliv zm&n zastoupeni sacharidi
v maturatnim médiu na obsah endogennich
rozpustnych sacharidi u SE.

-A,B,C prezentuji vysledky jednotlivych opakovani
pokusu,

SE= somaticka embrya, d= den, t= tyden, Z= zrani,
ext= extirpovand SE, TMM= tekut¢ maturani
médium, PMM= pevné¢ maturatni médium, K0=
SE po Sesti tydnech zrdni na PMM, S= SE
kultivovand od po¢itku sedmého tydne zrani na
standardnim TMM (3% sacharéza), S+R= SE
kultivovand od potitku sedmého tydne zrani na
TMM obsahujicim 1,5% sacharézu a 2,6%
rafinézu.5H,0.

-priméry * smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulkidch, n=5 aZ 6.

obsah sacharidl [pg/mg su$iny]

160

oSetfenf

B, —
— 120 -
>
£
E
a 100 -
[«
s
2 807
=3
=
-] 60 - & fruktéza
§ 0 myo-inositol
o 40 - | galaktéza
§ & glukéza
[} 20 - W sacharéza
# rafindza
0 .
KO| S [S+R| S S
4dZext [tZext 1tZ
TMM PMM
oSetieni

obsah sacharida [ug/mg susiny]

oSetfeni

| fruktéza
O myo-inositol
B glukéza

i|m sacharéza
. rafinéza

O stachy6za
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Tabulka dat ke grafu 2A
e obsah sacharidi [pg/mg suiny]
betfemd | sachyoza | rafinéza | sacharoza | gikéza | 7 | galaktoea inositol | fruktsza | celk. obsah
o 0,00+0,00 | 0,00+000 | 642+65 |25+03]04:07] 09+04 | 245+38 | 41+77| 96797
e 8 4 1,15+024 | 2,52+0,50 | 1093+133 | 3,0£0,8 | 00200 | 07404 | 102420 [ 3310 [ 130,1£159
el 4 0,00+0,00 | 1,39+037 | 1043150 | 1,4+1,0 | 0000 | 08404 | 100+26 [ 01201 [ 11822175
. {1zem ], 081 +
B e lg -4 237+048 [ 362+047 ] 1130275 | 16203 | 116 | 12+04 | 100£10 [ 30+05 | 1353288
PMM| HZ g .J]000+0,00|000+000| 80,2+176 |68+20]00+00 | 00+00 | 247+51 | 8019 | 119,7£277
Tabulka dat ke grafu 2B
o obsah sacharidi [pg/mg suiny]
, myo-
oletioni stachyoza | rafinéza | sacharza | glukéza | 777 | galaktéza | inositol | fruktoza | ocelk. obsah
. K8] 0,00+000 | 0,00:000 | 80,8+75 [00+00]|47:17| 07+04 |180+20[77+30] 11182126
_ m” s 7-: 1 0,00+000 | 071:022 | 107,5+26,6 | 00+00]30+03| 05+02 | 88+34 |25+04] 1229+308
TMM s+ ] 000+000 | 1,02+062 | 1061363 [00+00] 1,0£1,5] 06201 | 1152813213 121,5+424
ItZext |. 0,00+0,00 | 0,98+060 | 107,9+99 [00+00]22+08] 05+0,1 |10,1+07 [20+03] 1235293
PMM | 1Z 0,00+0,00 | 0,00£000 | 65126 [00+00]29+08] 09+03 |159+08 |45+07] 893424
Tabulka dat ke grafu 2C
S obsah sacharidi [ug/mg sufiny]
] stachyoza | rafinéea sacharéza glukéza myo-inositol fruktoza | celk. obsah
Kol 00+00 | 00+00 | 1023:126 12,9+ 2,6 222+17 16043 | 153.4+197
nas 18 107205 | 19404 107,7£ 6,0 49+09 0,0 0,0 11,7612 | 1269+85
adZext . |s+m | 00+00 | 12202 | 1501+138 2,8+07 0,0 £ 0,0 16120 | 1702+162
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Graf 3: Vliv zm&n zastoupeni sacharidi v maturalnim médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidi u SE.
-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.
SE= somaticka embrya, d= den, t= tyden, Z~= zrani, KO= SE po $esti tydnech zrdni na PMM, S= SE kultivovani
od potatku sedmého tydne zrani na standardnim TMM (3% sachar6za), Gal= SE kultivovana od potatku sedmého
tydne zrani na TMM obsahujicim misto 3% sacharézy 1% galaktézu, 0= SE kultivovana od polatku sedmého
tydne zrani na TMM neobsahujicim sacharid.

-pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkich, n=5 aZ 6.

B
A 160 — - - 160 --
140 140
= > [
:' 120 E‘ 120
a 7
3
* @
2 100 - 2 100 -
= ]
o B - ]
'§ 80 s 80
. .E
<
g | g
3 60 1 s 60 .
= | fruktéza =
‘v‘i 0O myo-inositol 8
m galaktéza
S 401 oo S 401 & fruktéza
| glukéza O myo-inositol
@ sacharéza W galaktéza
20 - m rafin6za 20 - m glukéza
O stachyé6za m sacharéza
’ mrafinéza
0- J 0
KO S Gal
1tZext
osetfeni oSetieni
Tabulka dat ke grafu 3A
obsah sacharidi [pg/mg sufiny]
myo- celk.
oletfemi | stachy6za | rafin6za | sacharéza |glukéza| ??? [galaktéza| inositol | fruktéza | obsah
~-K0] 0,00+0,00 0,00 £ 0,00 64,2+ 6,5 25+03| 04407 0,9+0,4 24,5+3.8 4,1+7,7 96,7+ 9,7
: ] 0,81 +
8 2,37+0,48 3,62+ 0,47 113,0+7,5 1,6+03 1,16 1,2+0,4 10,0+ 1,0 3,0+£0,5 13,3+8,8
1Zext ) 103,6 +
Gal | 0,00+ 0,00 0,27 + 0,23 74,6+24,7 | 2,6+0,7 | 0,0+0,0 1,7+0,7 24,1+6,0 0,3+0,4 32,1
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 22,0+ 5,6 0,9+0,2 | 0,0+£0,0 0,0 £ 0,0 18,2+3,2 0,0+ 0,0 41,0+ 87
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Tabulka dat ke grafu 3B

obsah sacharidii [pg/mg sufiny]

myo-
stachyéza | rafinéza |sacharéza| glukéza | galaktéza| inositol | fruktéza | celk. obsah

0,00+0,00 | 000+000 | 808+75 | 47+1,7 | 0704 | 18020 | 77+3,0 111,84 12,6

0,00+0,00 | 098+0,60 |107,9+99 ] 22+08 | 05+0,1 | 10,1207 | 2,0+03 123,5+93

0,00+0,00 | 005:0,10 | 830+9,1 | 1,508 | 2,805 | 262+44 | 16+3,6 1153 +12,5

0,00+0,00 | 000000 | 344+49 | 1,120,6 | 03+0,1 | 22,540 | 0,000 58,4+9,1

Graf 4: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi SE po kultivaci na maturaénich médiich
s riuznymi hladinami myo-inositolu.

-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.

SE= somaticka embrya, t= tyden, Z~= zrani, K0= SE po 5.t zrini na PMM, K, A, B, C= SE kultivovana v 6.t zrani
na TMM obsahujicim standardni 0,1% (K) nebo 0,2% (A), 0,6% (B), 1% (C) myo-inositol, priméry +
smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 az 6.

A 200 o ey B 200 e

b
;
2
.

g

obsah sacharid( [ug/mg susiny]
8
obsah sacharidd [ug/mg susiny]

g
8
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Tabulka dat ke grafu 4A
T obsah sacharidu [ug/mg susiny]
odotfenf | stachyéza | rafinéza | sacharéza | glukéza | galaktéza | myo-inositol | fruktéza | celk.obsah
K@) ] 00200 | 00+00 | 8542107 | 16830 | 06+01 | 17230 | 160£33 | 1360+ 183
‘%] 0000 | 00+00 | 946+68 | 192223 | 00+00 | 201+21 | 165+19 | 1505107
]~ 1 00£00 | 00400 | 9084147 | 238462 | 00400 | 276+45 | 185445 | 160,726
BJ 00+00 | 00£00 [ 1005+47 | 214443 | 00£00 | 379:37 | 170:+42 | 17681164
1c] 00200 | 00+00 | 815+93 | 237+34 | 00+00 | 504:66 [ 187+32 | 1742+20
Tabulka dat ke grafu 4B
o] obsah sacharidt [pg/mg susiny]
obsthenl | stachytza rafin6za sacharéza glukéza myo-inositol fruktéza celk. obsah
) 00100 00100 9821116 192+29 | 185+25 | 159+16 | 15182165
K| 0000 0,010, 573+ 13,1 102+15 | 103+21 | 105209 [ 8841162
1wz A 00200 00100 7581116 125+33 | 16816 | 128236 | 11802176
B| 00:00 00100 67,1134 128+41 | 227+631 | 120235 [ 11462134
0,010, 0,01+0,0 92,4186 175+¢54 | 631+11,1 | 00200 |[17312238
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Graf 5: Vliv extirpce na spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u SE po kultivaci na

matura&nich médiich s rozdilnym zastoupenim sacharidi.

SE= somatickd embrya, d= den, Z= zrini, ext= extirpovani SE (pokud neni zkratka ext pfitomna, jedna se
automaticky o kultivaci celé ESM), K0= SE po $esti tydnech zrani na PMM, S= SE kultivovana od po&itku 7.t
zrani na TMM obsahujicim 3% sachar6zu, S+R= SE kultivovana od potitku 7.t zrani na TMM obsahujicim 1,5%
sachar6zu a 2,6% rafin6zu.5H,O

- praméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 aZ 6.

8

2

obsah sacharida [ug/mg su$iny]
8

60 -
B fruktéza
40 - O myo-inositol
# galaktéza
B glukéza
8 sacharéza
20 - & rafinéza
O stachyéza
o 4
KO | ext ext
S S+R
4dz
osdetreni

Tabulk:_l dgt ke grafu §

obsah sacharidi [pg/mg sufiny]
oletlend stachyéza rafinbza sacharéza glukéza | galaktéza | myo-inositol | fruktéza celk. obsah
' X0 ~ ] 0,00+£0,00 [ 0,00£0,00| 642465 |25+03| 0904 245+3,38 4177 | 96,7+9,7
.}
447 | 4R

1,15+£0,24 | 2,52+0,50 | 1093+133 | 3,0+0,8 | 0,704 10,2+2,0 33+1,0 | 130,1 +15,9
0,38+0,11 | 1,22+0,24 | 113,6+14,6 | 27+09 | 08+0,6 21,1+47 0,0+0,0 | 139,8+187
0,00+0,00 | 1,39+037 [ 1043+150 | 1,4+10 | 0804 10,0 £2,6 0,1+0,1 | 1182+175
10,00£0,00 | 1,04+0,15] 101,0+11,7 | 1,6+0,4 | 0,7+0,1 11,5+ 1,6 33+1,2 | 119,24+ 14,7
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4.1.2. Kumulace RFO v SE béhem postmaturaénich oSetieni

Ve snaze zvysit hladiny RFO u SE smrku ztepilého, byla zrala SE vystavena riznym

druhtim jednotlivych postmatura&nich oSetfeni, pfipadné jejich kombinacim.

4.2.1.1. Standardni oSetreni pomalou desikaci

V piipadé desikaéniho oSetfeni SE s riznymi endogenimi hladinami myo-inositolu doslo
k nejvyssi kumulaci RFO u SE kultivovanych na maturaénim médiu obsahujicim 0,2% myo-
inositol (graf 6).

Kultivace extirpovanych SE na pozménénych TMM (S+R a Gal) nevedla k
pfedpokladanym rozdilim ve vyslednych hladinaich RFO po desikatnim oSetfeni ve srovnani
s kontrolnimi variantami (graf 7). Nahrazeni standardni svételné periody 16 h svétlo/ 8 hodin
tma pfi desikaénim oSetfeni za stalou tmu vedlo u SE k poklesu celkové hladiny endogennich
rozpustnych sacharidi ve srovnani s kontrolni variantou. Celkova hladina RFO u SE
desikovanych ve tmé byla srovnatelna s ostatnimi desikovanymi variantami. SE desikovana za

tmy se odliSovala od kontrolni varianty vy$§im pomérem hladin stachy6za:rafin6za (graf 7).

4.2.1.2. Desikacni oSetfeni pFi 97% relativni vzdusné vlhkosti

Somaticka embrya kultivovana &tyfi dny na TMM (standardniho sloZeni nebo S+R) po
Sestitydennim zrani na PMM, podstoupila desikalni oSetfeni v prostfedi 97% RH. Po desatém
dni oSetfeni byl obsah vody embryi snizen na hodnotu kolem 25 %. B&hem oSetfeni dochazelo
k hnédnuti SE, které se s postupujici desikaci prohlubovalo. Z tohoto duvodu bylo oSetfeni
pfed¢asné ukon€eno po deseti dnech. Urychlena dehydratace pletiv vedla ke kumulaci RFO a
zvyseni celkové hladiny sacharidii u SE srovnatelnymi s oSetfenim pomalou desikaci. Spektrum
endogennich rozpustnych sacharidi u desikacné oSetfenych SE pfi 97% RH se odliSovalo od
standardniho desika¢niho oSetfeni kumulaci neznamého sacharidu a nedetekovatelnymi

hladinami myo-inositolu (graf 8).
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Graf 6. Vliv zm&n endogennich hladin myo-inositolu na obsah endogennich rozpustnych

sacharidii po standardnim ofetFeni SE pomalou desikaci.
(vychozi spektrum endogennich rozpustnych sacharidii SE pfed desikaénim o$etfenim viz. graf 4A resp. 4B)
-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.
SE= somaticka embrya, t= tyden, D= standardni o$etfeni pomalou desikaci, K, A, B, C= SE kultivovani v 6.t

zrani na TMM obsahujicim standardni 0,1% (K) nebo 0,2% (A), 0,6% (B), 1% (C) myo-inositol.

- priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkach, n=5 az 6.

B
A100 g - 100 7 — —
80 p
z H
@ A
: 7 ]
g g 0 myo-inositol
g 5
= 3
2
5 £ %
5 7]
8 3
s 3
4 2
g °
20 4
ol
3tD
osetfeni
Tabulka dat ke grafu 6A
REH obsah sacharidii [pg/mg suSiny]
stachy6za rafinza sacharéza glukéza galaktéza | myo-inositol fruktoza celk.obsah
1,109 | 33+16 | 506+11,1 | 23+08 | 12+04 3,4+10 13204 | 632:154
12204 | 5614 | 650£176 | 19+04 | 10402 56+08 1,1+09 | 814+183
1,003 | 29207 | 460+140 | 21209 | 09+03 95+22 0,705 | 63,1171
08405 | 33104 | 745+113 | 2010 | 07+03 113+16 | 08406 | 934+123
Tabulka dat ke grafu 6B
TR obsah sacharidi [pug/mg sufiny
myo-
WCIPEIE - | stachyéza rafinéza sacharéza m m”? glukéza inositol fruktoza celk. obsah
kK] 06201 | 19+03 | 390+45 | 46+04 | 00+00 | 07+02 [ 42205 | 02202 | 513:54
. ’ iace’ Al 48209 | 37408 | 4894110 | 51415 | 36221 | 22422 | 6310 | 0505 | 751+140
bmd 10+10 | 31+12 | 600+234 | 88263 | 37419 | 52+84 | 83+47 | 12+05 | 9144367
1 02+02 | 20+10 | 5654272 | 106+57] 07+13 | 1.8209 | 170+83 | 1609 | 904+426
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Graf 7. Vliv zm&n zastoupeni sacharidi v maturanim médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidi u SE po standardnim ofetieni pomalou desikaci.
-A,B prezentuji data z jednotlivych opakovani pokusu.

SE= somatickd embrya, D= standardni o$etfeni pomalou desikaci, d= den, t= tyden, Z~ zrani, ext= extirpovana
SE, S= SE kultivovana od po¢atku 7.t zrani na TMM obsahujicim 3% sachar6zu, S+R= SE kultivovana od potatku
7.t zrani na TMM obsahujicim 1,5% sachar6zu a 2,6% rafin6zu.5H,0, Gal= SE kultivovana od potatku 7.t zrani
na TMM obsahujicim misto 3% sachar6zy 1% galaktézu,a = ofetfeni pomalou desikaci za tmy.

- priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkich, n = 5 az 6.

A
120 - g 120 - —— -
|
| |
| |
5 19 | 5 1007 I
£ | £
] i L]
3 1 2
o 80 - 1 o 80 -
E | E
=] | o
= i =
3 60 - 3 60 -
=] b=
S e
g | 2
S a myo-inositol | ‘G ® fuktéza
4 40 m galaktéza 3 40 0 myo-inositol
£ amm £ | galaktéza
3 m giukéza S & glukéza
S msachardiza | [ § m sacharéza
20 - m rafinéza 20 - | rafinéza
O stachyéza 0O stachyé6za
0 0
S S |S+R/| Gal S S |S+R| Gal
4dZext tZe 4dZext tZe
3tD osetfeni 3tD oSetfeni
Tabulka dat ke grafu 7A
obsah sacharidi [pg/mg suiny)
myo-
oethesi | cachyoza | rafinéza | sacharéza | glukéza | 777 | galaktéza | inositol | fruktéza | celk. obsah
8] 118+40 [ 62210 | 559+53 | 42+1,6 [10£03| 14204 [ 49:08 | 00+00 85894
AdZem | =
8] 133:22 | 2707 | 354+78 | 72£16 [00+00| 13:04 | 49£23 | 0000 | 648+102
SR| 68+16 | 51+13 | 518464 | 39+16 [01+02] 13207 | 49+1,0 [ 00200 | 739:94
Wext | O8] 63422 | 43+14 | 40776 | 40+1,7 {00+00] 1,1+03 | 49+12 | 00+00 | 6132118
Tabulka dat ke grafu 7B
obsah sacharidii [ug/mg sufiny]
myo-
ofetfemi - | stachyoza | rafinoza | sachariza | glukéza 7 za | inositol | fruktéza | celk. obsah
T 8] 65+20 | 53215 | 73,7142 | 50+11 | 00£00 | 20207 | 88+19 | 03+06 | 101,62196
8] 108+13 | 24207 | 343+52 | 7110 | 15424 | 07204 | 41:07 | 09+19 | 61,8436
4dZext | $*R| 37:13 | 70£20 | 7832171 | 29+1,7 | 00200 | 25+18 | 106+54 | 09+13 | 1059£247
1Zext | O8l| 22105 | 75+22 | 670+165 | 30+11 | 00£00 [ 13213 | 127+45 | 00200 | 9362239
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Graf 8: Vliv zmén zastoupeni sacharidi v matura®nim médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidii u SE po desika¥nim oSetfeni pFi 97% relativni vzdu¥né vihkosti.

SE= somaticka embrya, d= den, Z= zrani, ext= extirpovana SE, K= kontrolni varianty- SE kultivovana od po&atku
7.t zrani po 4 dny na TMM obsahujicim 3% sacharézu, S+R= SE kultivovani po 4 dny od potatku 7.t zrani na
TMM obsahujicim 1,5% sacharézu a 2,6% rafinézu.5H,0.

- pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n= 5 az 6.

120
>~
£ 100 -
)
3
n
o)) i
§ 80
o
=
) 60 -
T O myo-inositol
© m glukéza
S 40 m sachar6za
o m rafinéza
o O stachy6za
g 20 - =
el
(o]

0
K S+R
4d”Zext
oSetreni

Tabulka dat ke grafu 8

obsah sacharidii [pg/mg sufiny

o myo-
oletieni stachy6za | rafinéza | sacharéza | glukéza inositol fruktéza | celkovy obsah
K |25+13|154+76|633+78)| 08+03 | 45+18 | 00+00 | 865+ 14,4
SR {27+15]|166+98| 77+654 | 1,9+13 | 52+45 | 00+00 | 103,4+819
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4.2.1.3. Chladové oSetieni

Vliv zmén zastoupeni sacharidi v TMM na hladiny RFO u SE byl testovan také b&hem
chladového oSetfeni. Chladové oSetfeni se liSi od desikaéniho oSetfeni svym zakladnim
uspofadanim. SE zistavaji po celou dobu chladového oSetfeni na maturaénim médiu
od posledni subkultivace béhem zrani. Pisobeni pozménénych TMM na SE bé&hem chladového
oSetfeni se tak od desikacniho vyrazné odlisuje.

Nejvyssich hladin RFO po chladovém oSetfeni bylo dosazeno u varianty kultivované na
TMM obsahujicim 0,2% myo-inositol a v pfipadé opakovani pokusu na TMM obsahujicim
0,6% myo-inositol (graf 9).

Zrala SE byla po Sesti tydnech zrani probihajiciho na standardnim PMM extirpovana a
dale kultivovana €tyfi dny na TMM S+R nebo jeden tyden na TMM Gal. Poté byla SE chladové
oSetfena. Kultivace SE na TMM S+R (graf 10) ani na TMM Gal (graf 11) nepfispéla k navySeni
vyslednych hladin RFO po chladovém oSetfeni oproti pfislusnym kontrolnim variantam.
Prodlouzeni chladového oSetfeni u varianty TMM S+R a jeji kontrolni varianty ze tfi na Sest
tydnd vedlo pouze k mirnému nardstu hladin RFO (graf 10). Podle pfedbéznych V)"slédkﬁ byla
tendence narustu hladin RFO u SE kultivovanych na TMM Gal pii prodlouZeném chladovém
oSetfeni obdobna. ProdlouZeni chladového oSetfeni u SE smrku ztepilého ze tfi na Sest tydni
vedlo ke snizeni hladin celkovych rozpustnych sacharidi. U SE varianty TMM 0 doslo b&hem
chladového osetfeni ke kumulaci hladiny RFO srovnatelné se situaci u kontrolni varianty (graf
14). Celkové lze hodnotit dosaZzené hladiny RFO u SE po chladovém oSetfeni jako nizké a

variabilni.
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Graf 9: Vliv zmén endogennich hladin myo-inositolu na obsah endogennich rozpustnych

sacharidi u SE po chladovém o$etFeni.
(vychozi spektrum endogennich rozpustnych sacharidii SE pfed chladovym oSetfenim viz. graf 4A resp. 4B)
-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.
SE= somatickd embrya, t= tyden, Ch= chladové oetfeni, K, A, B, C= SE kultivovani v 6.t zrini na TMM
obsahujicim standarni 0,1% (K) nebo 0,2% (A), 0,6% (B), 1% (C) myo-inositol.
- priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkiach, n= 5 az 6.

A 250 - B 250
200 200
2 E]
é 180 é 160
[~
3 .
g 2
ﬁ [ ]
g 100 § 0
L
i i
° <
0O myo-inositol
50 1 m fruktoza 60 - m glukéza
O myo-nositol o???
mglukéza m sacharéza
m sachar6za mrafinéza
m rafndza O stachyéza
O stachy6za
0 - 0
A | B l c K [ A l B ‘
3tCh StCh 3atch
osetieni ogetfeni
Tabulka dat ke grafu 9A
B obsah sacharidi [pg/mg sufiny]
‘ pmi ] stachy6za | rafindza | sacharza | glukéza | myo-inositol | fruktéza | celk.obsah
o fK] 0607 [22+1,1| 559113 | 114+42 | 155+44 | 12,7+38 | 984+212
Stt‘.h A] 05+10 [26+17] 69394 | 17953 | 219+55 [165+59 | 1287241
oAl 2619 [59+£20] 698+52 |203+63 | 316+61 | 159+36 | 1460+214
16+12 |41+£3,1| 80,9+47 |313+70]| 614+10,1 | 26,8+4,8 | 206,1 +22,5
5t 16+08 |35+14( 430+94 | 80+3,1 10,8 +2,7 76+27 | 74,5+16,7
Tabulka dat ke grafu 9B
e ' obsah sacharidi [pg/mg suSiny]
olietfemd | stachy6za | rafinbza | sachar6za m glukéza | myo-inositol | celk.obsah
i KA 1,417 [42+37] 693170 | 75416 | 146+59 ] 250467 | 121,9+33,8
3t | A 4841 |[81+44| 92879 |101+11[178+23| 30,7+22 | 164,4+17,8
Ch | B{21+£12 [57+26] 851159 | 96+22 |197+41| 44899 | 167,1+30,9
€1 10+07 [36+17]111,9+234 | 125+27[161+38| 598+146 | 204,9+413
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Graf 10: Vliv sacharidového sloZeni matura¥niho média na spektrum endogennich rozpustnych

sacharidit u SE po chladovém o3etFeni.
-A B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.

t= tyden, Ch= chladové oSetfeni, K= kontrolni varianty- SE kultivovand od po¢itku 7.t zrani po &tyfi dny na
TMM obsahujicim 3% sacharézu, S+R= SE kultivovana od po¢atku 7.t zrani po ¢tyfi dny na TMM obsahujicim

1,5% sachar6zu a 2,6% rafin6zu. 5H,0.

- pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkach, n=5 az 6.

B
180 - 140 -
160 120 -
£ 140 £
5 'S 100 -
g 120 é
5 100 3 %
.i .é B fruktéza
.l': 1 m fruktéza E 801 0 myo-inositol
§ 60 - O myo-inositol § B galaktéza
'E m glukéza .E 40 o??7?
8 iill N E- S
° ® rafinéza ° 2] ® rafinéza
20 7 Qstachyéza D stachyéza
0 - , , 0
S+R| K ' S«R| K | S+R K |S*R| K |[S+R| K |S+R
pfed Ch 3tch 6tch pfedCh 3tCh 6tCh
odetfenim odetfenim
osetieni osetieni
Tabulka dat ke grafu 10A
obsah sacharidi [pg/mg sufiny
i myo-
M | stachy6za | rafin6za | sachar6za | glukéza | inositol fruktéza celk. obsah
#0705 1,904 107,7+£6,0 |49+£0,9| 0000 | 11,712 | 1269+85
0,0+0,0 12+0,2] 150,1+138 {28+0,7| 0,0x0,0 | 16,120 | 170,2 + 16,2
29+05 {55+03]| 1194+38 [53+38| 00+£0,0 | 11,8+14 | 144962
33£08 |68+1,1| 1142+74 [55+3,1} 0000 | 143+59 | 1442+97
B 151+12)77+1,1| 822+154 119+09| 70+16 | 00+0,0 | 1040+181
6tCh. . &ﬁ 6,4+20(59+17| 703+19,5 [45+13| 86+30 [ 0000 | 956+26,4

Tabulka dat ke grafu 10B

obsah sacharidu [p@g sufiny]

v 3 myo-
_oleteml | stachy6za | rafin6za | sachar6za | glukéza | 77?7 | galaktéza | inositol | fruktéza | celk. obsah
1. 2,52+ .
1154024 | 050 | 1093+133 | 3,008 | 00£00 | 07+04 | 10220 | 33+10 | 1301159
pled i) 1,39+

ot [ $+% ] 0004000 | 037 | 1043+150 | 14410 | 00400 | 08+04 | 100426 | 01+0,1 | 11824175

% ] 21405 | 43+10 | 8074173 | 1,2+03 [09+03 | 08+0,1 | 77434 | 1,1+18 | 988+213

 Xoh iRk 06202 | 21205 | 769+72 | 1,101 [10403 | 13205 | 9606 | 0000 | 92676

iR -1 31210 | 34211 | 479463 | 24+12 [ 10405 | 1,103 | 82+24 | 0000 | 672467

ach feelt] 26405 | 45:+08 | 7512122 | 14205 [06+03 | 08+08 | 6517 | 00200 | 91,5157
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Graf 11: Vliv sacharidového sloZeni matura¥niho média na spektrum endogennich rozpustnych

sacharidi u SE po chladovém ofetFeni.

-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.

SE= somatickd embrya, Ch= chladové oSetfeni, K= kontrolni varianty- SE kultivovana od potatku 7.t zrani na
TMM obsahujicim 3% sacharézu, Gal= SE kultivovani od potitku 7.t zrini na TMM obsahujicim misto 3%
sacharézy 1% galaktézu.

- pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkich, n= 5 az 6.

A 160 - B 160 -
140 140
= 120 - T 120 ]
o w0
a H
E 100 § 100
3 ®] 3 ®]
2 2
i £
4 60
g @ w iz 8
£ O myo-inositol £
] m galaktéza 14 p
g 401 om e 40
| glukéza
 sachardza 20 -
20 m rafinéza
O stachyéza
0 01
K | Ga | K | Gal
pled 3tCh
odetfenim
oietieni osetfeni
Tabulka dat ke grafu 11A
: obsah sacharidi [ug/mg sufiny]
e sachar6z galaktéz | myo- | celk.
K s stachy6za | rafinéza a glukéza m a inositol | fruktéza | obsah
- i 1353 +
LX) 237+048 | 3624047 |1130+75] 16+03 | 0812 | 1,2+04 | 100+10 | 30+05 8,8
pled- . P ) 103,6
olietionds i{ 0,00+0,00 | 027023 | 746+247| 26207 | 00£00 | 1,7+07 | 241160 | 03104 32,1
91,5+
32+1,0 | 43+12 [754+150]| 1,1+02 | 0,703 | 04=+0,1 | 6414 | 00+0,0 18,4
4 66,1 +
HUCh 1 30+03 16+06 | 387+59 | 9114 | 06203 | 06+02 | 124+1,7 | 00+0,0 7,8
afu 11B
obsah sacharidi [ug/mg sufiny] ,
myo- celk.
stachy6za | rafinéza | sachardza | glukéza 77?7 | galaktéza| inositol |fruktéza | obsah
123,5 +
0,00+£0,00 | 0,98+0,60 | 107,9+9,9 | 22+0,8 | 0,0+0,0 | 05+0,1 10,1£0,7 | 2,003 9,3
1153+
0,00+0,00 | 0,05+0,10 | 83,0+9,1 | 1,508 | 00+00 | 28+05 | 262+44 | 1636 | 125
. 97,5 +
1,1£0,5 | 2,5+0,5 | 83,0+63 | 08402 [ 04+04 | 05+0,1 85+25 | 0,7+0,6 6,7
85,7+
2,103 | 27+02 | 590+4, | 80+06 | 00200 | 04+01 | 136+18 | 0000 6,5
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4.2.1.4. Tepelny Sok

Somaticka embrya smrku ztepilého byla po Sesti tydnech zrani vystavena 38°C+1°C po
dobu jedné hodiny, nasledné extirpovana a kultivovana na standardnim TMM po dobu jednoho
tydne. OSetfeni vedlo u SE k naristu hladiny sachardzy a naristu celkové hladiny endogennich
rozpustnych sacharidi ve srovnani s kontrolni variantou. RFO se kumulovalo v SE pouze u

jednoho ze dvou provedeni pokusu (graf 12).

Graf 12: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi po tepelného Soku a naslednych

postmaturadnich o¥etfenich u SE.

-A,B prezentuji vysledky jednotlivych opakovani pokusu.

-tepelny ok byl aplikovan po 6. t zrani, nasledovala tydenni kultivace extirpovanych SE na TMM

SE= somaticka embrya, t= tyden, Ch= chladové o$etfeni, K= kontrolni varianty- SE kultivovani od po&itku 7.t
zrdni na TMM obsahujicim 3% sacharézu, T$= tepelny Sok, (D+Ch)= soulasné chladové a pomalé desika&ni
oSetfeni, priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkich, n=5 aZ 6.

A 180 - B 180 -
160 160 -
= 140 T 0
5 3
o 120 1 > 120 1
E E
) D 400 4
S 100 =)
-3 -_g
2 e @ futbza 2 80 a Fukioza
,g O myo-inositol 2 0 myo-inositol
[ @ galaktoza a 0 . m galaktéza
: 60 - m glukéza o??7?
] msacharéza | m glukéza
2 mrafinéza 2 40 w sachardza
o 40 -
] O stachy6za o m rafin6za
20 4 o stachyéza
m -4
0 0
K | T§ | K | T8 | K l T8
3t (Ch+D) ?t(fh ' 3t(Ch+D)
oietieni osetreni
Tabulka dat ke grafu 12A
obsah sacharidi [pg/mg sufiny
, myo- celk.
olietfemi | stachy6za | rafinbza | sacharéza [glukéza| 7?7 | galaktéza| inositol | fruktéza | obsah
g 0,00 + 0,00 | 0,98 + 0,60 1079+99 |22+08 | 0000 0,5+0,1 10,1 £0,7 2,0+0,3 123,5+9,3
0,00 + 0,00 | 0,00+ 0,00 141,0+32 | 54+09 | 0,0+0,0 0,3+0,4 12,0+ 1,0 58+1,0 164,5 + 3,8
nco K1 1,120,5 2,5+0,5 83,0+6,3 08+02 ] 04+0,4 0,5+0,1 8,5+2,5 0,7+ 0,6 97,5+6,7
" ‘ 0,9+0,4 2,5+09 86,2 + 4,1 1,0£0,2 | 0,0+0,0 0,6+0,1 8,7+33 1,1+0,9 100,9 + 8,8
k3 K 6,5+1,7 27,1£2,6 78,7+5,0 1,1£0,1 | 0,0+0,0 0,6 +£0,6 84+18 0,0+0,0 122,469
( D) TS 55+13 124+ 1,1 60,1 +113 1,4+05 | 0,000 0,9+03 85+19 0,7+1,1 89,5+ 13,3
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Tabulka dat ke grafu 12B
o obsah sacharidu [pgllgg sufiny

myo-

| Slettemt | sachyoea | rafinoza | sacharsea | glukéza m galakioza | inositol | fruktoza | celk. obssh
K] 237+048 |362+047] 113,0£75 | 1,6£03 | 081 £1,16 | 1,2+04 | 10,010 [ 3005 | 1353:838
8] 3,88+1,96 [5,01+1,61]1359+132] 40+13 | 00+00 | 0000 | 145+2,0 | 43409 | 16764179

: ,w. K] 32410 | 43+12 [ 754150 [ 1,1£02 | 07+03 | 04+0,1 | 64414 [ 00+00 | 91,5+184
 t7B1 20+11 | 3705 | 90084 | 1,2+06 | 07+03 | 05+02 | 76+1,0 | 00+00 [ 105789

: K | 238+35 9512 54,1+3,4 | 11,3£0,7 0,0+ 0,0 1,619 44104 | 0,0+£0,0 104,6 + 4,6

o) 18 27,0+6,3 7,7+4.5 41,7+21,0 | 12,2+2,0 0,0+ 0,0 0,6+0,4 53+1,0 0,0+0,0 94,5 + 23,1

4.2.1.5. Kombinace postmaturaénich oSetFeni

SE stejnych variant, jako v pfipadé chladového oSetfeni, byla vystavena chladovému a
desika¢nimu oSetfeni soucasné. Jina skupina SE varianty TMM S+R a jeji kontrolni varianta
byly vystaveny nejprve chladovému a posléze desikaénimu oSetfeni. Aplikace kombinaci
postmaturaénich oSetfeni vedly ke kumulaci vysSich hladin RFO ve srovnani s jednotlivymi
postmaturaénimi o$etfenimi (graf 13A,13B). Celkové nejvysSich hladin RFO bylo dosazeno u
SE, u nichz bylo desikaéni i chladové oSetfeni aplikovano sou€asné (graf 12,13A,13B).

Soucasna kombinace postmaturacnich oSetfeni extirpovanych SE variant TMM S+R a
TMM Gal vedla az na nékolik vyjimek ke kumulaci niz§ich hladin RFO ve srovnani
s kontrolnimi variantami (graf 13A,13B). Zmény spektra endogennich rozpustnych sacharidi u
SE vyvolané tepelnym Sokem nevedly k navy$eni hladiny RFO v kombinaci s postmaturaénimi
ofetfenimi ve srovnani s kontrolnimi variantami (graf 12). Pokud bylo v kombinaci
s chladovym oSetfenim soucasné aplikovano desika¢ni o$etfeni pfi 97% RH, nedoslo ani po
tfech tydnech oSetfeni ke sniZeni obsahu vody u SE jako v pfipadé aplikace samotného
desetidenniho desika¢niho oSetfeni pfi 97% RH. Také i vtomto pifipadé dochazelo
k Castenému hnédnuti kultury béhem oSetfeni, ale nebylo tak rozsahlé jako v pfipadé
samotného desika¢niho oSetfeni pfi 97% RH. PfestoZe kombinace desikacniho oSetfeni pii 97%
RH a chladového oSetfeni aplikovanych soucasné navodily kumulaci RFO v SE ve vysokych

hladinach (graf 15), bylo nasledné od tohoto oSetfeni z vy§e zminénych diivodi upusténo.
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Graf 13A: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u SE po kombinaci postmaturanich

oSetfeni v zdvislosti na sacharidovém sloZeni matura¥niho média.

SE= somaticki embrya, d= den, t= tyden, Z~ zrdni, Ch= chladové o3etfeni, (D+Ch)= soutasné chladové a pomalé
desikatni o$etfeni, K= kontrolni varianty- extirpovana SE kultivovana od potitku sedmého tydne zrani na TMM
obsahujicim 3% sacharézu, S+R= extirpovana SE kultivovand od poitku sedmého tydne zrdni na TMM
obsahujicim 1,5% sachar6zu a 2,6% rafin6zu.5H,0, Gal= extirpovand SE kultivovana od poitku sedmého tydne
zrani na TMM obsahujicim misto 3% sacharézy 1% galakt6zu.

- priméry + sm&rodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 aZ 6.

160 e e — -

140 [
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>
£
E
“ 100 A m frukt6za
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S 804 amm
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Tabulka dat ke grafu 13A

obsah sacharidi [pg/mg sufiny]
S myo- celk.
OCLPems . ... J stachy6za | rafinéza | sacharéza | glukéza | galaktéza | inositol | fruktéza | obsah
K] 0,00+0,00 | 0,71+0,22 | 107,5+26,6 | 3,003 | 0502 | 88+34 | 25+04 | 1229+308
0,00+ 0,00 | 1,02+0,62 | 106,1+363 | 1,015 | 06+01 [11,5+28 | 13+13 | 121,5+42,4
0,00+ 0,00 | 0,98+0,60 | 107,9+99 | 22+08 | 05201 | 10107 | 20+03 | 123,5+93
0,00+0,00 | 005+0,10 | 83,0£9,1 | 1,5+08 | 28+05 |262+44 | 1,6+3,6 [ 1153+125
152+83 | 220+83 | 934+137 | 24406 | 17+14 | 96+15 | 00+00 [ 144772
94+12 | 11,4+26 | 57,5+12,0 | 34+09 | 1,207 | 100+1,2 | 00400 | 93,2152
65+1,7 | 27,1+26 | 787+50 | 1,101 | 06+06 | 84+18 | 00+00 [ 122,469
65+17 | 74+10 | 404+70 | 46=14 [ 07+02 | 114+21 [ 0909 | 719+67
Tabulka dat ke grafu 13B- viz. niZe
: obsah sacharidii [pg/mg suiny]
myo-
.| stachy6za | rafinéza | sachar6za | glukéza| ??? | galaktéza | inositol | fruktéza | celk. obsah
0,0+ 10,2+
1,150,224 [ 2,52+0,50 | 1093+13,3 [ 3,0:08 | 00 | 07+04 2,0 33+1,0 [ 130,1£159
- 0,0+ 10,0 +
0,00+0,00 | 1,39+0,37 [1043+150 | 1,410 [ 00 | 08+04 2,6 0,101 | 1182+175
i 0381 = 10,0
237+0,48 [ 3,62+0,47 | 113,075 | 1,6+03 [ 1,16 | 1,2+04 1,0 3,005 | 1343+88
0,0+ 24,1+
0,00+0,00 | 0,27+0,23 | 746+24,7 | 26+07| 00 | 1,7+07 6,0 0304 | 103,632,
0,0+ :
303+6,6 | 183+48 | 266+123 [ 6413 | 00 | 14+17 | 33206 | 00£00 | 62,9420,
161 | 00+
46,5+13,7 | 0000 [200+20,14| 6,0 00 | 12+03 |62+1,5 ] 0000 | 90,0+353
11,3+ 0,0+
23,8+3,5 | 95+1,2 | 54,1:34 0,7 0,0 1,619 | 44+04 | 0,0+00 [ 1046+46
12,5+ 0,0+
21,1297 | 4729 [ 338+165 4,0 00 | 06+04 442110000 | 77,1£209
0,4+
204+43 | 7022 | 31,5486 |42+12| 09 | 09205 | 40+13 | 04409 [ 688+17,0
2,1+
159+23 | 56+1,1 | 21,2+33 | 34207 | 05 1,220,7 | 41+1,2 | 00£00 | 53,5+7,1
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Graf 13B: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u SE po kombinaci postmaturatnich

oSetfeni v zavislosti na sacharidovém sloZeni matura&niho média, opakovani

SE= somaticka embrya, d= den, t= tyden, Z~= zrani, Ch= chladové oSetfeni, (D+Ch)= soucasné chladové a pomalé
desikatni oSetfeni, K= kontrolni varianty- extirpovani SE kultivovanid od potitku 7.t zrani na TMM
obsahujicim 3% sacharézu, S+R= extirpovana SE kultivovani od poc¢atku 7.t zrani na TMM obsahujicim 1,5%
sacharézu a 2,6% rafinézu.5H,0, Gal= extirpovani SE kultivovani od pofatku 7.t zrani na TMM obsahujicim
misto 3% sacharézy 1% galaktézu.

- priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce viz. vySe, n =5 az 6.
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Graf 14: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u SE po chladovém oSetfeni nebo

kombinaci postmatura¥nich oSetfeni v zivislosti na dostupnosti sacharidu z maturatniho média

b&hem zréni.

SE= somatickd embrya, t= tyden, Ch= chladové o$etfeni, (D+Ch)= soucasné chladové a pomalé desika¢ni
oSetfeni, SE= somaticka embrya, K0= SE po $esti tydnech zrani na PMM, K= kontrolni varianty- extirpovani SE
kultivovani od podatku 7.t zrani na TMM obsahujicim 3% sacharézu, 0= SE kultivovana od potitku sedmého
tydne zrani na TMM neobsahujicim sacharid.
-primé&ry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 az 6.

140

120
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obsah sacharidi [ug/mg suginy]

| fruktéza

| gluk6za

A rafinéza

0O myo-inositol
B galaktéza

W sacharéza

O stachyéza

0 B
Ko | K ’ 0 | K ‘ 0
3tch 3t(Ch+D)
osetfeni
Tabulka dat ke grafu 14
e obsah sacharidii [pg/mg suSiny)
myo- celk.
. ] stachy6za | rafinéza | sacharéza | glukéza | galaktéza| inositol | fruktéza obsah
0,0+0,0 0,0+0,0 344+49 | 1,1206 | 03201 | 22,5+40 00£00 | 584191
1,1£0,5 2,505 830463 | 08202 | 0,540, 85+2,5 07+06 | 975467
2,706 1,704 295+51 | 185437 | 05405 | 11022 0000 | 6392103
65+1,7 27,1426 | 787+50 | 1,1£0,1 | 0606 | 84+18 00£00 [ 1224469
52417 142332 43734 | 3023 | 08402 | 8109 00+00 | 773+107
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Graf 15: Spektrum endogennich rozpustnych sacharidi SE po kombinaci postmaturafniho

ofetfeni (D 97%RH +Ch) v zavislosti na sacharidovém sloZeni maturatniho média.

SE= somatickd embrya, Z= zrani, (D 97%RH+Ch) = desika¢ni o$etfeni pfi 97% RH a chladové oSetfeni
aplikované soutasné, K= kontrolni varianty- extirpovani SE kultivovani po 4 dny od pofatku 7.t zrani na TMM
obsahujicim 3% sacharézu, S+R= extirpovana SE kultivovana po 4 dny od poatku 7.t zrani na TMM obsahujicim
1,5% sachar6zu a 2,6% rafinézu.5H,0.

-priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n= 5 az 6.
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Tabulka dat ke grafu 15
: T me obsah sacharidi [pg/mg sufiny]

. ] stachyéza | rafin6za | sacharéza | glukéza | myo-inositol | celk.obsah
LK1 07205 1,9£0,4 107,760 | 49:09 11,7+1,2 126,9 + 8,5
gl 0000 1,2+0,2 150,1+13,8 | 2807 16,1+20 1702 + 16,2
K | 444237 92+138 33,5281 18,528 34+0,7 109,0 + 10,1
48,1+ 1,5 17,2 £ 13,4 35,6+3,9 16,1 +2,9 4,7+1,0 121,7+ 15,4
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4.1.3. Kli¢eni somatickych embryi
4.1.3.1. Tritydenni kli¢eni SE na germina¢nim médiu standardniho slozeni

Rizna postmaturani oSetieni se vedle kumulace RFO v SE také vyrazné odraZela
v nasledném vyvoji kli¢nich rostlin. Tftydenni kli¢ni rostliny byly fazeny do &ty zakladnich
kvalitativnich kategorii podle charakteru vyvoje kofene, hypokotylu a apikalniho meristému
spolu s délohami (viz kap. 3.7.).

Postmaturacné neosSetfena SE byla handicapovana zhorSenym vyvojem kotfene. Kofen
Casto neproristal nebo silné kalusovatél. Také pro hypokotyl byl u této varianty SE
charakteristicky Casto pfitomny kalus. Tfitydenni chladové oSetfeni SE nevedlo ke zlepSeni
prubéhu kliCeni a u SE, ktera byla kultivovana béhem chladového oSetfeni na TMM, ¢&asto
dochazelo naopak ke zhorSeni vyvoje kli¢nich rostlin ve srovnani s rostlinami pochazejicich z
postmatraéné neoSetienych SE. Pro postmaturaéné neoSetfena SE nebo SE oSetfena chladem
byl typicky vitrifikovany vzhled.

Standardni oSetfeni pomalou desikaci vyraznym zptsobem pfiblizilo celkovy habitus
kli€nich rostlin ke kli¢nim rostlinam ze ZE. Ve vétsiné pfipadi dochazelo k proristani kofene a
vyvoji kofenového vlaseni. Vitrifikace charakteristicka pro postmaturan€ neoSetfena SE nebo
SE oSetfena chladem zde téméf nebyla pozorovana. Kli¢ni rostliny pochazejici ze SE, ktera
byla souCasné oSetfena pomalym desikanim a chladovym osetfenim, se témér neliSily od
kli¢nich rostlin vyvijejicich se ze SE oSetfenych pomalou desikaci.

Desikaéni oSetfeni SE v atmosféfe s 97% relativni vzdusnou vlhkosti bylo pro znanou
¢ast SE kultury AFO 541 letalni. Graf 16A prezentuje data pro kli¢ni rostliny této. varianty
aplikaci tohoto typu desikaéniho oSetfeni a chladového oSetfeni (graf 16A). Kvalita kli¢nich
rostlin byla ale pfesto ve srovnani sklicnimi rostlinami oSetfenymi soucasn€ pomalym
desikanim a chladovym o3etfenim vyrazné sniZena. |

Graf 16B v kombinaci s grafem 16A a dale graf 17 prezentuji, Ze v pfipadé€ tfitydenniho
kliceni SE smrku ztepilého na standardnim germina¢nim médiu obsahujicim 1% sacharozu

nebyl shledan tzky vztah mezi kvalitou kli¢nich rostlin a vychozi hladinou RFO.
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Graf 16A: Pomé&rné zastoupeni klitnich rostlin jednotlivych kvalitativnich kategorii vyvijejicich

se ze SE v z4vislosti na druhu piedchozich maturatnich a postmaturanich o$etfeni- viz str. 68

Graf 16B. Hladiny RFO u SE pied pofatkem kli¢eni v zdvislosti na druhu pFedchozich

maturatnich a postmatura&nich oSeti‘eni- viz str. 68

-hodnoceny byly tfitydenni kli¢ni rostliny.

SE= somatickd embrya, RFO= oligosacharidy rafinézové fady, kat.= kategorie, d= den, t= tyden, Z= zrani, ext=
extirpovana SE, Ch= chladové oSetfeni, D= standardni o$etfeni pomalou desikaci, (D+Ch)= sou¢asné chladové a
pomalé desikaéni odetfeni, TS= tepelny 3ok, D97%RH= desikatni ofetfeni za 97% relativni vzduiné vihkosti,
(D97%RH+Ch)- soutasné chladové a desikaéni odetfeni za 97% relativni vzdu$né vihkosti, R:S= pomér hladin
oligosacharidi rafinézové fady a sacharézy (zclené- R:S picsahujici pomér oznacovany za dostateény pro ochranu
bunéénych ultrastruktur pfi desikaci (>0,05- podle Lin a Huang, 1994)), SE kultivovana od po¢atku 7.t zrdni na
TMM: obsahujicim 3% sachar6zu (S), neobsahujicim sacharid (0), obsahujici misto 3% sacharézy 1% galaktozu

(Gal); scdiveé popisky prezentugi data 2 opakovani jednotlivyeh pokusu.
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Graf 17: Zastoupeni zdarn& se vyvijejicich kli¥nich rostlin (1. kategorie) ze SE v zavislosti na

vychozi endogenni hladin€ RFO.
-hodnoceny byly tfitydenni kli¢ni rostliny v poctu 60-120 od kazdé varianty, n (o s

RFO)— 5 az 6.
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4.1.3.2. Aplikace DGJ- zpomaleni katabolizmu RFO v ranych fazich kli¢eni SE

V chladu desikovana SE smrku ztepilého byla ihned po tomto tfitydennim
postmaturanim oSetfeni vystavena pusobeni specifického inhibitoru kyselych a neutralnich a-
galaktozidaz- 1-Deoxygalaktonojirimycinu (DGJ), a to za uCelem inhibice nebo zpomaleni
rychlé degradace RFO u SE v ranych fazich kli¢eni. Roztok inhibitoru byl aplikovan po dobu

dvou hodin pfed vysazenim SE na germina¢ni médium. U kontrolni varianty byla aplikovana po

dobu dvou hodin pouze destilovana voda. Vychozi pomér hladiny RFO (graf 18,20, var. 0dG)
a celkové hladiny rozpustnych sacharidi po postmaturanim oSetieni dosahoval u SE hodnot
27,42 £ 2,57 % a 48,9 + 3,81 % pii opakovani pokusu. |

Nasledovalo tfitydenni kli€eni SE, které se liilo od standardniho provedeni. Inhibitorem
oSetfena SE (var. DGJ), i neoSetfena SE (kontrolni var.), byla nasazena na kli€eni na
germina¢ni médium neobsahujici sacharid. Dalsi variantou byla inhibitorem oSetfena SE, ktera
byla vysazena na germina¢ni médium obsahujici 1% galakt6zu (varianta embryi znatena DGJ
Gal). Po prvnich tfech dnech kli¢eni byla SE vSech variant pfenesena na Cerstvé germina¢ni
médium standardniho sloZeni.

U kontrolni varianty byla hladina RFO po 24h klieni téméf nedetekovatelna (tabulka
18.20). U pokusnych variant DGJ i DGJ Gal, doslo ke zpomaleni katabolismu RFO oproti
kontrolni varianté. Zde byly RFO soucasti endogenniho spektra rozpustnych sacharidi i po 72h
kli€eni (graf 18.20).

Bé&hem prvnich 24 h kli¢eni doslo u kontrolni varianty k naristu hladiny myo-inositolu.
Nasledny pokles hladiny sacharozy zpisobil, Ze se myo-inositol stal po 72 h kli¢eni
dominantnim sacharidem spektra rozpustnych sacharidi SE kontrolni varianty (graf 18,20). U
varianty DGJ byl pozorovan stejny trend, ale ve srovnani s kontrolni variantou byl prubéh
mirn€j§i. U DGIJ varianty byla vys§i celkova hladina rozpustnych sacharidii a také hladina
glukozy. Kontrolni varianta i varianta DGJ se na rozdil od varianty DGJ GAL kvalitativné i
kvantitativné téméf neliSily u obou provedeni pokusu (graf 18,20). U varianty DGJ Gal hladiny
celkovych rozpustnych sacharidd b&hem prvnich 72h kli€eni v pfipadé druhého pokusu
dokonce narustaly a degradace RFO zde byla pomalejsi ve srovnani s prvnim pokusem. U obou
pokusi zistala sachar6za u varianty DGJ GAL b&hem prvnich 72 h kli€eni majoritni slozkou
rozpustnych sacharidi (graf 18,20). U vSech variant byla hladina gluk6zy b&hem prvnich 72 h
kliCeni vysS8i oproti hladiné fruktozy, ktera byla Casto nedetekovatelna. Hladina galaktozy,
produktu $tépeni RFO, byla u pokusnych variant vyjma varianty DGJ GAL velice nizka. Vyssi
hladiny galaktozy stejné tak i fruktozy byly naméfeny po tfech tydnech kli¢eni, a to u vSech
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variant. Po tfech tydnech kli¢eni byly hladiny rozpustnych sacharidi v§ech pokusnych variant
z hlediska kvality i kvantity zastoupeni v kli€nich rostlinach vzajemné srovnatelné a
srovnatelné i s variantou, ktera kliCila na germinaénim médiu standardniho sloZeni po vSech 21
dni kli¢eni (graf 18,20).

Obé& provedeni pokusu byla z hlediska spektra a hladin rozpustnych sacharidii téméf
identicka. Naproti tomu ¢as, po kterém zacala SE jednotlivych variant na germinanim médiu
klicit, byl odliSny a liSilo se i pofadi nastupu kli¢eni jednotlivych variant mezi ob&ma
provedenimi pokusu. Nastup kliCeni nebyl u SE synchronni. Z tohoto duvodu byl méfen
pfiristek jednotlivych SE v uritém &asovém intervalu, ktery byl odstartovan pfi zpozorovani
prodluzovani prvnich SE. V prvnim provedeni bylo moZné vizualn€ pozorovat nej¢asnéjsi
nastup kliCeni a nejrychlej§i prodluZzovani hypokotylu SE u varianty DGJ GAL, a to po 40. h
kliCeni. Rozdil v rychlosti prodluzovani SE byl mezi variantami statisticky prukazny. U
druhého provedeni zacala SE kontrolni varianty kli¢it jako prvni, a to jiZ po 24h kli¢eni. Data
jsou znazornéna v grafech 19 a 21.
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Graf 18: Vliv DGJ na obsah endogennich nestrukturnich sacharidii v prib&hu kli¢eni SE.

DGJ- Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutrdlnich a-galaktozidiz, varianta K- DGJ
neaplikovan, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid; varianta DGJ- aplikace DGIJ, prvnich
72 hodin kliteni SE na médiu neobsahujicim sacharid; varianta DGJ GAL- aplikace DGJ, prvnich 72 hodin
kli¢eni SE na médiu s 1% galakt6zou; h- hodina, t- tyden, G- kli¢eni.

-priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 5 aZ 6.

140
£ 120 A
§ m fruktéza
® 100 - 0 myo-inositol
E W galakt6za
2 80 - m???
3 u glukéza
T 60 X
S m sachar6za
5 40 @ rafinéza
a O stachy6za
£
3 20 -
a
(]

0
Obsah sacharidi [ug/mg sufiny]
stachyéza rafin6za sacharéza gluké6za 77? Galaktéza 1:21:01 fruktdza celk. obsah

6,5+1,7 27,1+£2,6 78,7+ 5,0 1,1+0,1 0,0+ 0,0 0,6 £ 0,6 84+18 0,0+0,0 122,4 + 6,9

0,2+0,2 0,5+0,1 27,6 + 6,5 1,308 0,0 +£ 0,0 1,7+0,5 252+49 | 0,0+0,0 56,4+ 82

113633 39+08 32,7+73 | 6,7+23 0,0 £ 0,0 0,5+0,1 99+27 0,0 +0,0 67,2+ 15,5

2,2+1,0 43+1,4 59,5+£6,9 | 23108 0,0 + 0,0 148+24 | 242+3,0 | 0,0+0,0 107,2 + 10,9

03+0,1 0,1+0,1 59+£1,6 24108 0,0 +0,0 0,9 +0,4 13,4+3,8 1,1+0,4 24,2+6,7

1,8+0,7 23109 13,7+2,3 39+19 1,6 + 0,8 1,1+0,6 15,0+3,7 1,1+09 40,3 £9,0

1,1+0,4 2,2+1,2 380+79 | 3,410 0,5+0,7 13,3+2,4 | 222+23 1,2+0,3 81,9+ 77

0,1£0,1 0,0+0,0 21,7+3,0 | 141+£30 | 0,00,0 1,5 +0,5 299+45 | 11,4+27 | 78,6125

0,0+ 0,0 03+03 184+3,5 | 13,3+1,0 | 0,0+0,0 26+1,5 | 30,7+38 | 99+25 752114

0,1+0,2 0,0+ 0,0 17,7+2,5 { 100+1,0 | 0,0+0,0 1,8+0,4 23,5+3,6 | 63+0,6 59,4+6,1
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Graf 19: Vliv DGJ na néstup a rychlost prodluZovani hypokotylu v ranych fazich kli¢eni SE.

- vyjadfeno jako podil pfiristku SE v ¢asovém intervalu 40,7h + 2h aZ 70,5h + 2h od potatku imbibice a délky SE
na podatku tohoto intervalu, DGJ- Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutrdlnich a-
galaktozididz; varianta K- DGJ neaplikovin, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid;
varianta DGJ- aplikace DGJ, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid; varianta DGJ GAL-
aplikace DGJ, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu s 1% galakt6zou, n= 150 + 5, odli$na pismenka (a,b,c) nad
sloupci oznatuji statisticky prikkazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.

0,5

0.4 b

0,3

podil pfiristku a vychozi délky SE
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Graf 20: Vliv DGJ na obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v prib&hu kliteni SE,

opakovani.

DGJ- Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutrdlnich a-galaktozididz; varianta K- DGJ
neaplikovan, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid; varianta DGJ- aplikace DGJ, prvnich
72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid; varianta DGJ GAL- aplikace DGJ, prvnich 72 hodin
kli¢eni SE na médiu s 1% galakt6zou; K SACH- DGJ neaplikovan, kli¢eni po 21 dni na médiu s 1% sachar6zou;
h- hodina, t- tyden, G- kliteni.
- pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 az 6.

160
140
> m fruktéza
% 120 O myo-inositol
3 100 m galaktéza
g m
2 80 - m glukéza
[ =]
3 60 m sacharéza
3 i
= M rafinéza
©
& 401 O stachy6za
= 20 T
2 .
(<]
Tabulka dat ke grafu 20
S 3 Obsah sacharidi [ug/mg suiny]
. L myo-
oietfesd | sachyéza | rafinéza | sacharéza | glukéza m galaktoza | inositol | fruktéza | celk obssh
oG . 24,1138 340+47 |454+129 73140 0,0+0,0 1,0+03 74+0,8 0,9+0,5 120,9 + 16,1
& 0201 | 06+02 |340+58 | 1705 | 02:+04 | 14109 | 279146 | 2104 | 68,0+115
DGI 67+10 | 73+10 | 345+35 | 44209 | 02+05 | 09+01 | 194420 | 19202 | 754+53
246 pry s1+26 | 150+26 | 806+32 | 37+14 | 07207 [ 10+12 [ 21,1410 | 11210 | 1382161
K 00+00 | 01+01 | 85+35 | 31+11 | 00200 | 15404 | 224+43 | 00£00 | 356+63
(D@s ] 19+04 | 29203 | 178433 | 56413 | 0904 | 1,0£04 | 292277 | 00400 | 593+133
TG IPGIGAL | 27:14 | 48+19 | 6792453 | 38+05 | 24208 | 194217 | 405435 | 00200 | 1415+99
K 100+00 | 00£00 |207+44 | 118454 | 00400 | 21409 |31,6+78 | 78432 | 739+203
PGS 00200 | 00+00 | 265+63 | 11,7224 | 00+00 | 28409 | 426+66 | 93£29 | 929+146
PEIC 01202 | 01+03 | 255+21 | 11,0226 | 03206 | 35+16 |351+38 | 76221 | 831:80
M |k 0000 | 00+00 | 302267 | 108+33 | 00+00 | 57+16 [ 340+71 | 6724 | 8742198
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Graf 21: Vliv DGJ na nastup a rychlost prodlufovani hypokotylu v ranych fizich kli€eni SE,

opakovani

- vyjadfeno jako podil pfiristku SE ve dvou naslednych &asovych intervalech a délky SE na poldtku téchto
intervall: interval 1) 29,6h + 1,4h az 552 £ 12h, interval 2) 55,2h + 1,2h az 71,6h + 1,4h; DGJ-
Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutrdlnich a-galaktoziddz, varianta K- DGJ
neaplikovan, prvnich 72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid, varianta DGJ- aplikace DGJ, prvnich
72 hodin kli¢eni SE na médiu neobsahujicim sacharid, varianta DGJ GAL- aplikace DGJ, prvnich 72 hodin
kli¢eni SE na médiu s 1% galaktézou, Nnerval 1y= 150 £ 5, Niinterval 2=75 £ 5, odli$na pismenka (a,b,c) nad sloupci
oznacuji statisticky priikkazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.
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4.2, Kli¢eni semen smrku ztepilého

Po odstranéni viditelné poskozenych semen a semen plovoucich, ktera byla ve vét§iné

pfipadi mrtva, kli¢ilo 60 % semen.

4.2.1. Aplikace DGJ- zpomaleni katabolismu RFO v ranych fazich kli¢eni semen

Pro testovani dulezitosti degradace RFO v ranych fazich kli¢eni embryi smrku ztepilého byl
inhibitor DGJ aplikovan i b&hem kli¢eni semen. Od semen smrku ztepilého byla o&ekavana
vy3§i synchronizace kli€eni. I vtomto pfipadé byl testovan vliv 1% galaktézy a také 1%
sachar6zy. KliCeni semen bylo pozorovano po dobu péti dni. Poté musel byt pokus ukonéen
z diivodu rozsifeni kontaminace, ktera byla u tohoto pokusu dfive & pozdéji pfedpokladana. Na
rozdil od kontaminace, k pfedpokladané degradaci RFO mezi 24. a 72. hodinou piekvapivé
nedochazelo. V ¢asovém intervalu mezi 0-24. hodinou od pocatku imbibice doslo k poklesu
hladiny RFO, nasledné ale zistaly hladiny RFO u vSech pokusnych variant viceméné na stejné
hlading (graf 22). Po celou dobu pokusu si semena smrku ztepilého zachovala pomér rafinozy
ku stachyoze blizky jedné.
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Graf 22: Vliv DGJ na obsah endogennich nestrukturnich sacharidi v priib&hu kli¥eni semen.

DGJ- Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutralnich a-galaktoziddz; varianta H,O- kli¢eni
za pfitomnosti destilované vody; varianta DGJ- kli¢eni za pfitomnosti roztoku DGJ; varianta S- kli¢eni za
pfitomnosti 1% sachar6zy; varianta G- kli¢eni za pfitomnosti 1% galaktézy; varianta 0- kli¢eni bez dodané¢ho
sacharidu; h- hodina, G- kli¢eni.
- priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 5 aZ 6; do hmotnosti su$iny byla zahrnuta i

hmotnost semennych obali.

mfruktéza
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| glukéza

B galaktinol?
@ sachar6za
B rafindza

O stachyé6za

obsah sacharidl [ug/mg susiny]

24hG 72hG
o$etfeni
Tabulka gat ke grafu 22
o e obsah sacharidii [ug/mg susiny]
. galaktinol myo- celk.
stachyéza | rafinoza | sacharéza | - glukéza | galaktéza | inositol | fruktoza [ o | om obsah
‘ 59+14 | 70+1,4 l}t’,;i 09200 | 0,702 | 0,2+0,0[02+0,0]0,0+00 o1 | e 275557
0 13520634207 | 53215 | 02e02] 04202 01202 0220101201 % | % | 146530
- 138404 | 36407 | 67406 | 0240104200 (00200 (022000120, 1(,:; oéfnt 16,8+ 1.4
¥ ]35:05 [ 34403 | 65+12 ] 0uson | 04201 |06+01[01+00]00+00 e | o 163216
]41404 [45+04 (65207 | 0320105201 | 00200 0,100 { 0,000 '6?5* e | 178211
] 44203 | 47408 | 66412 | 06202 | 0,5+0,1 | 0,000 ]02+0,1 | 00200 163; s | 19,1424
§ 13606 | 4108 [ 5812 00400 | 05402 |05:01 | 01200 00201 | %2 | 55 164227
y {34206 32407 [ 52217 | 0301 | 04201 [00200]0,1200] 00200 "5 | r 143224
! 38+04 | 34207 [7,1+1,9 [ 02401 [ 04201 |0,0£0,0[02+0,1 | 0,0£0,0 l(’fz* obfn* 170+1,9
4 35404 36406 | 69+1,0 | 01:00]05+0,1 |00+04]00200] 02201 e | o [174£20
.+ 33408 | 42410 [ 5013 | 02401 | 0520,1 [00+00 01201 ] 00x00 165; 05_1* 150+3,5
3,4+0,7 | 4109 | 54+1,2 | 01201 | 0,5+0,1 | 0,0+0,0 [0,1£0,0 [ 0,2£0,0 | % | 15,229 |
8 |38+04}47+0,5 59203 | 03:01]0,6+0,1[09+0,1]0,1+0,0]0,0+0,0 165; °6fz* 182+ 1,6
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Graf 23: Vliv DGJ a druhu sacharidu na nastup kli€eni u semen.

DGJ- Deoxygalaktonojirimycin= specificky inhibitor kyselych a neutrdlnich a-galaktozidiz; varianta H,O 0-
kli¢eni za pfitomnosti pouze destilované vody; varianta H,O S- kli¢eni za pfitomnosti roztoku 1% sacharézy; H,O
G- kli¢eni za pfitomnosti roztoku 1% galaktézy; varianta DGJ 0- kli¢eni za pfitomnosti roztoku DGJ; varianta
DGJ S- kliteni za ptitomnosti roztoku DGJ a 1% sachar6zy; DGJ G- kliteni za pfitomnosti roztoku DGJ a 1%
galaktdzy; h- hodina.

-pruméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n = 3, 100-120 semen / n.
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Tabulka dat ke grafu 23
T » zastoupeni Kli¥icich semen [%] v &ase od po&ithkn imbibice [h)

oletimé | 02224h | 31h 36h 43h 49h 5Sh 68h 84h 92h
18] 00+00 | 21403 [43+1,0 59403 | 5314 | 79414 | 17,036 | 25332 | 32,008
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18] 00200 [00+00|13+13] 23203 s3+12 | 10021123226 14332 ] 178229
paJ |a]| 00+00 | 04+04 | 08+01] 24202 ] 39+05 | 74209 | 92:05 | 200+26 | 207236
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4.3. Dynamika obsahu RFO v prubéhu somatické embryogeneze jedle
(hybrid Abies alba x A.numidica)

Dfivéjsi (nepublikované) vysledky naseho tymu naznalily, Ze v kone€nych fazich zrani
SE jedle na pevném maturaénim médiu obsahujicim 3% maltéozu dochazi u SE ke kumulaci
RFO v nizkych hladinach. V této praci byl testovan vliv dodaného druhu sacharidu do média na
spektrum endogennich rozpustnych sacharidi b&hem zrani nejprve u celé ESM a posléze
v utvarejicich se SE. Zahrnuty jsou i faze postmaturacni. Vedle 3,16% maltézy zastoupené
v maturaénim médiu byl sledovan i vliv 3% sachar6zy v médiu na zrani embryogenni kultury
jedle- AN 72.

Pro ESM jedle byl charakteristicky pokles celkového obsahu endogennich rozpustnych
sacharidi po pienosu na PMM (graf 24A.24B 24C). Zasobeni zrajici kultury z média

sachar6zou nebo maltézou vyrazné ovlivnilo cely proces zrani. B€hem prvnich ¢tyf tydnt zrani
na sacharéze byl u ESM zachovan vysoky pomér hex6z ku sachar6ze. Naproti tomu u ESM
zrajici na maltéze tvofily hexdzy pouze minoritni slozku spektra endogennich rozpustnych
sacharidd. Majoritni slozkou zde byla maltéza spolu se sacharézou (graf 24A 24B.24C)

(sacharézu od malt6zy nebylo mozné danym systémem HPLC oddélit). Na rozdil od varianty
‘péstované na PMM S dochazelo jiz v této fazi zrani u ESM na PMM M ke kumulaci rafinézy
ve vysokych hladinach (graf 24A,24B 24C).

Po osmi tydnech zrani bylo spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u SE obou

pokusnych variant podobné. SE zrajici na PMM M ale kumulovala RFO ve vysSich hladinach
oproti SE zrajicim na PMM S (graf 24A.24B.24C). Tento rozdil mezi SE pokusnych variant
zistal zachovan aZ do konce zrani kultury, které bylo ukonéeno po deviti nebo deseti tydnech
(viz. kap. 3.2.2.2). Podstatny rozdil ve spektru endogennich rozpustnych sacharidi mezi
variantami byl pozorovan také u zbytkové ESM po deviti tydnech zrani. Zbytkova ESM
varianty zrajici na PMM S byla z hlediska spektra endogennich rozpustnych sacharidi témér
identicka se spektrem endogennich rozpustnych sacharidu proliferujicic ESM. Naopak u
zbytkové ESM varianty zrajici na PMM M bylo spektrum endogennich rozpustnych sacharidi
podobné situaci u zralych SE (graf 24A,24B.24C).

Sacharid dodany do média také vyrazné ovlivnil miru proliferace kultury po pfeneseni

na maturalni médium. Pro ESM zrajici na PMM M byl charakteristicky pomaly, ale staly
narust, ktery byl urychlen po pfenosu kultury na dozravaci médium. V pfipadé kultury zrajici na
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PMM S byl zpoatku prudky narist ESM vystfidan vyraznym zpomalenim ristu. Zbytkova
ESM ke konci zrani nezfidka hnédla (obrazek 2).

Zasobeni zrajicich SE sachar6zou nebo maltézou se velmi vyznamné promitlo do
celkové efektivity zrani. Na jedné Petriho misce (@ 9 cm) obsahujici PMM M uzralo 133 + 74
SE, kdezto u PMM S pouze 3 + 2 SE (obrazek 2). Z duvodu malé vyté€znosti SE piedevsim u
varianty zrajici na PMM S, chybéji v grafech néktera data tykajici se postmaturacnich fazi
vyvoje. Zrala SE z PMM M byla vyrazné mensi oproti SE z PMM S. V poméru k hypokotylu
méla mensi délohy a cCasto zustaval zachovan suspenzor. SE, ktera uzrila na PMM
S vykazovala €asto zhorSeny vyvoj pfedevsim kofenového polu embryi.

V kontrastu k situaci pozorované b&hem zrani SE, vedlo standardni Ctrnactidenni
oSetfeni SE jedle pomalou desikaci ke kumulaci RFO ve vys§ich hladinach u SE pochazejicich
z PMM S oproti PMM M (graf 25). Ttitydenni kli¢ni rostliny jedle jsou znazornény na obrazku
3.

Obrazek 2: SE jedle po deviti tydnech zrani na médiu obsahujicim 3,16% maltézu (M)
resp. 3% sacharézu (S

Obrazek 3: Ttitydenni kli¢ni rostliny jedle péstované ze SE, ktera uzrala na maturacnim
médiu obsahujicim 3, 16% maltozu (A), resp. 3% sacharozu (B).
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Graf 24A: Vliv pFitomnosti sacharézy resp. maltézy v médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidii b€hem zrani SE.

SE= somatickd embrya, ESM= embryoniln&-suspenzorovid hmota, t= tyden, S= matura¢ni médium obsahujici 3%
sacharézu, M= maturaéni médium obsahujici 3,16% maltézu,

-priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 az 6.
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Tabulka dat ke grafu 24A
SR, obsah sacharidi [ug/mg susiny]
o sacharéza +
ofotlent | siachyiza | rafinéza maltéza _glukéza Yadi myo-inositol fruktéza celk. obsah
oMl 8 i 00+£00 0,0+0,0 205+16 993191 00+£0,0 0,0+0,0 1968+ 133 | 3166+ 215
: 1 M 1 00+00 [339+78] 917135 | 100+42 | 00£00 00400 9021 1447+ 259
‘t N s 00+0,0 0,0£0,0 19,8+8,7 3031120 00+£0,0 00+0,0 61,4+ 236 11,5+437
L “ : 00+£00 | 222+1,7 656+07 171+20 00+£00 14127 49+12 1239+ 166
M1 8 100100 | 72205 | 46940 120+16 | 06212 | 17215 8716 925148
A O 4 21+18 | 188+31 689+4.1 154+20 55+10 141+14 37108 1285+52
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Graf 24B: Vliv pFitomnosti sacharézy resp. maltézy v médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidi b&hem zréni SE, opakovani.

SE= somatickd embrya, ESM= embryonaln¢-suspenzorova hmota, t= tyden, S= matura¢ni médium obsahujici 3%
sachar6zu, M= matura¢ni médium obsahujici 3,16% maltézu,
-priméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5az 6
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Graf 24C: Vliv pritomnosti sacharézy resp. maltozy v médiu na spektrum endogennich

rozpustnych sacharidi b&hem zrani SE, opakovani.

SE= somatickd embrya, ESM= embryonalné&-suspenzorova hmota, t= tyden, S= maturaéni médium obsahujici 3%
sachar6zu, M= matura¢ni médium obsahujici 3,16% maltézu,

-praméry + smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce, n=5 az 6.
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Tabulka dat ke grafu 25A
TR e obsah sacharid( [ug/mg susiny]
5 L sacharéza myo-
sSoter A2 { stachydza | rafinéza + maltéza | glukéza m? eqi inositol fruktéza | celk. obsah
: ] 39:09 | 59+10 | 355+28 | 173+27 | 0000 (06205 | 79+11 | 0305 715163
5 95+19 [ 137+18 | 502+27 | 150420 | 15+19 [ 05+05 | 84+23 | 3019 | 1019157
0000 | 00+00 | 903+80 | 116+21 | 233+76 | 5111 | 134+15| 188145 | 16231144
0000 | 00+00 | 727+57 | 88+36 | 121+05 [ 5305 | 129+2,7 | 11,1424 | 12284157
Tabulka dat ke grafu 25B
B obsah sacharidu [ug/mg susiny]
v sachar6za myo-
9] stachy6za | rafinéza | + maltéza | glukéza m m inositol | fruktéza | celk. obsah
41£13 192422 [(363:+47 |132+19 |05:+10 [00:+00 |58+12 |05+10 796192
M100:00 [00£00 |63.12124 [106+35 [225+61 [47:16 |126+33 | 144229 127921250
Tabulka dat ke grafu 25C
e e obsah sacharidu [ug/mg susiny]
" » sachar6za + myo-
J verbaskéza | stachyéza | rafinéza maltéa | glukéza inositol fruktéza | celk. obsah
] 28113 9t45 142+30 | 352+85 | 340+73 | 80+21 | 24+12 | 10551221
41+37 [129+13 | 180+31 | 494+120 | 283+52 | 178+29 | 96+36 | 1405+205
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S. DISKUZE

Oligosacharidy rafinosové fady (RFO) jsou v rizné mife obsaZzeny v semenech témér
vSech rostlinnych druhti. V nékterych semenech se mohou na vysledné hmotnosti susiny podilet
vice nez patnacti procenty (Muzquiz et al., 1999). U konifer jsou RFO vyznamnou soucasti
spekter endogennich rozpustnych sacharidi semen (Pullman a Buchanan, 2008, citace tam).
Z praci zabyvajicich se vyvojem ortodoxnich semen vyplyva, Ze metabolizmus RFO je uzce
spjat s vyvojovym stadiem semene. Z dfivéjSich vysledkd naSeho tymu vime, Ze ke kumulaci
RFO u ZE smrku ztepilého dochazi po ukon€eni strukturainiho vyvoje embrya (Gosslova et al.,
2001). Srovnani ZEZ a SEZ z hlediska dosazeného vyvojového stadia embrya je znaCné
obtizné. V souCasné dobé je za ,zralé“ SE (zde ve smyslu plné pfipravené ke kliCeni)
povaZzovano takové embryo, které je stavbou, spektrem endogennich rozpustnych sacharidi i
zasobnich latek podobné zygotickému protéjsku (viz kap. 2.3.). Carpenter et al. (2000) se
domnivaji, Ze pro ,,zrala“ SE jehli¢nanu je charakteristicka pravé pfitomnost RFO. Predpoklada
se, ze RFO obecné u rostlin sehravaji vicero funkci (viz kap. 2.5.). V pfipadé€ jehli¢nani nebyla
uloha’y RFO doposud zkoumana. Pro studium s cilem alespori ¢aste¢né poodhalit vyznam
pfitomnosti RFO u SE jehli¢éni byla vybrana embryogenni linie smrku ztepilého AFO 541 pro
jeji dlouhodobé neménnou nizkou fenotypovou variabilitu a jako srovnavaci linie byla pouzita

embryogenni linie hybridu jedle (Abies alba x nordmanniana).

5.1. Somaticka embryogeneze smrku ztepilého

V pfipadé jehliCnani lze na zakladé urcitych indicii v literatufe uvazovat, kromé
ochranné, také o vyznamné vyzivovaci funkci RFO v ranych fazich kliCeni semen (Downie a
Bewley, 2000). Doposud publikované hladiny RFO u SE smrku ztepilého navozené desikaénim
nebo chladovym oSetfenim pifesahuji hladiny naméfené u ZE. Vzhledem k absenci
megagametofytu u SEZ, dulezitého zasobniho organu semen konifer, 1ze pfedpokladat, alespori
z tohoto pohledu, vyssi potfebné dosazené hladiny RFO u SE. U ZE byla prokazana daleko
pomalej§i a fizena rehydratace pletiv embrya zajisténa obklopujicim megagametofytem a
dalSimi krycimi vrstvami semene aZz po semenné obaly v prubéhu imbibice (Reid et al., 1999,
Terskikh et al. 2005). Rychle probihajici rehydratace SE, tak zfejmé vede k vét§simu poskozeni
bunéénych struktur (Reid et al., 1999) a nasledné dalsi vyssi spotiebé energie v obdobi imbibice
SE oproti ZE.
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Prvotni snahou vtéto praci bylo ziskani zralych SE s kontrastnimi hladinami RFO.
Nejjednodussim a idealnim zplisobem ziskani SE s vysokou hladinou RFO se zdalo dodani
RFO do maturaéniho média na konci zrani SE (maturaéni médium PMM S+R - obsah 1,5%
sachar6zy a ekvimolarniho mnoZstvi rafinézy). Vysledna SE by obsahovala RFO a zaroveii
nebyla postmaturané oSetfena. To by umoznilo testovani pfimého vlivu RFO na SE. Ale v
pfipadé dodani rafin6zy kultuie AFO 541 do PMM v Sestém tydnu zrani dochazelo ke St&peni
dodané rafinézy. Misto rafindzy se v SE kumulovala melibiéza (graf 1). Sesty (zavéredny)
tyden zrani SE byl vybran z divodu nedetekovatelné aktivity kyselych invertaz v SE v zavéru
zrani SE (Konradova et al., 2002). Kyselé invertazy mohou kromé volné molekuly sacharézy
St&pit také sacharézu vazanou v molekulach RFO (Sturm, 1999). Stépeni rafindzy kyselymi
invertazami dava vznik pravé melibioze. Pfitomnost melibiozy a naopak nedetekovatelna
hladina rafinézy v SE vypovidaji o zjevné stale dostate¢né vysoké aktivité kyselych invertaz
v Sestém tydnu zrani v ramci celé kultury AFO 541, ktera je zodpovédna za Sté€peni dodané
rafindzy do PMM.

Domnivam se, Ze za §tépeni dodané rafindzy byla zodpovédna svou metabolickou
aktivitou pfedev§im zbytkova ESM. Tato &ast kultury si zachovava vysoky pomér hexdz viici
sachar6ze na rozdil od SE i v pozdnich fazich zrani (Kube§, 2004). Vysoky pomér hexéz k
sachar6ze je obecné spojovan s aktivitami kyselych invertaz. Dodana rafin6za do média tak
vibec nemusela pfijit do kontaktu s vlastnimi SE. Jak ukazali Iraqi a Tremblay (2001a), Kubes
(2004), Iraqi et al. (2005) a Drazna (2006), je sachar6za v médiu pfi kultivaci embryogennich
kultur smrku velice rychle §tépena vlivem aktivit extracelulamich enzymu. V zavéru zrani SE
tato aktivita klesa, ale i tak je vétSina sachar6zy v médiu rozstépena (Kubes, 2004). Iraqi et al.
(2005) zjistili, Ze toto §t&peni je zptisobeno pravé aktivitou kyselé invertazy.

Z tohoto duvodu byla zavedena opatieni, ktera méla co nejvice zpfistupnit rafind6zu
zralym SE. Jednalo se o: posunuti kultivace SE na S+R matura¢nim médiu do po€atku sedmého
tydne zrani, zkraceni kultivace na &tyfi dny, kultivovana byla pouze extirpovana SE a kultivace
probihala na TMM. Po zminénych modifikacich uspofadani pokusu nebyla u SE melibiéza
detekovana. Modifikace zptsobily u SE kumulaci RFO sice v nizkych hladinach, ale RFO bylo
pfitomno ve vSech odebranych vzorcich, piekvapivé i ve vzorcich kontrolnich (graf 2). Pfi€ina
kumulace RFO vyvolana témito oSetfenimi zistava neznama. V piipadé TMM lze spekulovat o
zvyhodnéném pfistupu SE ke slozkam média, protoze kultivace neextirpovanych SE na PMM
vsedmém tydnu zrani ke kumulaci RFO nevedla (graf 2). Pfedev§im lze uvaZovat o
zvyhodnéném pfistupu SE k sachardze, jejiz endogenni hladina kultivaci na standardnim i S+R

TMM nanistala, ale nelze vylou€it pusobeni ostatnich slozek média, napfiklad kyseliny
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abscisové (viz. kap. 2.4.3.). Zanedbatelny by nemusel byt ani vliv samotné extirpace SE ve
smyslu manipulace se SE, ktery mohl vyvolat stresovou reakci, ¢i odlouCeni SE od zbytkové
ESM (graf 5). Zbytkova ESM by jednak mohla SE ovliviiovat nepfimo skrze zmé&ny sloZeni
média (viz. vySe), anebo pfimo. U nékterych bun€ék ESM v ranych fazich zrani SE smrku
ztepilého byla zji§téna exprese genu se signalizaéni funkci megagametofytu (Wiweger et al.,
2003). Zbytkova ESM by tak mohla zastavat v somatické embryogenezi jehlinani dulezitési
funkci, nez jaka ji byla doposud pfisuzovana.

Ale zpét k rafindze a kjejimu dodani do média SE smrku ztepilého v zavérecnych
fazich zrani. Doposud se nevi, co uréuje vyslednou hladinu RFO v embryu, anebo v celém
semeni. Je to rychlost syntézy, jak se domnivaji Peterbauer et al. (2003), anebo rovnovaha mezi
protichidnymi procesy syntézy a degradace RFO (Keller a Pharr, 1996)? Z tohoto divodu
napfiklad neoznaduji postmaturaéni oSetfeni za indukujici syntézu RFO, ale za oSetfeni vedouci
ke kumulaci RFO. Jak uz bylo fe€eno, u obou, jak kontrolni, tak S+R varianty dochazelo ke
kumulaci RFO. U kontrolni varianty dokonce ve dvou pfipadech ze tfi byla vyssi hladina RFO
ve srovnani s S+R variantou (graf 2). Domnivam se proto, Ze spiSe nez predpokladanym
pfijmem rafinézy z média, bylo vyslednych hladin RFO u SE varianty S+R dosazeno syntézou.

Doposud neni znamo, jaké latky jsou ZE jehlicnani dodavany megagametofytem.
Nejsou znamy ani latky, které jsou transportovany z matefské rostliny do celého semene. Smrk
ztepily (Lipavska et al., 2000; Konradova et al., 2000), ale i jiné jehliCnany (Hinesly et al.,
1992) kumuluji RFO v zavislosti na roénim obdobi. Teoreticky transport RFO do zrajicich
semen je proto mozny. Urcitou bariéru transportu RFO do semen muzZe pfedstavovat
symplastické pferuSeni mezi pletivy semene a mateiské rostliny (Sasaki a Loewus, 1980).
V tomto misté transportu by mohlo dochazet k pfipadnému §tépeni RFO. RFO mohou byt také
syntetizovany megagametofytem a transportovany do ZE nebo i vramci vlastnich ZE
syntetizovany de novo, pfipadné se miZe jednat o rizné kombinace zminéného. Z tohoto
divodu nebyla experimentalni varianta S+R zcela opusténa a spektrum endogennich latek u
oSetfenych SE bylo studovano i v pribéhu postmaturacnich oSetfeni, které, jak se ukazalo,
mohou byt za ur€itého usporadani silnymi induktory kumulace RFO v SE smrku ztepilého. Ale
i v pfipadech postmaturanich oSetfeni varianty kultivované na TMM S+R je vzhledem
k dosazenym hladinam RFO endogenni syntéza RFO u SE pravdépodobnéjsi nez pfijem RFO
zmédia (graf 7.8,10,13A,13B). Dodanim rafin6zy do maturaéniho média v pozdnich fazich

zrani u SE k navySeni hladiny RFO v popsaném uspofadani kultivace nedochazi.
Myo-inositol zaujima v syntéze RFO ve srovnani s ostatnimi substraty vyjimecnou

ulohu. Je do sledu reakci syntézy RFO zapojen, ale posléze opét uvoliiovan. Z tohoto diivodu je
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myo-inositol nékdy oznaovan za kofaktor syntézy RFO (Tanner a Kandler, 1968). Myo-
inositol neni vlastni reakci syntézy RFO spotfebovavan. Nékteré prace ale naznaCuji, Ze jeho
hladina miZe syntézu RFO do jisté miry limitovat (Karner et al., 2004).

Kultivace SE smrku ztepilého na TMM se zvySenou koncentraci myo-inositolu (0,2%,
0,6% a 1%) vedla k navySeni endogennich hladin myo-inositolu u SE. V pfipadé prvniho
provedeni pokusu rostly endogenni hladiny myo-inositolu SE s nartstajici koncentraci myo-
inositolu v médiu v porovnani s kontrolni variantou 1,6x, 2,3x a 6x versus 1,4x, 1,8x a 2,5x u
opakovani pokusu (graf 4). V piipadé semen hrachu vedla dvoudenni inkubace semen s 0,9%
myo-inositolem k trojnasobnému naristu endogenni hladiny myo-inositolu a naristu hladiny
galaktinolu (galaktinol v syntéze RFO viz. kap.2.4.3.1.) (Karner et al., 2004).

Prezentované vysledky ukazuji (graf 6 a 9) ze kultivace SE smrku ztepilého na TMM
s riznymi koncentracemi myo-inositolu v §estém tydnu zrani ovliviiuji kumulaci RFO u SE
béhem postmaturaCnich oSetfeni. Tato zji§téni jsou v souladu s vysledky ve vySe zmifiované
praci (Karner et al., 2004), kde byl pozorovan tésny vztah mezi hladinami myo-inositolu a
hladinami RFO u semen sedmi genotypi hrachu s rozdilnymi endogennimi hladinami myo-
inositolu. Na rozdil od vyslednych hladin RFO u SE smrku ztepilého prezentovanych v této
praci, zustala v pfipadé dvoudenni kultivace semen hrachu s 0,9% myo-inositolem hladina RFO
nezménéna. Nezménénou hladinu RFO si Karner et al. (2004) vysvétluji také nedostateCnou
délkou kultivace pro syntézu RFO. Koncentraéni $kala myo-inositolu v TMM v této praci byla
zvolena vhodné, protoZe se hladina RFO u SE mezi pokusnymi variantami ménila a bylo mozné
pozorovat narust i pokles hladiny RFO v zavislosti na rostoucich endogennich hladinach myo-
inositolu u SE po jednotlivych postmatura¢nich oSetfenich.

Standardnim oSetfenim SE pomalou desikaci bylo dosaZeno nejvyssi hladiny RFO u
varianty kultivované na TMM obsahujicim 0,2% myo-inositol, €ili s hladinou dvojnasobné
vysS§i, nezli byla v somatické embryogenezi smrku v nasi laboratofi doposud pouzivana. U této
varianty byla hladina RFO po tfitydennim oSetfeni 3,5x a v pfipadé opakovani pokusu 1,8x
vys§i oproti hladinam u SE kontrolnich variant. Hladiny RFO ostatnich variant byly srovnatelné
mezi sebou aZ na variantu kultivovanou na TMM obsahujicim 0,6% myo-inositol v ramci
prvniho provedeni pokusu, kde byla hladina 1,6x vyssi oproti kontrolni varianté (graf 6).

Nizsi hladiny RFO u SE z variant s vy$§imi endogennimi hladinami myo-inositolu je
mozné vysvétlit podporou zpétnych reakci syntézy RFO vlivem vysoké koncentrace myo-
inositolu. Takto si vysvétluji Gomes et al. (2005) nezménénou nebo snizenou hladinu RFO
v délohach soji, ve kterych byla kultivaci zdvojnasobena hladina myo-inositolu ve srovnani

s kontrolni variantou, nebo také Karner et al. (2004) nezménénou hladinu RFO po dvoudenni
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kultivaci semen hrachu s 0,9% myo-inositolem vedle jiz zminéného pfedpokladu nedostatetné
délky kultivace umoziiujici syntézu RFO.

Narust a pokles hladin RFO s naristajicimi endogennimi hladinami myo-inositolu u SE
smrku ztepilého byl také pozorovan po tfitydennim chladovém oSetfeni. Zde byly ale naméfeny
velmi variabilni hodnoty hladin RFO mezi jednotlivymi odbéry, coz mélo za nasledek pfili§
vysoké smérodatné odchylky (graf 9). To mohlo byt zpisobeno vlastnim charakterem
uspofadani chladového oSetfeni, pifi kterém je kultura béhem osetfeni stale kultivovana na
médiich, na kterych zrala jiz v prabé&hu Sestého tydne zrani.

Zvysujici se osmoticky potencidl médii s rostouci koncentraci myo-inositolu mezi
jednotlivymi pokusnymi variantami nebyl v této praci kompenzovan dodanim pfislusného
osmotika do médii s niz§imi hladinami myo-inositolu. Srovnatelny obsah vody u oSetfenych SE
po Sestém tydnu zrani naznaluje, Zze piijem myo-inositolu byl velice rychly, a pisobeni
rozdilného osmotického potencidlu média pravdépodobné jen kratkodobé. Také vysledné
spektrum endogennich rozpustnych sacharidi SE nesignalizovalo pusobeni osmotického stresu
SE. Z predchozich vysledkii naseho tymu vime, Ze pusobeni osmotika béhem zrani méni
poméry hladin hex6z vii€i sacharoze, ke kterym zde nedochazelo (Lipavska et al., 2000a).

Kultivace SE smrku ztepilého na standardnim maturadnim médiu obsahujicim 0,1%
myo-inositol v Sestém tydnu zrani ziejmé limituje kone¢nou hladinu RFO po postmaturaénim
oSetfeni vlivem nizké endogenni hladiny myo-inositolu. Optimalni, alespoii z hlediska nejvyssi
kumulace RFO, se ukazala kultivace SE v Sestém tydnu zrani na maturatnim (TMM) médiu
obsahujicim myo-inositol v koncentraénim rozmezi 0,2 az 0,6%.

V dalSich pokusech bylo testovano, zda neni syntéza RFO béhem postmaturacnich
oSetfeni limitovana je§té ve dfiv&j§im kroku syntézy- v syntéze UDP-galaktozy. vlivem
omezené dostupnosti galaktozy v SE. Tydenni kultivace extirpovanych SE v sedmém tydnu
zrani na TMM Gal vedla k mirnému naristu endogenni hladiny galaktozy (graf 3). Vysledna
data ale regulaci hladiny RFO vlivem zmén endogennich hladin galaktézy v SE nepodpofila
(graf 7,11,13A,13B). Pokud je mi znamo, neexistuji Zadna literarni data o vlivu zmén obsahu

galaktozy, at pozitivnim nebo negativnim, na syntézu RFO. Nicméné pusobeni galaktézy na
rizné rostlinné kultury miZze byt odli§né v zavislosti na metabolizmu galaktozy dané kultury.
Napfiklad u suspenznich kultur Vigna angularis (Kato et al., 2007) zpisobila dodana galakt6za
do média vyrazné sniZzeni endogennich hladin sachardzy i pfes pfitomnost sachar6zy v médiu.
Zde je ale nutno mit na paméti, Ze na rozdil od suspenznich kultur pfedstavuji zrala SE
metabolicky vyrazné pasivnéjsi struktury. Ve srovnani s variantou kultivovanou na TMM 0

(tekuté maturacni médium neobsahujici sacharid) musela byt galaktza SE v pribéhu kultivace
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na TMM Gal metabolizovana, protoZze hladina endogenni sachar6zy po kultivaci byla
srovnatelna, na rozdil od varianty SE na TMMO, s hladinou sachar6zy u SE po Sestém tydnu
zrani (graf 3).

Bylo prokazano, ze RFO jsou v rostlinach kumulovany v reakci i na jiné stresory nezli
desikaéni nebo chladovy. Z tohoto divodu bylo testovano puasobeni dalSich stresoni na
kumulaci RFO u SE smrku ztepilého. U listt Arabidopsis thaliana oSetfenych tepelnym Sokem
byla navySena hladina rafinézy ve srovnani s listy rostliny neoSetiené, a to vlivem posileni
exprese genu galaktinolsyntazy 1 (vice viz. kap. 2.4.3.1; Panikulangara et al., 2004). V piipadé
SE smrku ztepilého se ukazalo, Ze je navozeni/posileni kumulace RFO u zralych SE v zasadé
mozné, jak ukazuje aplikace tepelného Soku na zrala SE v prvnim provedeni pokusu. U druhého
provedeni pokusu zpisobilo tepelné oSetfeni SE namisto kumulace RFO ,pouze“ vyrazny
narust hladiny sachar6zy pozorovany i v pfipadé prvniho provedeni pokusu (graf 12). Jak jiz
bylo zminéno, kultivace SE na TMM v sedmém tydnu zrani (graf 2) vedla k indukci syntézy
RFO, pfipadné potlacila degradaci RFO, coZ zpisobilo zminény narust hladiny RFO. Tepelny
Sok v druhém opakovani ale tuto kumulaci RFO v SE potladil (graf 12). Lze jen té€zko
spekulovat o pfi€iné této reakce SE. U obou provedeni pokusu je ziejmé, Ze hodinové 38°C
oSetfeni vyvolalo u SE smrku ztepilého béhem nasledné tydenni kultivace na TMM zmény na
urovni metabolizmu endogennich rozpustnych sacharidi, a to predevsim sacharozy.

Extirpovana SE smrku ztepilého, kterym nebyl dodan sacharid do TMM v pribéhu
sedmého tydne zrani, reagovala na toto oSetfeni vyraznou redukci hladiny sachar6zy a hex6z a
nekumulovala RFO (graf 3). Lze proto pfedpokladat, Ze toto oSetfeni vyvolalo u SE sniZeni
dostupnosti hex6z a mozna i ur¢itou miru stradani po sacharidech, a tedy urcité znevyhodnéni
pfi postmaturaénich oSetfeni z hlediska syntézy RFO. Ale jak dokladaji pfedbézné vysledky,
dochéazelo béhem postmaturacnich oSetfeni SE této varianty k nanistu hladiny endogennich
rozpustnych sacharidi a dale ke kumulaci RFO v relativné vysokych hladinach, srovname-li
tyto hladiny s hladinami u kontrolnich variant (graf 14). Tyto zmény sacharidového spektra do
jisté miry vypovidaji o dilezitosti zastoupeni i vy§i hladin jednotlivych endogennich
rozpustnych sacharidi (pfedev§im RFO) u postmaturaéné oSetfovanych SE. Na druhou stranu
ale naznacuji i urcitou nezavislost na hladinach endogennich rozpustnych sacharidi SE pred
vstupem do postmaturacnich oSetfeni. Otazkou zistava, jak zminéné oSetfeni zasahlo SE
z hlediska metabolizmu uloZenych zasobnich latek.

Semena smrku ztepilého jsou béhem svého vyvoje a nasledného obdobi pfed poCatkem
kli€eni vystavena desikaci, chladu i mrazu. Z tohoto duvodu bylo testovano, zda by jednotlivé

stresové faktory paralelné nepfispély k vysledné hladin€ RFO u SE smrku ztepilého.
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Soucasné chladové a pomalé desikaCni oSetfeni/desikani oSetfeni za 97% relativni
vzdusné vlhkosti u SE smrku ztepilého vedlo ke kumulaci RFO v nejvysSich naméfenych

hladinach ve srovnani s jednotlivymi postmaturaénimi oSetfenimi (graf 13A.13B,14.15). Byla-li

aplikovana dvé postmaturaéni oSetfeni postupné, ve sledu- tfi tydny chladového a nasledné tfi
tydny pomalého desikaéniho oSetfeni, nedosahovala SE stejn€ vysokych hladin RFO, jako v
pfipadé soucasného pisobeni zminénych oSetfeni (graf 13B). Lze se proto domnivat, Ze
kone¢na hladina RFO postmaturaéné oSetfenych SE smrku ztepilého je dana aktualni intenzitou
stresovych faktori, ktera na SE pusobi.

SE smrku ztepilého linie AFO 541 prokazala vysokou senzitivitu k vyssi rychlosti
poklesu obsahu vody ve svych pletivech, neZ ke kterému dochazi pfi standardnim oSetfeni
pomalou desikaci. Desetidenni desikacni oSetfeni v atmosféfe s 97% relativni vzduSnou
vihkosti (RH) vedlo k poklesu obsahu vody v SE na hodnotu blizkou 25 % zjejich Cerstvé
hmotnosti. SE jehli¢nani uspé$né prezivaji desikacni oSetfeni i pfi vyrazné niZSich relativnich
vzdus$nych vlhkostech. Naptiklad SE smrku ztepilého preckala tfi dny pii 97% RH, dale tfi dny
pfi 81% RH, nasledné tyden pfi 63% RH a nakonec tyden pii 31% RH (Gorbatenko a Hakman,
2001). Ale jak zmitiuje Bomal et al. (2002), je pro ustaveni tolerance k rychlé desikaci dulezita
perioda pomalého snizovani obsahu vody v SE. V pfipadé SE Picea mariana se jednalo o prvni
dva dny desikace v 97% RH. V ptipadé Picea mariana (Bomal et al., 2002) i v pfipadé SE
smrku ztepilého (Gorbatenko a Hakman, 2001) byla SE vystavena prostfedi s rtiznymi RH
nepfimo, protoZe byla je§té uzaviena v Petriho miskach, které byly poté vloZzeny do prostredi
s danou konstantni atmosférou. Diky odli§nému uspofadani pokusu, lze tedy predpokladat
riznou rychlost ustaveni experimentalni RH v bezprostiedni blizkosti embryi, a tedy i odlisnou
miru/moznost navozeni tolerance k rychlé desikaci.

Prezentované vysledky dokladaji, ze se v kone¢né hladiné RFO u zralych SE smrku
ztepilého kultury AFO 541 vyrazné odrazi pusobeni vlivi vnéjsiho prostfedi. Doposud byl
publikovan omezeny podet praci zabyvajicich se kumulaci RFO v semenech jehli¢nant
(Pullman a Buchanan, 2008- citace tam). Nikdo z autori se nezabyval srovnanim, zda jsou
hladiny RFO u semen jehli¢nani mezi jednotlivymi sezonami stalé, nebo zda se dramaticky
méni, napfiklad po vzoru hladin zasobnich lipidi u ZE Picea abies (Grigova et al. 2007).
Kvantitativni srovnani zastoupeni RFO v semenech smrku ztepilého v této praci s vysledky
Gosslové et al. (2001) neni moZné, protoze v susiné vzorkl v prezentované praci byla zahrnuta
i hmotnost semennych obali. Kvalitativni srovnani ale mozné je. V obou pfipadech bylo
zastoupeni rafindzy ku stachyoze blizké jedné (graf 22). Toto pozorovani je v souladu s Lin a

Huang (1994), ktefi se domnivaji, Ze pomér rafinézy ku stachyoze u semen je druhové
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specificky. Pomér rafinézy ku stachyoze byl zachovan i béhem degradace RFO v podate¢nich
hodinach imbibice (graf 22). Pomér RFO ku sacharéze je také piekvapivé podobny v obou
pracech- zde 1,26 + 0,37 pro celad semena a 1,24 + 0,29 pro izolovana ZE (Gosslova et al.,
2001). Na rozdil od poméru rafin6zy ku stachyéoze ma pomér RFO ku sachardze tendence
k poklesu se stafim a Zivotaschopnosti semen (viz kap. 2.5.1.2). Z hlediska poméru zastoupeni
jednotlivych RFO se SE smrku ztepilého li§ila od ZE. Poméry byly zna¢né odlisné a Casto
dokonce protichiidné mezi jednotlivymi opakovanimi.

Kombinace obou stresovych faktori vyvolala doposud nejvys§i popsanou kumulaci
RFO v SEZ jehli¢nanu (graf 13A,13B,15). Gosslova et al. (2001) zjistili, Ze RFO predstavuji
jedno procento ze suSiny zralych ZE smrku ztepilého. Ve srovnani s témito ZE obsahovala SE
po oSetfeni kombinaci postmaturaénich oSetfeni aplikovanych soucasné az Sestkrat vyssi
hladiny RFO vztaZené k hmotnosti suSiny zralych SE. VySe zminéné poméry RFO ku sachar6ze
(1,26 + 0,37 pro cela semena a 1,24 + 0,29 pro izolovana ZE smrku ztepilého) byly sou¢asnym
chladovym a pomalym desika¢nim oSetfenim u SE dalece piesazeny (graf 16B). Odchylky
v tomto parametru byly ale u SE veliké. V pfipadé nékterych odebranych vzorkd SE souasné
oSetfenych chladovym a pomalym desika¢nim oSetfenim, byly zjistény téméf nedetekovatelné
hladiny sacharézy. U takovych SE tvofilo RFO téméf veskery pool endogennich rozpustnych
sacharidi a hodnoty poméru RFO ku sacharéze byly tak vysoké. Tyto vysledky ale jednozna&né
potvrzuji schopnost SE smrku ztepilého syntetizovat a kumulovat RFO ve vysokych hladinach
ve svych pletivech. Také potvrzuji, Ze v pfipadé somatické embryogeneze smrku ztepilého je
kumulace RFO ve vysS§ich hladinach indukovana piasobenim stresovych faktord
(postmaturaénich oSetfeni) a spojuji zde tak funkci RFO zejména s ilohou ochrannou.

Aplikace postmaturanich oSetfeni pfiblizla SE smrku ztepilého z hlediska
sacharidového slozeni zralym semen@im (graf 22; Gosslova et al., 2001). Degradace RFO
v semenech patfi k Casné biochemické odezv€ semen na imbibici (rehydrataci) (Downey a
Bewley, 2000; Blochl et al., 2007; 2008). Na mobilizaci RFO se podileji a-galaktozidazy
(Blochl et al, 2008). Vzhledem k téméf obecnému charakteru (totalni) degradace RFO
v Casnych fazich kli€eni semen, lze povaZovat analogickou degradaci RFO u SE za zadouci. U
SE smrku ztepilého bylo RFO na germinaénim médiu neobsahujicim sacharid kompletné
rozstépeno béhem prvnich 24 hodin od pocatku kli¢eni (graf 18,20). Tedy v dobé, ktera by
mohla byt oznaCena za lag fazi kli¢eni, a to z divodu, Ze SE v tomto ¢asovém intervalu nejevila
zadné znamky kliCeni. O vysoké rychlosti degradace RFO u SE svéd¢i i skute¢nost, Ze témér
dvojnasobna vychozi hladina RFO u SE v prvnim provedeni pokusu vzhledem k provedeni

druhému, neméla vliv na vyslednou hladinu RFO po 24 h kli¢eni (v obou pfipadech byla
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hladina RFO po 24h kli¢eni nedetekovatelna (graf 18,20)). Vysoké rychlosti degradace RFO
v ranych fazich kli¢eni SE smrku ztepilého pozoroval také Kube§ (2004). Ve zminéné praci ale
dochazelo v né€kolika pfipadech ke sniZzeni rychlosti degradace po prvotnim rychlém poklesu
hladiny RFO v SE kli¢icich na germina¢nim médiu obsahujicim 1% sacharézu, coZ zpisobilo,
ze RFO tvofilo vyznamnou ¢ast endogenniho spektra rozpustnych sacharidu i po 48 h kli¢eni.

Vys§i rychlost degradace RFO a piedevsim jejich Casnéj§i vymizeni ze spektra
endogennich rozpustnych sacharidi u SE ve srovnani se ZE (graf 22; Picea glauca- Downie a
Bewley, 2000) by bylo mozné vysvétlit zfejmé& rychleji probihajici rehydrataci SE konifer ve
srovnani se ZE v semeni (Terskikh et al., 2005). Charakter prubéhu degradace RFO u semen
smrku ztepilého po imbibici byl srovnatelny se situaci u semen Picea glauca (Downie &
Bewley, 2000). Prudky propad hladiny RFO béhem prvnich 24 h kliCeni byl vystfidan
poklesem miry degradace RFO. Downie a Bewley (2000) srovnavali od tfetiho dne po imbibici
hladiny RFO u semen, ktera v ¢ase odbéru kliCila resp. nekliCila. Jednotlivé casti (ZE,
megagametofyt) semen, ktera v ¢ase odbéru kli¢ila méla tendence degradovat RFO rychleji
oproti semenim nekliicim, ktera v degradaci RFO stagnovala, nebo dokonce RFO
kumulovala. Semena smrku ztepilého v intervalu mezi 0. aZz 72. hodinou od pocatku imbibice
stejné jako semena Picea glauca neklitila (graf 23; Downie a Bewley, 2000). Navic kone¢na
kli¢ivost (synchronie kliCeni) semen smrku ztepilého v patém dni byla nizka (graf 23).
Domnivam se proto, Zze pokles rychlosti degradace RFO u semen smrku ztepilého v intervalu
mezi 24. az 72. h mohl byt zplsoben pfevahou semen v odebranych vzorcich, ktera se
v nejblizsi dobé kli¢it nechystala.

Blochl et al. (2007) prokazali ulohu galaktozy, produkované degradaci RFO, patrné ve
funkci zdroje energie pro rané faze kli€eni semen hrachu a navrhli i jeji moZnou signalni funkci.
Semena legumindz, a tudiz i hrachu, jsou znama akumulaci ostatnich galaktozylcyklitoli
b&hem svého zrani (Obendorf, 1997; Vidal-Valverde et al., 2002). O galaktozylcyklitolech se
pfedpoklada, ze vedle podobného metabolizmu s RFO (Peterbauer a Richter, 2001) maji
pravdépodobné i stejné funkce (Obendorf, 1997, Lahuta et al., 2005c). Na rozdil od leguminéz,
SE ani semena smrku ztepilého vedle RFO galaktozylcyklitoly nekumuluji. Mély by proto byt
teoreticky i vhodnéj§im modelem pro testovani ulohy RFO v ranych fazich klieni. Z tohoto
duvodu byla testovana rychlost nastupu kliceni semen a rychlost prodluZovani hypokotylu SE
smrku ztepilého v odpovédi na vyvolané zmény rychlosti degradace (mobilizace) RFO béhem
kliCeni.

Pomoci aplikace DGJ lze kompletné blokovat degradaci RFO v ranych fazich kliceni
semen hrachu (Blochl et al.,, 2007) (DGJ byl aplikovan po celou dobu kli€eni semen hrachu).
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Pokud byl DGJ aplikovan u SE smrku ztepilého v intervalu 0. az 2. hodina imbibice, doslo ke
zpomaleni degradace RFO v prub&hu ranych fazi kliCeni (graf 18,20). V pfipadé semen smrku
ztepilého doslo b&hem prvnich 24 hodin od pocatku imbibice k degradaci RFO nezavislé na
pfitomnosti DGJ (graf 22) (zde byl DGJ aplikovan po celou dobu kli¢eni). Pfiina popsané
odpovédi semen smrku zlstava nejasna, ale nabizi se vysvétleni vlivem ztizeného prichodu
DGJ semennymi obaly.

Na téméf stejny kvalitativni pribéh degradace RFO u jednotlivych variant mezi
opakovanimi pokusu reagovala SE smrku béhem kli¢eni protichidnou odpovédi. V prvnim
pfipadé, kdy méla SE pro mobilizaci k dispozici niz§i zasobu RFO, byl zaznamenan pocatek
kliCeni pozdéji (po 40. hodiné od pocatku imbibice, prvni kli¢ila SE utilizujici galaktézu z
média) (graf 19) ve srovnani s opakovanim pokusu, kde SE po rozsté€peni vyssi hladiny RFO
kli¢ila jiz po 29. hodin€ od pocatku imbibice (zde kli¢ila prvni SE kontrolni varianty) (graf 21).
ProdlouZeni lag faze kli¢eni v prvnim pfipadé mohla kupfikladu zptsobit niz§i kvalita SE nez
v pfipadé¢ druhém, pocatek klieni v jiné fazi svételné periody aZ po mozny testovany vliv
celkového kvanta mobilizovaného energetického poolu- RFO, ktery mohl lag fazi v druhém
pfipadé zkratit. Tomu by do jisté miry nasvédCovala i vy§§i celkova hladina sacharidi
v prubéhu ranych fazi kli¢eni u opakovani pokusu (graf 18x20). Blochl et al. (2007) pozorovali,
Ze galaktoza dodana do média semenim hrachu spolu s DGJ revertovala z hlediska nastupu
kligeni vliv DGJ, sacharéza tento vliv nemé&la. Vliv galaktézy na rostlinna pletiva, predevsim
takova, ktera jsou silnym metabolickym sinkem muze byt rizny, n€kdy je efekt galaktozy
oznaCovan i za toxicky (napf. Kato et al., 2007). Rychlym metabolizmem galaktézy, ktery by

(49

pfitomnou galaktézu ,,detoxifikoval“, si Downie a Bewley (2000) vysvétluji nizkou hladinu
galaktozy v kli€icich semenech Picea glauca i ptes rychlou degradaci RFO. Predpoklada se, Ze
u nékterych rostlin galakt6za svym metabolizmem negativné ovliviiuje produkci UDP-glukézy,
a tim napiiklad inhibuje dlouZivy buné&ny rist vyvolany auxinem (Yamamoto et al., 1988). Na
rozdil od semen hrachu byla v pfipadé SE smrku hladina galakt6zy, kromé varianty utilizujici
galaktozu z média, velice nizka (graf 18,20). Metabolizmus galaktézy by se tak mohl mezi
obéma systémy lisit.

Pozitivni vliv postmaturaénich oSetfeni na kliCeni je v literatufe dobife dokumentovan
(Kong a Yeung, 1992; Beardmore a Charest, 1995; Pond, 2005; von Aderkas et al., 2007).
Konradova et al. (2003) navrhuji chladové oSetfeni za alternativni oSetfeni k oSetfeni
desikaénimu a domnivaji se, Z¢ RFO maji alespoii €asteCny podil na pozitivnim pisobeni
desikaniho oSetfeni. V prezentované praci vedlo u stejné embryogenni kultury chladové

oSetfeni SE ke zlepSeni prib&hu kli¢eni, ale pouze v pfipadé kultivace na PMM (neni

95



Diskuze

prezentovano). Pokud SE podstoupila chladové oSetfeni po extirpci (bez zbytkové ESM) na
TMM, dochazelo ve vét§in€ pifipadi ke zhorSeni vyvoje béhem kliCeni ve srovnani
s neo§etfenou variantou. Standardni pomalé desikani oSetfeni samotné i v paralelni kombinaci
s chladovym oSetfenim vedlo ke zlepSeni pribéhu kliceni (graf 16A). Tésny vztah mezi vychozi
hladinou RFO u SE pifed kliCenim a vlastnim prub&éhem kliCeni u SE ale nalezen nebyl.
Nicméné RFO jsou rychle degradovany béhem asnych fazi kliCeni a béhem prvnich 2-3 dnid
zcela mizi ze spektra rozpustnych nestrukturnich sacharidu. Tedy nelze zcela vylouéit, Ze vztah
mezi hladinou RFO a prib&hem klieni neexistuje, ale zfejmé béhem postmaturacnich oSetieni

probihaji kromé syntézy RFO dalsi zmény, které jsou z tohoto pohledu vyznamnéjsi.

5.2. Somatickda embryogeneze jedle (hybrid Abies alba x Abies numidica)

Dal§i studovany model metabolismu RFO b&hem somatické embryogeneze jehli¢nant
pfedstavoval hybrid jedle (4bies alba x Abies numidica)- embryogenni linie AN72. Béhem
proliferani faze je preferovana sachar6za dodana do proliferaniho média u obou pokusnych
embryogennich linii- jak smrku (AFO 541) tak i jedle (AN72). Vramci SEZ rodu Abies je
znamo, Ze embryogenni kultury &asto preferuji maturaéni médium obsahujici maltézu nad
sachar6zou (Nergaard, 1997, Salaj et al., 2004). Tak tomu bylo i v provedenych pokusech s
embryogenni linii AN72 (obrazek 2). Pozitivni vliv maltézy na kulturu AN72 byl pozorovan
pouze pii aplikaci maltozy s vy$§imi koncentracemi PEG aplikovanymi do média (Salaj et al.,
2004). Také u SEZ rodu Picea byl testovan vliv maltdzy na zrani SE u Picea mariana a Picea
rubens. V ptipadé SEZ Picea mariana doslo ke snizeni vytéznosti i kvality SE na PMM M ve
srovnani s PMM S, kdezto u SEZ Picea rubens nebyl rozdil prikazny (Tremblay a Tremblay,
1991).

Vliv sacharidu aplikovaného do maturaéniho média na zmény ve spektru a hladinach
zasobnich proteini kultury AN72 popsali Salaj et al. (2004). Ve sv pracijsem sledoval
dynamiku spekter endogennich rozpustnych sacharidi v odpovédi na typ sacharidu v médiu.

Kultivace kultury AN72 bé&hem zrani na PMM vede ke kontrastnim spektrim
endogennich rozpustnych sacharidi mezi variantami kultivovanymi na PMM M a PMM §, ale
také ve srovnani se zrajici embryogenni kulturou smrku AFO 541. U ESM zrajici na PMM M
na rozdil od ESM zrajici na PMM S, dochazi brzy, zfejmé zahy po pieneseni na maturalni
médium, k ustaveni spektra endogennich rozpustnych sacharidi charakteristického pro zrala SE
jedle (graf 24A,24B.24C). To znamena nizky pomér hladin hexéz ku hladin€ rozpustnych

disacharidu, ale také kumulaci RFO. Srovname-li tuto situaci se SEZ smrku, dochazi jiz téméf
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od pocatku zrani kultury AN72 na PMM M k nastoleni spektra endogennich rozpustnych
sacharidu charakteristického pro zrala a postmaturacné osetfena SE smrku ztepilého, a to nejen
v SE, ale i vramci celé ESM. Tohoto spektra dosahuji pfi kultivaci na PMM S ziejmé pouze
zrajici SE (méfeno v osmém tydnu zrani). Pfedbézné vysledky naznaluji, Ze si ESM a posléze i
zbytkova ESM zrajici na PMM S zfejmé zachovavaji endogenni spektrum rozpustnych
sacharidi charakteristické pro proliferujici ESM, tedy vysoky pomér hladin hex6z ku hladiné
sachar6zy, a to az do konce zrani (graf 24B). Z tohoto pohledu bylo spektrum endogennich
rozpustnych sacharidi zrajici ESM jedle na PMM S srovnatelné se situaci pozorovanou u
zrajici zbytkové ESM smrku ztepilého (Lipavska et al., 2000a). Zda se tedy, ze kumulace RFO,
alespoit vramci samotnych zrajicich SE je u embryogenni linie AN72 obecnym rysem
nezavislym na typu sacharidu v médiu. To ale nelze fici o situaci v ramci celé ESM nebo o
vysledné hladiné RFO u SE jednotlivych pokusnych variant.

Z naméfenych dat u SEZ smrku ztepilého a z literarnich zdroju (viz. kap. 2.4.3.2.) se
bylo mozné domnivat, Ze vy$§i dostupnost sachar6zy z média, by mohla vést k vyS§im
vyslednym hladinam RFO. ESM kultivovana na PMM S by tak teoreticky byla z hlediska
syntézy RFO zvyhodnéna oproti ESM z PMM M. OvSem je nutné mit na paméti, Ze mize
dochazet k jiz zminénému §tépeni sachar6zy v samotném médiu v prubéhu zrani kultury, jak
bylo prokazano u SEZ vicero druhti jehliénani (Picea mariana-Tremblay a Tremblay, 1995;
Pseudotsuga menziesii- Taber et al., 1998; Picea glauca- Iraqi a Tremblay, 2001a, Picea abies-
Kubes, 2004; Drazna 2006), coz muze pfipadnou dostupnost sacharézy kulture z PMM
S vyrazné ovlivnit. Zde je ovSem nutno pfipomenout, Ze ani vlastni zpisob pfijmu sacharozy
somatickymi embryi jehliCnand z média (intaktni, nebo extracelularni §tépeni na hexdzy, pfijem
hex6z a resyntéza sacharozy v buiice) zlistava neobjasnén (Lipavska et al., 2000a; Iraqi et al.,
2005). Kultura jedle ale reagovala na typ sacharidu v médiu zcela opa¢né. K vyssi kumulaci
RFO dochazelo u ESM a posléze SE i zbytkové ESM kultivovanych b&hem zrani na PMM M.
BohuZel o pomérech hladin sachar6zy a maltézy u SE jedle béhem zrani na PMM M v sou¢asné
chvili mnoho nevime, protoZze na daném systému HPLC nebylo mozné dostate¢né oddélit
sacharézu od maltozy.

Charakter spekter endogennich rozpustnych sacharidu kultury béhem zrani nas do jisté
miry informuje o pisobeni typu sacharidu v médiu na kulturu jedle. O pozitivnim pisobeni
maturacnich médii obsahujicich maltézu na kultury nékterych jehli¢nani je ¢asto spekulovano
na zakladé méfeni aktivit a-glukozidazové a invertazové aktivity u mikrospor je¢mene, ktera
provedli Scott et al. (1995). V této praci byla a-glukozidazova aktivita oproti invertazové 20x

niz§i. Autofi se ztohoto duvodu domnivaji, Ze prospé$ny efekt maltozy muZze byt spojen s
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navozenim ur€itého mirného nutri€niho stresu. Také Blanc et al. (2002) vyslovili teorii u SEZ
Hevea brasilienzis, ze pomalejsi hydrolyza malt6zy kulturou a vysledna nizsi hladina hex6z by
mohla byt biochemickym faktorem orientujici metabolizmus smérem k SEZ. Ve zrajici ESM

jedle na PMM M byla dostupnost hex6z alespoi v obdobi formovani struktur embryi ve

srovnani se situaci na PMM S vyrazng& nizsi (graf 24A.24B,24C). Nelze oviem tvrdit, Ze urdité
sniZzeni hladin (dostupnosti) hex6z v ESM musi nutné vyvolavat nutri¢ni stres. Jista, do ur€ité
miry kli€ova odpovéd’ by mohla byt dana endogenni hladinou sachar6zy v ESM. Pokud by
ESM metabolizovala maltézu a zaroveii syntetizovala a kumulovala sacharézu v buiikach ve
vyS$Sich hladinach, nebylo by patrné€ mozné pfisoudit pozitivni pisobeni maltézy na SEZ jedle
praveé navozenim nutriniho stresu.

Skute¢nost, ze ESM a posléze SE jedle zrajici na PMM M dosahovala vysSich hladin
RFO ve srovnani sPMM Sa vzhledem kjiz zminénym literarnim udajim spojujicim
metabolizmus maltézy s nutriCnim stresem, nas vedly k testovani ponékud kontroverzni
domnénky u zralych SE smrku ztepilého. Zrala SE smrku ztepilého, tedy takova SE, u kterych
lze vnéjSim zasahem v podobé stresoru indukovat kumulaci RFO, byla kultivana na TMM
neobsahujicim sacharid za u¢elem navozeni urlité miry nutri¢niho stresu. Zminéné oSetieni
zpusobilo vyrazny pokles celkové hladiny rozpustnych sacharidi v SE, ale ke kumulaci RFO,
coby sacharidi s domnélou zasobni funkci pro rané faze vyvoje kligicich SE, u SE smrku
ztepilého nevedlo (graf 3). Zjistény vysledek je v souladu s pozorovanim Carpenter et al.
(2000), kde SE Psuedotsuga menziesii na konci zrani na médiu obsahujicim 18% PEG
obsahovala nepatrné vys§i hladiny RFO na médiu s 2,5% maltézou a zaroveii 1% gluk6zou
oproti médiu s obsahem pouze 2,5% maltézy. OvSem dosazené hladiny RFO v citované praci
byly ve srovnani s hladinami u zrajici kultury AN72 zanedbatelné. Pomér RFO ku sachar6ze
byl v obou pfipadech blizky hodnoté 1:30 a u nékterych genotypti nebylo RFO kumulovano na
médiu s obsahem 2,5% maltozy vﬁbec‘(Carpenter et al., 2000)

K negativnim projeviim kultivace kultury AN72 na PMM S patfilo &asté hnédnuti
zbytkové ESM v zavéru zrani (obrazek 2). Pro ESM a posléze zbytkovou ESM této varianty byl
typicky jiz zminény vysoky pomér hladin hex6z ve srovnani s hladinami sacharézy a rychly
narist objemu (rychlost proliferace) po pfenosu na PMM S na po&atku zrani. Zminéné
spektrum endogennich rozpustnych sacharidi u ESM a posléze u zbytkové ESM zrajici na
PMM S vykazuji typicky silné metabolické sinky. Nergaard (1997) pozoroval, Zze SE Abies
nordmanniana, ktera uzrala na médiu obsahujicim sacharézu, po osmém tydnu zrani vitrifikuji
a hnédnou. Tento jev si autor vysvétluje rychlym metabolizmem sacharézy, ktery mize

vyvolavat hypoxii Gstici v kumulaci etanolu, ktery nasledné muZe pisobit na kulturu toxicky
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(Nergaard, 1997). S touto predstavou by byl v souladu vedle hnédnuti zbytkové ESM v zavéru
zrani i pfechodny nanist ESM v podéate¢nich fazich zrani na PMM S.

DosaZena spektra endogennich rozpustnych sacharidi u SE jedle nelze porovnat se
spektry adekvatni ZES. Pokud je mi znamo, doposud nebylo publikovano spektrum
endogennich rozpustnych sacharidi u vyvijejicich se ZE u zadného ze zastupci rodu Abies.
Kumulace RFO jiz béhem strukturalniho vyvoje ZE byla zjisténa u ZE Pinus taeda (Pullman a
Buchanan, 2008). Podobné spektrum endogennich rozpustnych sacharidi, jako v pfipadé
zralych SE kultury AN72 po zrani na PMM M, pozoroval Hudec (2002) u tfi embryogennich
linii Abies alba (Al 1, AADR 4, Al 3). Tyto linie vykazovaly ve srovnani s kulturou
ANT72 nizky embryogenni potencial. VSechny tfi linie kumulovaly jiz od ranych fazi zrani
“sacharidy, které na HPLC komigrovaly s RFO. Na zakladé nizké kvality dosazenych zralych SE
autor navrhoval, Ze z vyvojového hlediska by takova vyrazné pred€asna kumulace domnélych
RFO, v porovnani se situaci u SEZ smrku ztepilého, mohla byt pfi¢inou uréité blokace
maturaéniho programu jedle. Oviem vzhledem k podstatné vétSimu vytézku SE 1 jejich vyssi
kvalité¢ z PMM M a vys§i hladiné RFO ve srovnani se SE z PMM S u linie jedle AN72 (obrazek
2, graf 24A.24B24C), lze povazovat kumulaci RFO i nastoleni spektra endogennich

rozpustnych sacharidi podobného situaci u zralych SE jedle, zahy po pfenosu na PMM, spiSe
za zadouci.

Pokud RFO nebylo pfirozenou soudasti spektra endogennich rozpustnych sacharidi
béhem somatické embryogeneze jedle, co by mohlo vyvolat pfed¢asnou kumulaci RFO
v prub&hu zrani ESM jedle ve vysokych hladinach? Hlavnim rozdilem ve sloZeni maturaéniho
média pro embryogenni linii jedle AN72 a smrku AFO 541 je pfitomnost 10% PEG (Mr= 4000)
v maturaénim médiu jedle. Zde je nutno zminit, Ze pfi SEZ Picea abies byl prokazan Skodlivy
vliv jiz 7,5% PEG v maturatnim médiu a jeho optimalni koncentrace v médiu byla stanovena
na 5 % (Svobodova, nepublikovana data). Bomal et al. (2002) zjistili, Ze jiz pfi mirném poklesu
obsahu vody u zralych SE Picea mariana dochazi k indukci slozek tolerance k rychlé desikaci,
mimo jiné dochazi i k indukci kumulace RFO. Jiz po dvou dnech desikace v atmosféfe pfi 97%
RH jsou SE pfipravena plné tolerovat rychlé desika¢ni oSetfeni (Bomal et al., 2002). Attree et
al. (1995) predvedli, Zze lze indukovat toleranci k desikaci u SE Picea glauca zranim na
maturaénim médiu obsahujicim 7,5% Peg (Mr= 4000). Také Bomal a Tremblay (1999) si
vysvétluji srovnatelné kliCeni desikané oSetfenych i neoSetfenych SE Picea mariana
kultiva¢nimi podminkami béhem zrani, které mohly zpusobit ¢aste¢nou dehydrataci kultury jiz
v této fazi SEZ. Jak jiz bylo zminéno u zralych postmaturainé neoSetfenych SE Pseudotsuga

menziesii a Pinus taeda byla skute¢né prokazana kumulace RFO, ale pouze v nizkych hladinach
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(Carpenter et al., 2000). V opozici k tomuto pfedpokladu ale stoji skute¢nost, ze ESM ani
vlastni dozravajici, pfipadné zrala SE Picea abies (embryogenni linie AFO 541 a C110)
nekumuluji RFO v odpovédi na sniZeni obsahu vody vlivem aplikace PEG do matura¢niho
média. Zminéné hladiny PEG aplikované do maturaéniho média u smrku ztepilého nedosahuji
z vySe zminénych divodi 10 %, ale v pfipad€ jiz zminéné prace Hudec (2002) kde dochazelo
ke kumulaci domnélych RFO bé&hem zrani SE Abies alba byl aplikovan pouze 1,875% PEG.
Navic tato pfedstava by nevysvétlovala vyssi hladiny RFO u ESM resp. SE z PMM M oproti
PMM S.

V postmaturacnich fazich vyvoje jedle, béhem desikacniho oSetfeni byla kumulace RFO
vyraznéji podporovana u SE, ktera uzrala naopak na PMM S. Kvantitativn€ se hladiny RFO
b&hem oSetfeni pfiliS nezménily, ale ve spektru RFO vyrazn€ vzrostl podil stachyozy.
V nékterych pfipadech doslo pravdépodobné i ke kumulaci verbaskézy, jejiz vyskyt je obecné
v pletivech jehli¢nanti spiSe vzacny. Tyto vysledky naznaduji, Ze ackoli jsou RFO soucasti
spektra endogennich rozpustnych sacharidi patrné v prub&hu celého zrani SE, desikaéni
oSetfeni pfedevsim kvalitativné metabolizmus RFO u SE méni. To také naznacuje, Ze se uloha
RFO v této fazi vyvoje méni. Ttitydenni kli¢ni rostliny jedle se absenci RFO ve svém spektru
endogennich rozpustnych sacharidi opét pfiblizily k situaci znamé u tfitydennich kli¢nich
rostlin smrku ztepilého (graf 25A,B; Kubes 2004).

Utlumeni metabolické aktivity bun€k je povaZovano za jednu z dileZitych slozek
tolerance k desikaci ortodoxnich semen (Leprince et al., 1995, 1999, 2000). Predpoklad, ze
RFO jsou b&hem postmaturaénich fazi syntetizovany za Géelem urditého fizeného ukladani
monosacharidi, které by vedlo ke sniZeni dostupnosti monosacharidi pro respiraci v butice a
naslednému utlumeni metabolizmu v burice (Leprince et al., 1992; Pammenter a Berjak., 1999),
nebyla v pfipadé SE smrku ztepilého ani hybridu jedle (Abies alba x Abies numidica)
potvrzena. Ve vétsiné piipadd byla vysledna hladina glukézy dokonce vyssi u takovych SE,
ktera obsahovala vyssi hladiny RFO. A také proto, Ze v pfipadé postupné aplikace dvou ¢i tii
postmaturacnich oSetfeni nebo prodlouzeného Sestitydenniho chladového oSetfeni dochazelo ve
srovnani se standardnimi tfitydennimi postmaturaénimi oSetfenimi k poklesu celkovych hladin
endogennich rozpustnych sacharidi. To naznatuje, Ze SE byla po celou dobu postmatura¢nich
oSetfeni metabolicky aktivni. Ke sniZeni hladin hex6z by také mélo dojit z divodu schopnosti
redukujicich sacharidu, a tedy i hex6z, poskozovat proteiny v obdobi snizeného obsahu vody
v burice. V tomto stavu butiky mohou redukujici sacharidy iniciovat neZadouci neenzymatické

glykozylace volnych aminovych skupin proteint.
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Zjisténé vysledky ukazuji, ze dynamika endogennich rozpustnych sacharidi béhem
somatické embryogeneze jehli¢nani se vyrazné li§i v zavislosti na druhu/genotypu. U obou
druht/genotypt je syntéza RFO zavisla na podminkach vnéjsiho prostiedi. B€hem somatické
embryogeneze jedle jsou RFO soucasti endogenniho spektra rozpustnych sacharidd jiz
v prub&hu zrani a jejich hladiny jsou vyrazné zavislé na typu sacharidu dodaného do média.
V ptipadé SEZ smrku ztepilého se RFO kumuluji aZz v odpovédi na stresové pusobeni
postmaturaénich oSetfeni. V ramci somatické embryogeneze jehli¢nanii proto nebude mozné

vytvoreni obecného modelu kumulace RFO.
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6. ZAVERY

Smrk ztepily

Kumulace RFO béhem zrani

Kultivace SE na pevném médiu s rafindzou (1,5% sachar6za + ekvimolarni mnoZstvi

rafindzy) v pozdni fazi zrani (6. tyden) nevede k navyseni hladiny RFO.
Kultivace SE na tekutém maturaénim médiu v 7. tydnu zrani vede k mirné kumulaci RFO,

ktera miiZe byt dale posilena extirpci embryi

Kumulace RFO béhem postmaturacnich oSetfeni

Postmatura¢ni oSetfeni vyvolavaji akumulaci RFO ve vyznamnych hladinach

Hladiny RFO stoupaji v zavislosti na typu oSetfeni v tomto pofadi:
chlad

bez osetfeni < chlad < desikace < chlad — desikace < .
desikace

-tedy s intenzitou puisobiciho stresoru
Postmaturaéni akumulaci RFO lze posilit optimalizaci koncentrace myo-inositolu
v matura¢nim médiu (0,2-0,6%)
Navyseni endogennich hladin galakt6zy béhem zrani neposili kumulaci RFO béhem

postmaturaénich oSetfeni.

Kliceni

RFO jsou degradovany/vyuzity béhem nejCasnéjsich fazi kliCeni

Vys§i vychozi hladiny RFO (indukované modifikacemi oSetfeni béhem zrani a
postmaturacénich oSetieni) nebyly ve vSech pfipadech spojeny s lepsim prib&hem kli¢eni
Aplikaci 1-deoxygalactonojirimycinu (DGJ) lze u SE pfinejmensim c¢astetné inhibovat
Stépeni RFO a-galaktozidazou

Zpomaleni degradace RFO pomoci DGJ nevedlo k negativnimu ovlivnéni klieni
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¢ Modifikaci podminek zrani a postmatura¢nim oSetfenim lze vyznamné ovlivnit hladiny RFO

v embryich pfed kli¢enim

¢ Vysledky nepotvrzuji tésny vztah mezi hladinou sacharidu rafin6zové fady a efektivitou

kli€eni somatickych embryi

Jedle (hybrid Abies alba x Abies numidica)

Zrani embryi je ovlivnéno typem sacharidu (sachar6za, malt6za) v médiu - vyrazné vétsi

mnoZzstvi embryi se vytvaii na médiu s malt6zou
- vysokeé hodnoty poméru disacharid: hexozy
-kumulaci RFO, patmné nejen v embryich, ale v celé ESM
Embrya zrajici na sachar6ze
- zachovavaji vysoky obsah hex6z po celou dobu zrani
-kumuluji RFO v nizkych hladinach
Postmaturac¢ni oSetfeni nevede k vyraznym zménam hladiny RFO, zvysSuje se pouze

zastoupeni stachyozy ve spektru

¢ Zrani embryi a dynamika obsahu a spektra sacharidii jsou vyrazné ovlivnény typem

sacharidu dodaného do média

< Profily akumulace RFO se podstatné odliSuji u obou sledovanych druhu Picea abies a

hybridu Abies alba x Abies numidica
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