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1. ABSTRAKT

Somaticka embryogeneze (SEjegstavuje potencionalnvelmi vhodny zgsob
mnozZeni — mikropropagace - rostlim vitro. Tento proces je zkouman jizgs fticet let, za
tuto dobu bylo ziskano v oboru velmi mnoho znalastimér stale jest jsou hledany cesty
k zdokonaleni a zefekti¥ni procesu kultivénich protokoh na zaklad novych poznatik.

Pomerné nedavné objeveni aromatickych cytokihimedlo k novym poznathkn, Ze
u riznych rostlinnych druin vykazuji velmi pozitivni vlivy na tzné morfogenetické a
fyziologické procesy jednakiipkultivaci in vitro, tak i @i oSeteniin vivo. To se stalo
podrétem pro téma této prace, ktera byla #gma na prozkoumani vlivu meta-topolinu
(mT), aromatického cytokininu, na {ieh prolifera&ni faze SE na strukturalni drovni
u embryogennich linii smrku ztepiléRicea abiegL.) Karst.

Cilem prace byla analyza strukturalniho vyvoje gmgennich kultur s pouZzitim
anatomickych prepanat a kvantitativnich stereologickych metod. Pouzityatemial
predstavovalyii embryogenni linie: 107 a 34C byly ziskany z VULHM Dr. Jany Malé, a
kultura AFO 541, kter4 byla pouzita jako standaPdo porovnani vlivu cytokininumT
s benzylaminopurinem (BAP) na pémé zastoupeni jednotlivych embryogennich struktur
v kulture se vyskytujicich, bylo nadefinovanaskolik strukturalnich kategorii, z nichz
nejdilezitéjSi pro dalsi faze SEedstavu;ji kvalitni rana somaticka embrya, ktera jsosléze
schopna usgre se vyvijet v pibéhu maturace.

Predpoklddané pozitivni sinky mT na embryonakh suspenzorovou hmotu se
potvrdily u linie 34C. U linie 107 si varianta BAIP vSech provedenych oéli vedla Iépe
Vv ponerném zastoupeni Zivych meristematickych strukturpovovnani embryogenniho
potencialu jednotlivych linii bylo zjigho, Ze kultura 107 a AFO 541 jsou vice embryogenni
nez linie 34C. Kultura 34C vykazovala velky podiéggénerovanych meristematickych
struktur. Polyembryonie se u této kulturyibec nevyskytovala narozdil od linii 107 a
AFO 541.

Diplomova prace poskytuje zcela originalni vysledkyantitativnino hodnoceni
vyskytu tizné embryogennich struktur s pouZzitim stereologickyimbtod a systematického
rovnonerné nahodného vzorkovani, kter4 zé&uji nevychylenost odhad mérenych
kvantitativnich parameir Poznatky z DP mohou byt vyuzity pro vytypovaniilis kvalitnim
embrogennim potencialem &padnému zdokonaleni kultigaich protokol proliferatni faze

somatické embryogeneze smrku ztepilého.
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2. ABSTRACT

Somatic embryogenesis (SE) represents potentiadlyy \suitable way of plant
production — micropropagation — of plamtsvitro. The process had been studied for more
than thirty years and a lot of knowledge has bggned in the field though new ways based
on new knowledge leading to improvement and in@eazsthe effectiveness of cultivation
protocols are still under focus in the field.

Relatively recent discovery of aromatic cytokiniesad to new knowledge on very
positive effects on different morphogenetic and sablpgical processes during both
cultivation in vitro or in vivo treatments. This gave origin to the topic of thespnt thesis,
which focused on study of the effect of meta-tapo{mT), aromatic cytokinin, on
proliferation phase of SE on structural level ofbepogenic lines of Norway sprudeicea
abies(L.) Karst.

The aim of the thesis is analysis of structuraled@ment of embryogenic lines with
the use of anatomical preparations and quantitasieeeological methods. The material
represented three embryogenic lines: 107 and 34€ el@ained from the Forestry and Game
Management Research Institute from the lab of BnaJMala and the line AFO 541, which
was used as a standard line. To compare the @ffent with benzylaminopurine (BAP) on
proportion of different embryogenic structures igudture, several structural categories was
defined. The most important one for further embdgvelopment is a category of early
somatic embryo, which can successfully continudamnelopment during following phases of
SE starting with maturation.

Expected positive effects afT on embryonal suspensor mass were proved foirtbe |
34C. For the line 107 this was not verified, theelil07 cultivated under BAP exhibited
higher proportion of eraly somatic embryos in allmpling dates. When comparing
embryogenic potential of all lines tested, it wasirfd out that lines 107 and AFO 541
exhibited better embryogenic potential than the IB4#C. The line 34C contained a higher
proportion of degenerated meristematic structupedyembryony has not been found in the
line 34C at all comparing to both remaining 107 &R 541.

The presented Mgr. Thesis brings original resultsqoantitative evaluation of
occurrence of different embryogenic structures wikke of stereological methods and
systematic uniform random sampling yielding unbigeess of estimations of paramteres

under study. The results of the Thesis may be medelection of lines with good quality



embryogenic potential and for the potential improeat of cultivation protocols of
proliferation phase of somatic embryogenesis ofWdgrspruce.

KEY WORDS

Somatic embryogenesis, proliferation, Norway psru®matic cytokinins, meta-topoline,

benzylaminopurine, AFO 541, embryogenic potential
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3. UvVOD

Somatickou embryogenezi je nazyvan proces, kherém se zdénich, neboli
somatickych, bugk vytvaii embrya, ktera jsou posléze schopna dat vznikuéntastlirg.
Tento proces je zkouman jiZz vice nékdt let, za tuto dobu bylo zji&to mnoho dlezitych
informaci. OvSem stéle jsou viehu kultivace mezery, které je nutné zaplnit, nedebu
mozné pl@ tuto metodu vyuzZivat v praxi a nové poznatky vrobtyto mezery postugn
pomahaji vypiovat.

Somaticka embryogeneze by mohla byt v g velmi levnym néstrojem kultivace
in vitro, jako dalSi vyuZziti se jevi zachovani vzacnychoggmi, produkce vaniich stromk
¢i vyuziti pro papirensky gmysl. Somaticka embryogeneze také velmitrdoblouzi jako
studijni material vyvoje rostlin.

Cely proces somatické embryogeneze je #lerdna rkolik po sol& jdoucich fazi:
indukce, proliferace, maturace, desikacéearpna v mladou rostlinu. V kazdém tomto kroku
vyZaduje pstovana kultura igsné dodrzeni kulti¢aiho protokolu, pray toto bylo
predmétem mnoha dosavadnich studii. SloZeni kudtivao média se v jednotlivych fazich
meéni, nag. vindukci jsou hlavnimi slozky auxiny a cytikiyin naopak v maturaci je
majoritni slozkou kyselina abscisova.

V mé diplomové praci se zabyvam vlivem aromatitkycytokinini na vyvoj
somatickych embryi a jejich anatomickou stavbu, kkétme v proliferani fazi, kdy jsou
cytokininy hlavni sowtiasti kultiv&niho média. Aromatické cytokininy se jevi jako welk
prislib ke zlepSeni kvality stavby somatickych emkiiyiala a kol. 2009). OvSem detai|gi
anatomickda studie zabyvaijici se timto problémenudahybi. Dle mych znalosti neexistuje
prace, ktera by kvantitati¢rhodnotila proliferani fazi somatické embryogeneze.

Pouzitym materialem pro mou préci je smrk ztepficea abieqL.) Karst.), ktery je
velmi vyznamnych druhemfevin severni a stdni Evropy. Konkréth v CR tvai zhruba
50 % celkové plochy vSech fes

Svoji diplomovou praci navazuji na @Spe publikované prace Katedrou
experimentalni biologie rostlin {P UK v Praze (Kumsiypva, 1999, Gosslova, 2000,
Svobodovéa, 2001). Tyto prace byly také vypracovaaysomatické embryogenezi smrku

ztepilého.
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4. TESTOVANE HYPOTEZY

H1: Kultury rostouci na médiu gigdavkemmT budou prospivat mnohem |épe neZ varianta

oSetena pomoci BAP.
H2: Kultury rostouci na médiu igdavkem mT budou mit ¥tSi pongrné zastoupeni
meristematickych struktur,f@devSim ranych somatickych embryfipadré polyembryonie

nez varianta oSitna pomoci BAP.

H3: Studované kultury 107, 34C a AFO 541 budou vykarabdobny strukturalni vyvoj

odpovidajici vysoce embryogennim liniim.

5. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cil 1: priprava metodiky kvantitativnino hodnoceni strukhnitégo vyvoje proliferéni faze

somatické embryogeneze smrku ztepilého s pouzignealogickych metod a analyzy obrazu

Cil 2: definice sledovanych kategorii embryogennich stnupro hodnoceni strukturélniho
vyvoje embryogennich kultur

Cil 3: hodnoceni pogrného zastoupeni embryogennich struktur

Cil 4: vyhodnoceni embryogenniho potencialu studovangmbrgogennich kultur

12



6. LITERARNI P REHLED

6.1. Somaticka embryogeneze u jehinana

Somatickd embryogeneze je proce$, kierém dochazi k formovani embryi ze
somatickych (neboliétnich) burgk. Nejprve se &hem tohoto procesu vytkia striktng
bipolarni struktura, kterd nasledprochazi dalSimi fazemi — formovanitasného (raného)
somatického embrya, zranim (maturacijippdre také desikaci (fazi vysousSeni). Vyvoj
somatického embrya dale ude pokr&ovat klicenim a konéné piemenou v mladou
zivotaschopnou rostlinu.

Praktické vyuziti u jehtinami se v sotasnosti nachazi fp mnozeni vanénich
stromlki nebo pro pstovani strom s optimalnimi vliastnostmitdva, napiklad pro papirensky
pramysl, ¢i jako nastroj pro zachovani genotiypzacnych druh. Metoda ale stale j@Sheni
rutinné pouZzitelna pro Siroké mnozstvi dfuha genotyp (predevSim diky nutnosti
optimalizace protokolu pro jednotlivé druhy/linieehjicnani), stale #Zstdvd mnoho
nezodpow¥zenych otazek.

Somatickd embryogeneze je u jéhlmi zkoumana jiz fes ticet let, prvni popisy
struktur somatickych embryi byly provedeny nezavish sob nékolika tymy, ale u Zadnych
embryi nebyl pozorovan nasledny vyvoj (Durzan al@be 1976, Durzan, 1980). Gkolik
let pozdji se jiz poddilo odvodit a kultivovat embrya, ktera byla schopuét vzniknout
Zivotaschopnym rostlinam (Chalupa, 1985; Hakmanla k985).

Cely proces somatické embryogeneze je owhivimnohymi faktory, jimiz jsou
predevsim sloZeni kulti¢aiho média, vyér a stdi vychoziho explantétéi pouZzity genotyp.

Faze somatické embryogeneze:

* Indukce embryogenni kultury — somatickaika ziskdva podobné vlastnosti jaké ma
zygota (podrobgji kap. 6.2).
* Proliferace, neboli udrzovani/mnozeni kultur somiatch embryi (podrobiji kap.
6.3).
* Maturace (= zrani somatickych embryi)
Maturace, neboli zrani somatickych embryi nasjéjiéh prenesenim na matuira
médium, které jiZ neobsahuje auxiny a cytokininguast indukniho a proliferaniho
média) a na misto toho obsahuje kyselinu abscis@B&) (Gutman a kol., 1996, Bozhkov

a kol., 2002). Nepostradatelnou gasti médii jsou také sacharidy, jejichZ typ a koneee
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ma& na pitbéh somatické embryogeneze vyrazny vliv (happavskd a Konradova, 2004).
Vyznamny vliv na pibéh maturace ma také figani nepenetrujiciho osmotika
(polyethylenglykol, PEG) (na&pFind, 1997, Svobodova a kol., 1999). N®e také ukazalo,
Ze vhodna davka latrunkulinu B zlepSuje vyvoj enmpbppnechava embrya, ktera ve vyvoiji
nejsou opoz¢ha, dochazi tak k selekci kvalitnich somatickychbeyh (Havelkova, 2010,
Schwarzerové a kol., 2010).

Béhem maturéni faze embryo projde postupmékolika vyvojovymi stadii. Na
matur&ni médium se fgnaseji embrya ve stadiu rané somatické embryoakteaistika viz
kap. 6.3.3), tato embrya maji typicky bipolarni rethkder, ktery si ponechdvaji i v dalSich
vyvojovych fazich, jakymi jsou: cylindrické embryoprekotyledonarni embryo a
kotyledonarni embryo (obr. 6.1.1 a 6.1.2) (Svob@davkol., 1999, Hakman a von Arnold,
1988).

» Desikace

Desikace je faze&ast&éného vysuSovani, ktera je vyZzadovana u mnoha geioty
k tomu, aby pla vyvinutd somatickd embrya mohla @Sp vykli¢it a nasleds se gemenit
v Zivotaschopnou rostlinu. Ztrata vody jairpzena udalost, ip niz dosahuji embrya
fyziologické zralosti a zarowe probihaji zminy v burg¢ném metabolismu (Finer a kol.,
1989). U druhWP. abiesse povaZzuje jako optimalni délka téeto periody iy@Find, 1997) v
podminkach vysoké vzdusné vihkosti.

» Kili¢eni a pemena v mladou rostlinu

Pro kliceni se BZzné¢ pouziva médium bezistovych regulatdr. Béhem této faze
dochéazi k dalSimu vyvoji kenového polu a nadzemni¢hsti rostliny, ktera se tak stava
postupr plné autotrofni. OvSem poémné ¢asto dochazi k naruseni vyvojei&oového polu
(Find, 1997, Lelu a Label, 1994). Nyni se ukazug,aromatické cytokininy (topoliny) by
mohly tyto problémy viesit, u mnoha druhrostlin bylo pozorovano pozitivni ovli¢éni
téchto abnormalit (nap Werbrouck a kol., 1996, Mal& a kol., 2009).

Prace je zagfena na induéni a prolifer&ni fazi somatické embryogeneze, proto jiz
dale faze maturace, desikace &ddii nejsou popisovanyggdchozi odstavce slouzi pouze
k zakladni orientaditend&e o chto fazich. V nasledujicim textu jsou podrdlpopsany faze
indukce a proliferace u drihPicea a predevSim uP. abies na kteréem byla provéda

experimentalnéast diplomoveé prace.
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hotyledonirni
cylindricke prelotyledonirni  stadium
stadium stadium

[] meristematicls éast

A, .o
SUSPENZOTOVA (A5t

Obr 6.1.1: Jednotlivd vyvojova stadia somatickych embryi. a ezn&uji kvantitativni charakteristiky
pozorované u somatickych embryi (a — vySka apikalmieristému, b — délka f&novécepicky, ¢ — Stka

embrya). Pevzato ze Svobodova a kol. (1999).

Obr. 6.1.2: Somaticka embry#. abiesv matur&ni fazi. a Rané somatické embryo, 1. tyden kultivace.
b Cylindrické embryo, 2. tyden kultivace Prekotyledonarni embryo, 3. tyden kultivace. \&ltia
diferenciace kienoveé ¢epicky a kolumelly.d Prekotyledonarni embryo, 4. tyden kultivace.ré&wwva
cepiika je jiz utvdena.e Kotyledonarni embryo, 5. tyden kultivace. Pozotelreé formovani aist ctloh.

f Kotyledonarni embryo, 6. tyden kultivace. inovacepicka se z#ala rozpadat. Uska v obrézcich

odpovida a-d, 20Qm, e-f 500um. Prevzato ze Svobodova a kol. (1999).
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6.2.Indukce

6.2.1. Pouzivané explantaty

Prim& zavislost existuje mezi vitem pouzitého explantdtu a @spem nasledné
indukce. U jehitnanmi se vyuZivaji pedevsim juvenilni pletiva, kterymi jsou nezral&rajici
zygoticka embrya. Ve studii Stasolla a kol. (200@auveden fehledny seznam s ¥em
vSech druhi jehlicnani, u nichZ byla somatickd embryogeneze jiz zkoumank,nim jsou
piifazeny jejich vhodné vychozi explantaty.

Obecr Ize fici, Ze plati pravidlo,cim starSi je pouzity explantat, tim menSi je
pravdépodobnost usiEné indukce (von Arnold a kol., 1995). N&bgji jsou vyuzivana
nezrala embrya v prekotyledonarnim statiimrala embrya v kotyledonarnim stadiu (Stasolla
a kol., 2002a). U &kterych druli smrki byla asgsnost vysSi, pokud byly pouzity k ziskani
embryogenni kultury zralad zygotickd embrya (HazabBkzybyl a Bojarczuk, 2008).
U kultury druhu P. abies se diferencovalo celkem 39 % explafitazolovanych ze
zygotickych embryi do embryogennich struktur, ateize 10-15 % mohlo byt nasledn
izolovano a subkultivovano. Toto procento bylo rséejak u no¥ izolovanych embryi, tak
u 36 dni staré kultury. Pokud byly embryogenni ldtiy v kontaktu s médiem,étSinou
piezily a nasledh mohly proliferovat, naopakéasti bez jakéhokoliv kontaktu s médiem
vétSinou vyschly a odurely (Mo a von Arnold, 1991).

Z hlediska &chto poznatk je zajimavée fipomenout linii AFO 541, kterd je pouZita
v této praci. Je vyjim@a tim, Ze byla odvozena z jehlic 5-ti dennickridih rostlinek, a to
jiz v polovirg 90. let minulého stoleti (Galerne a kol., 1992aiia kol., 1992).

6.2.2. Indukéni médium

Obecrt slozeni kultivéniho média ovliviuje v kazdé fazi somatické embryogeneze
jeji usmsnost. Nezbytnou soasti indukniho média jsoutistové regulatory, jimiz jsou
piedevsim auxiny a cytokininygipomnost &chto regulatar je konkrétg u druhi Piceavzdy
pozadovana (Mo a von Arnold, 1991). U jinych drubmu tak byt nemusi, n#iglad u rodu
Pinus kde se v zavislosti na genotypékdy vyuzivaji pouze auxiny (Becwar a kol., 19€D)

u roduAbies kde se naopak pouZzivaji typicky pouze cytokirn(igglajova a kol., 1996).

DalSimi faktory ovliviujici pribéh indukce jsou pH média, pouZzita zpajici sloZka,

mnoZzstvi dusikéi sacharézy (Tautorus a kol., 1991). Obemou vyuzivany dva typy médii,
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tekutd a pevna. Pevna média obsahuji #pjsi (Zelirujici) sloZzku, nap agar. DalSi sloZeni
obou tyg médii je ¥tSinou velmi podobné. &r¢ji se vyuziva médium pevné (Vagner a
kol., 2005).

6.2.3. Strukturalni popis vzniku embryi

Vlastni vznik embryi probih& u jetsiani nasledujicimi zfisoby:

1) Vznik somatickych embryi probihd asymetrickymiletiim somatické hiky, coz
definuje budouci somatické embryo a jeho suspenkonto rozélenim se utvl bunka
s velmi hustou cytoplazmou, kniz jefigmjena buika vysoce vakuolizovana, ktera se
ozna&uje jako primarni suspenzor. Takto uda dvojice bukk ma bipolarni charakter, ktery
si zachovava po celou dobu nasledného vyvoje. Rorari tohoto bipolarniho systému,
dochazi néaslednk bure¢nému @leni buiky s hustou cytoplazmou, dikyemuz vznika
mnoZstvi podobnych bék se shodnou morfologii. Kinto buikach je stale v této fazi
pripojen primarni suspenzor, ktery oviem postupidumira. Biiky s hustou cytoplazmou se
mezitim neustale di, buiky, které jsou uloZzeny proximainse zéinaji prodluzovat a tim
vytvaret novy sekundarni suspenzor. Toto je jeden Zsatp, jak vznikaji rana somaticka
embrya (Tautorus a kol., 1991, Hakman a von Arnb888, Jaksik a kol., 1995).

2) Jinou moznosti, jak mohou vznikat rana somatickérgey je jejich vznik z malych
meristematickych buik, které se nachézeji v suspenzoru. Tyto malé ieenatické biky
maji swij pavod bul’ v asymetrickém &eni jedné z bufk suspenzoru,éi v nékteré
z meristematickych bk, ktera se nahodnodcilila a zandila se mezi bilkky suspenzoru
(Tautorus a kol., 1991).

3) DalSim z moznych Zisohi vzniku somatickych embryi je pomoci mechanismarykt
se shoduje s procesend@ta polyembryonie. Tento jev je pozorovar@hém vyvoje ranych
zygotickych embryi, jedna se o proces vzniku viodmyi z jediné zygoty (von Arnold a kol.,
2002). U somatické embryogeneze je vysledkem taktoklych embryi, komplex ¢kolika
somatickych embryi majici jeden spolg suspenzor (Hakman a von Arnold, 1988, Jaksik a
kol. 1995, Svobodova a kol., 1999).
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Obr. 6.2.3.1:Indukce somatickych embry®.. abiesa Embryogenni kultura na prolifetaim médiu, patrné
jsou okrsky meristematickych b&ln b Polyembryonie, embryogenni oblast davajici vznékotika
embryim. Us&ka v obrazku odpovida 2Q@m. K barveni pouZita alcianova mioa pravaserve jadrova.
Prevzato ze Svobodova a kol. (1999).

6.2.4. Linie Picea abies riznym embryogennim potencialem

Podle schopnosti dale se vyvijet a zatowie morfologie somatickych embryi
rozclili Jalonen a von Arnold (1991) embryogenni Btme linie smrku ztepiléeho dait
kategorii (skupiny A1, A2 a B). Prvni skupina Alhmaovala polarizovana somaticka embrya
s velmi dole definovanou meristematickou oblasti. Do skuping® #padaly somaticka
embrya radialé symetricka. Ob tyto skupiny byly schopny nasledného vyvoje. Pdisie
skupina B obsahovala somatickd embrya, ktera byldvakena malymi shluky
meristematickych butk kolem nichZz se nachazely vysoce vakuolizovangkyputento druh
embryi ovSem nebyl nijak schopen dalSiho vyvojeudi®t Egertsdotter a kol. (1993)
zabyvajici se produkci extracelularnich praieipotvrdila toto rozdeni. Klasifikovala
burg¢né linie dle produkce extracelularnich protginatez se ukazalo, Ze se toto rétzhi
shoduje s fedchozim dlenim, které bylo vytvieno na zaklatlvnejSi morfologie.

Jina klasifikace byla vytwena na zakladprospivani embryogennich liri#i. abiesna
zpevrenemci tekutém médiu (Egertsdotter a von Arnold, 1993).

Je tedy #ejmé, Ze schopnosti produkovat kvalitni somatiakéya se u jednotlivych

burgenych linii lisi.
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6.3. Proliferace

6.3.1. Proliferaéni médium a podminky kultivace

Proliferace je fazi, kterdfipno navazuje na fazi induki, ve které se zapalo
formovani bipolarni struktury, embryonalsuspenzorové hmoty. Embryogenni kulturu je
mozné penést z indukniho média na meédium proliféra (a oddlit od primarniho
explantatu) po dosazeni ¢kolikamilimetrového piméru indukované embryonain
suspenzorové hmoty. Doba, po které se tento tnapséwadi, se odviji od druhu pouzitého
média, u pevného média skepos provadi zhruba po 10-14 dnech, u médii tehuje o
interval kratSi, zhruba 7 dni (Gupta a Duzan, 19®#pdluzovani této doby nenfils
vhodné, a to f@devSim u tekutych médii, nebdo zagicinuje zneny v embryonalnim
potencialu pislusné kultury a posléze i k produkci mensiho nstdzmbryi (Dunstan a kol.,
1993).

OvSem existuji i vyjimky, najklad u druhulLarix x leptoeuropaeayla buricna
kultura schopnaiienosu na prolifeai médium jiz po dvou dnech, velikostdosahovala
embryonalg suspenzorova hmota pouze 0,15 mm (Gutmann al@$6). U druhuP. abies
je povazovano za vhodnou velikost priemos embryonatnsuspenzorové hmoty zhruba 8-
10 mm (Vagner a kol., 2005).

Kultury péstované na pevnych médiich jsou mnohem vice syncdoeané
(von Arnold a kol., 2002). U tekutych médii je vwani s pevnymi pozorovan obvykle
rychlejSi Gst. Nekteré kultury dokonce vykazuji lepSist, pokud jejich kultivaci na médiu
pevném pedchazela epizoda kultivace na tekutém meédiu. Qbeen ale tekuté meédium
pouziva pouze velmi kratik§as a s omezenim pouze na proliteigdazi vyvoje. Prakticky se
vyuziva tekuté médium pro kultivadisre pired zmrazenim embryogenni kultury (Vagner a
kol., 2005).

Slozeni proliferaniho média se od média indukho @ilis nelisi, ogt jeho dilezitou
souwast edstavuji #@istové regulatory v podeébauxini a cytokinini. Ffitomné auxiny
negastji zastupuje kyselina 2,4-dichlorphenoxyoctova {R@a kyselina naftalen-octova
(NAA) (Stasolla a Yeung, 2003). Velmi pozitivnéidky vlivu 2,4-D na anatomii a produkci
ranych somatickych embryi byly popsany na drétiies albaMill ., kultura gstovana na
meédiu s 2,4-D rostla rychleji a obsahovala veletna proembryonalni centra, naopak

u varianty bez fidani 2,4-D byla embrya velmi drobna a s kratkyrasmenzory, rostla
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pomalu a celkovy ptet embryi byl velmi nizky (Vondrakova a kol., 201Rpdrobg;jSi popis
tykajici se cytokinin viz nasledujici podkapitola (kap. 6.4).

Vyznamnou slozkou prolifetaiho média je fidavany cukr — n€pstji sacharéza.
Koncentrace sachardzy v proliféram médiu se nachazi vrozmezi od 1% sachardzy
(von Arnold a kol., 1995) az do 3% (Lipavska a.kaD0O0Db).

Podminky kultivace tykajici se &elného ¢i teplotniho optima nejsou v této fazi
obecrt definovatelné, vzdy jsou odvislé od konkrétnihohdr a ziskanych zkuSenosti s timto
druhem. Napiklad stalého oz&ni 3-5 pmol rifs* a teploty 25 °C bylo vyuZito ke kultivaci
Picea glauca(Moench) Voss.tato kultura za &hto stanovenych podminek prospivala
(Hakman a von Arnold, 1988).iésto je mnohemiastjSi provadt kultivaci ve tng,
piikladem niize byt Pinus nigrakultivovany @i teplo€ 25 °C (Salajova a kol., 1995i
P. abiespri teplot 24 °C (Svobodova a kol., 1999)¢B¥ uzivana hodnota pH média pro
kultivaci P. abies je 5,8 (Vagner a kol., 2005), nicnérse tato hodnota v fiochu
subkultiv&niho intervalu mni. Hodnota endogenniho pH v prolifend fazi khem
subkultivaniho intervalu klesa, pohybuje se v rozmezi me&idi, 4, nizSi pH je pro kultury
na prolifer&nim médiu charakteristické (von Arnold a kol., 2R02

Subkultiva&ni interval je¢asové obdobi, kdy kultura setrvavd na médiu, nasles
pienesena na médiuterstvé a z&na dalSi subkultivi interval. | délka tohoto intervalu se
opet lisi, v zavislosti na zkoumaném druhu a genotyg@tginou byva v rozmezi 1-4 tydn
Jeden mssic byl interval dlouhy WP. glauca(Hakman a von Arnold, 1988). Dva tydny byla
doba intervalu pouzita Ricea glauca x engelmaiiVebster a kol., 1990F. nigra(Salajova a
kol., 1995) ¢i Larix x leptoeuropaea(Gutmann a kol.,, 1996). UWP. abies byl pouzit
subkultivani interval jeden tyden (Svobodova a kol., 1999).

Opakovanim fenosu na prolifekaim médiu se stava vzhled st kulturyP.abiespo
n¢kolika tydnech uniformni, takto je mozné udrzovatdgnou kulturu po mnoho let (Vagner
a kol., 2005).

Ve studii provadné na druhuPicea koraiensisbylo testovano celkem 7znych
genotypovych linii na 4uznych prolifergnich médiich. Studie ukazala, Ze &Spost
proliferace je nejen zavisla na spravném sloZerdiané@le i na genotypu kultury (Li a kol.,
2008).
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6.3.2. Zmrazeni kultury (kryoprezervace)

Proliferatni faze je velmi vhodnym okamzikem pro zmrazentlultimto zgisobem
je mozné kultury velmi dlouho uchovéavat, a po S&mrozmrazeni dal pouzivat rfapro
dalSi ozZiveni ¢i experimenty (von Arnold a kol.,, 1995). Prvni &Spé zmrazeni
embryogennich kultur smrku ztepilého bylo publikoed roce 1987 (Gupta a kol., 1987).

Razné buréné linie vykazuji rozdilnou toleranci k zamrazaragner a kol. (2005) se
zametili na oSeteni zmraZzenim udkolika embryogennich liniP. abies Po rozmrazeni byl
rast kultury viditelny po 1-2 tydnech. Meristematidki@vy somatickych embryi secady od
sebe oddovat, suspenzorovéast embryi byla zmrazenim poSkozena, al& sp zotavila.
Neni pochyb, Ze zmraZenirgaistavuje silny sel€ki tlak, ktery n@ize zapicinit zmeny

v embryogennim potencidlu konkrétni kultury.

6.3.3. Strukturalni popis prolifera ¢ni faze

Béhem prolifer&ni faze je na makroskopické urovni pozorovatelnérgogenni
kultura nedrobivého vzhledu, kterd ma hladky aliegovrch (obr. 6.3.3.1ab). Hakman a
von Arnold (1988) pozorovali embryonalni kulturuigvitného vzhledu. V jiné préaci byla
pozorovana kultura barvyélavé ¢i Zlutavé (Svobodova a kol., 1999).

Asymetricky komplex, zahrnujici na jedné stranhust cytoplazmatické
meristematické hiky svelkymi jadry a na stréndruhé buky dlouhé a vysoce
tato struktura popsanakRu glauca(obr. 6.3.3.2a) ve studii Hakman a von Arnold @P& ato
bipolarni struktura se nazyva rané somatické emkopo. 6.1.2a, 6.3.3.2abc),itreme ho
pozorovat Bhem celé proliferace. Tato rana faze vyvoje je wlodicky velmi podobna
ranym zygotickym embryim (Svobodové a kol., 1998 YArnold a kol., 2002).

U ranych somatickych embryi dochéazi k histologickterenciaci, g niz z vrgjSi
vrstvy meristematicky butk vznik&d protoderm, ktery se v pagsim vyvoji pretvari na
epidermis (obr. 6.3.3.2b). Zaravbylo pozorovano, Ze mitoticka aktivita jétsinou viditelna
v buikach hlavy embrya, meristematickénky s hustou cytoplazmou, nikoliv v tkéch
suspenzoru (Stastolla a kol., 2002). Husytoplazmatické htky byly pozorovany mezi
buinkami vakuolizovaného suspenzoru velmi sporadickyof®dova a kol., 1999). Ztaa
akumulace Skrobu byla pozorovana v blizkosti suspen u ranych somatickych embryi
(Stastolla a kol., 2002).
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| u dalSich drul jehlicnami maji somaticka embrya typicky bipolarni charakter,
ovSem nafiklad u borovic se liSi vyrazndelSimi suspenzory. Winus pineal. byly
pozorovany velmi dlouhé suspenzorycspého tvaru (Carneros a kol., 2009).

| béhem proliferace je velmiasto se vyskytujicim jevemégina polyembryonie, ip
které ma vice vzniklych ranych somatickych embeden spokny suspenzor (Hakman a
von Arnold, 1988, Svobodova a kol., 1999).

U smrku ztepilého proliferujici embryogenni stut prochazi postugnaz temi na
sebe navazujicimi stadii, vSechnk kroky jsou charakterizovanyiznymi buréénymi
agregaty definovanymi jako proembryonélni hmotaMPE PEM Il a PEM Il (Filonova a
kol., 2000a). PEM 1 je formovany shlukem malych istematickych bugk a jednou
vakuolizovanou biku. PEM Il je velmi podobna s rozdilem, Ze zahrnojaohem vice
vakuolizovanych bugk. VétSi rozdil je mozny pozorovat u PEM llI, ktera jeacakterizovana
shlukem prodlouZzenych cytoplazmatickych &k na & navazujici vakuolizované biay.
PEM lII, které je poté feneseno na matumad meédium, se déle vyviji. Pokud s&epesou
PEM I, ¢i I, vétSinou dojde k degradaci. Bylo ukazano, ze popuRee®! Il na prolifergnim
médiu v piibéhu ¢asu vziista (32 %iteti den subkultivéniho intervalu, 47 % Sesty den sub.
intervalu). Je mozZné, Ze neschopnost mnohych beiherovat kvalitni embrya plyne
z omezeného mnozstvi PEM & abnormalit v této strukie (Filonova a kol., 2000a,
Stasolla a kol., 2003).

Obr. 6.3.3.1: Somaticka embryd. koraiensis a 3 tydny stara embryogenni oblast (Sipka) u druhu
P. koraiensis Usetka v obrazku odpovida 2 mim Embryogenni kultura ranych somatickych embryi.
Usetka v obrazcich odpovida 15 mntfelRzato z Li a kol. (2008).
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Obr. 6.3.3.2: Proliferace somatickych embnd.Viditelné rozliSena embryogenni obleBt glauca(e) a

oblast bugk vysoce vakuolizovanych — suspenzor ($gvRato z Hakman a von Arnold (198B)Rané

somatické embryoP. glauca charakteristické hust cytoplazmatickymi bilkami spojenymi
s prodluzujicimi se hikami suspenzoru (s). Protodermdlni vrstva (Sipkeawg nahée) se z&ina

diferencovat. Usika v obrazku odpovida 100 pmieRzato z Stastolla a kol. (2002)Rané somatické
embryo uP. koraiensigpozorovana ve stelném mikroskopu. Us&a odpovida 10Qim. Prevzato z Li a
kol (2008).

6.3.4. Programovanda buré¢na smrt v procesu SE

Béhem formovani a vyvoje somatickych embryi u smriapizého se vyskytuji dvpo
soke jdouci viny programované b&mné smrti (Filonova a kol., 2000b). Prvni je odpdwa
za degradaci proembryonalni hmoty, kdyZ se proeam#yni hmota fetvai do somatickych
embryi. Druhd vina programované kuné smrti eliminuje terminatn diferencované
embryonalg-suspenzorové hiky na konci casné embryogeneze.élilem konéné faze
programované bwiné smrti embryonathsuspenzorova hmota hiknvykazuje progresivni
autofagii, coz ma za nasledek formovani velkychtrédmich vakuol. Autolytickd degradace
v cytoplazné je doprovazena Zaajici segmentaci jadra. Nuklearni DNA se fragmjentio
velkych tulomki po cca 50 kb a s nasobky cca 180 pb. Prasknuiplastu je odloZzeno az do
momentu lyze cytoplasmy a biimych organel $etné jadra, poté je lyze tée kompletni.
Protoplazma zmizi a baéné €lo je reprezentovano pouze kiinou stnou (Filonova et al.,
2000Db).

Tento typ programované b&mé smrti je doprovdzen vyraznym poklesem
extracelularnino pH (Bozhkov et al., 2002). Pokuedajde k okyseleni média, neni
signalizovana programovana k&ina smrt a fechod od proembryonalni hmoty k dale se
vyvijejicimu somatickému embryu neni umdinProto jsou zrmy v pH vyvojo¥ velmi
dulezité a kulturou citli¢ monitorované (von Arnold a kol., 2005).
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6.4. Aromatické cytokininy

6.4.1. Cytokininy

Cytokininy prestavuji jednu z &i hlavnich skupin fytohorman (rostlinnych
hormoni). Fytohormony jsou nepostradatelnymi latkami, cjefi funkci je regulovani
rastovych a vyvojovych procéau rostlin. Definice cytokinif byla stanovena tak, Ze to jsou
latky, které za pitomnosti auxid (také jedna ze skupin fytohormignstimuluji burécné
déleni (Tarjowski a kol., 2004). Mezi hlavni fyziolioggé (inky cytokinini spadé indukce a
regenerace rostlinnych orggnzpomaleni starnuti, potlavani apikalni dominancei
udrZzovani vysoké metabolické aktivity rostlinnydbtiy (Mach&kova a kol., 1998).

Dle chemickeé struktury se cytokininglddo dvou hlavni skupin:

1) derivaty adeninu;
2) derivaty mgoviny a thiom@oviny.

Prirozere se vyskytujici cytokininy, které spadaji do skypedeninového typu, se
deli dale na d¥ raizné \tve dle postrannihdettzce: A) aromatické cytokinininy a B)
isoprenoidni cytokininy (Tarjowski a kol., 2004).

V souwtasnosti jsou znamy stovkytipdnich a syntetickych cytokinin Nejdrive
objevenym cytokininem byl kinetin (Miller a kol.,985) nasledovany po#Zi zeatinem
(Letham, 1963). Velmi dlouho byly v ptgdi zajmu pedevsim isoprenoidni cytokininy,
ziejm¢ diky jejich vySSimu obsahu uvhitrostlin. Redpokladalo se, Ze isoprenoidni
cytokininy maji mnohem sil§jSi efekt na #istové procesy zahrnujici pokovani bugeného
cyklu, zatimco aromatické cytokininy majiétgi vliv na vyvojové procesy, specidln
morfogenezi a senescenci rostlin (Holub a kol.,89€ytokininy jsou obvykle jitomny
v nizkych koncentracich a jejich endogenni vyskybstline je ve forng¢ volnych bazi,
nukleosidi, glukosidi a nukleotid (Dolezal a kol., 2007).

Doposud dlouho vyuzivanymi druhy cytokifiinbchem kultivacein vitro jsou:
benzyladenin (BA), bynzylaminopurin (BAP), zeatif) (a kinetin (KIN) (Aremu a kol.,
2012a).

Zhruba ped dvaceti lety popsal tym vedeny Prof. MiroslavBtmadem (Univerzita
Palackého v Olomouci) novou skupintirpzere se vyskytujicich aromatickych cytokiriin
které jsou casto souhrnh ozna&ovany jako topoliny. Tyto nav objevené cytokininy
predstavuji mimé&adre originalni alternativu  népsgji pouzivanym syntetickym

cytokininim. Nejprve byl popsan mT = meta-topolin (6-(3-hyddeenzylamino)purin), ktery
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byl isolovan z lisk Populus x canadensi§trnad 1997, Strnad a kol., 1997). Nastelply
identifikovany a izolovany dalSictyii nové methoxylové derivaty Md& (ortho-
methoxytopolin), MenT (metamethoxytopolin), MeTR (ortho-methoxytopolin ribosid) a
MemTR (metamethoxytopolin ribosid), konkré&nu druhuArabidopsis thalianaa ot také
u druhuPopulus x canadensi&arkowska a kol., 2003).i8d ¢asem se pochopitalrtyto
now objevené aromatické cytokininy dostaly do fempi zajmu, pedpoklada se u nickada
vyhod oproti isoprenoidnim cytokinim.

V recentni studii Aremu a kol. (2012a) je uvederéhfedna tabulka s ¥fem vSech
rostlinnych druld, u kterych byly vin vitro podminkach zkoumany rozdily v pouZzitznych
cytokinini. Ke kazdému druhu jefipazena nejvice vhodn& varianta cytokininu, jeho
koncentrace a také charakteristickéstové parametryi pripadné fyziologické poruchy
zpusobené &inkem gislusného cytokininu. Auto dochazi k zaéru, Ze topoliny pedstavuji
slibnou skupinu cytokiniin s pozitivnimi @inky na nejfizrnéjSim morfogenetické procesy
(ptestoze to neplati pro vSechny druhy).

Werbrouck a kol. (1996) se zabyvali ve své stunlzdilnymi (&inky cytokinini, které
jsou &zre vyuzivany (BA, BAP, (9R)BA), a zmémym aromatickym cytokininermT. Bylo
zjisttno, Ze now objevené topoliny jsou mnohem vice odoln&iwytokinoxidazam, jsou
stabilrgjSi a vice aktivni v biologickych systémech.

Topoliny, predevSim meta-topoliny a jejich derivaty, redukujskyty riznych
fyziologickych poruch vyvolanychipindukci organogennich prodeéAremu a kol., 2012a).

DalSi pongrné now objevenou skupinou fytohormdrsou endogenni derivaty BAP,
neboli methoxytopoliny, které taktéZ vykazuji vysakbiologickou aktivitu i v jinych nez
rostlinnych systémech. Tato skupina latek ma vyamamrotirakovinné &inky a zarove
velmi dolde omezuje procesy starnuti (Bogaert a kol., 20@lruBa kol., 2007, Mala a kol.,
2009, De Diego a kol., 2010).

Nekteré nedavné studiergpokladaji porrné Uzky vztah mezi druhem pouZzitych
cytokinini a naslednym metabolismem sachar{@renner a kol., 2005, Hartig and Beck
2006, Radchuk a kol., 201®acharidy pedstavuji primarni zdroj uhliku a energie piistra
vyvoj rostlin a maji dalSi nezastupitelné funkcigrialni osmotickou), jedna se tedy o velice

vyznamne zjigni.
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OH Obr. 6.4.1.1: Srovnani chemické struktury
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6.4.2. Vliv topolind na mnozeni rostlinin vitro

Pro praktické vyuziti metonh vitro k mnozeni rostlin je nezbytné spréwvolit typ a
koncentraci (fipadre kombinaci) rostlinnych regulatbr Benzyladenin (BA) je jeden
z nejefektivijSich a nejastji pouzivanych cytokinif, ktery podporuje #leni burgk pri
kultivaci in vitro. Byly ale popsany systémy, kde pouZziti BA nenidi® a k poZzadovanému
vysledku nevede. Ve snazefggit zné fyziologické a vyvojové problémy spojovanénstti
cytokininem byly zkoumany idinky dalSich cytokinid.

P¥i pouziti 10 pM koncentraceanT nebo BA byla u rostlinySpathiphyllum
floribundum pozorovana lepSi rovnovaha v prospivani nadzemeaski u varianty anT
(Werbrouck a kol., 1996). Podobnych vyslédkylo dosazeno i Wloe polyphyllai zde
mnohem |épe prospivala varianta e8e&dmT (zkoumany byly #zné koncentrace a vSechny
prospivaly lépe), nez dalSi &porovnavané varianty s BA a Z. Za optimalni korice na

indukci tvorby kdeni byla stanovena 5 pNhT (Bairu a kol., 2007).
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Studie tymu Mala a kol. (2013) srovnava vliv dvogo&inini na mnozenin vitro
u druhuUImus glabraHuds., konkrétéd BA amT. Po tech ngsicich kultivace byla v§¥nost
mikropropagace SestinasabrvysSi u oSéeni mT neZz u BA. Rozdily v délce kem
produkovanych nanT a BA ovSem nebyly prokazatelné.

Ve studii u druhuMusa spp. (cv. Williams) bylo testovano celkengt paznych
topolind (mT, mTR, MemT, MemTR a ManTTHP), které byly zarowe porovnavany s BA,
zvolené koncentrace byly 10, 20 a 30 pM. NejvyS§iattu koremi bylo dosaZzeno ip
oSeteni 30 uMmT, ale nejdelSi kieny byly pozorovany u koncentrace 10 pM. ZlepSeni
zakaenovani Ehem faze vyvoje ki@ni byl pozorovan u 10 uM MeTTHP. Mira regenerace
kofeni u vSech kultur byla v rozmezi 60 — 100 % (Arenkok, 2012b).

Zaznamendany byly také negativni reakce v prospivastlin @i oSeteni topoliny.
Konkrétre u druhuRosa hybridal., kterd byla oSéna MenTR a BA, byla nizSi mira
mnozZeni pozorovana u varianty s MER (Bogaert a kol., 2006). Protoze bylo
dokumentovano mnozstvi dalSich podobnych reakdzen#ejm¢ stanovit ®jaké obecné
pravidlo, dle kterého by bylo moZnécitrvhodny cytokinin pro konkrétni druti morfogenni
proces.

Déle bylo provedeno srovnani vlivaT a BA u druhuCitrus sinensigL.) Osbeck na
kvalitu zakdenovani a poet explantat, které produkuji kieny a jejich pipadnou délku.
Testovany byly #zné koncentrace vrozmezi 1-50 pM. NejlepSiho imkoani bylo
dosazeno na médiu s BA o koncentraci 1 a 13,25zékbve u této varianty bylo pozorovan

I nejwetsi patet kaeni delSich nez 2 mr{Niedz a Events, 2011).

6.4.3. Vliv topolinu na zakadenovani a aklimatizovani rostlin

ex vitro

Chykgjici ¢i nedostatéené zakeereni je jednim z neptSich problén kultivace rostlin
v podminkéachn vitro. Existuje pozitivni korelace mezi dobrym zaé#mvanim (pedevsim
stimulovano auxiny) a schopnosti rostlin se rychd&jimatizovat v pirodnich podminkach,
coz [redstavuje velmi podstatny krok pro mozné vyuzitveesim nefitku (Webrouck a kol.,
1996). Bhem Kkultivacein vitro rostou rostliny fi konstantni tepl@ nizké oz&enosti,
vysoké relativni vlhkosti, mimo jiné maji v médiukey jako zdroj uhliku, rozdily oproti

podminkanmex vitrojsou tedy zejmé (PospiSilova a kol., 2007).
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Nekteré studie ukazuji, Ze druh a koncentrace cytokimohou mit hluboky &inek
na naslednou aklimatizaci rostlin, kréoho ale Bkteri autdi uvadji, Ze cytokininy obech
inhibuji zakderéni a nasledkem toho je i Spatna aklimatizace. QbponZivany cytokinin
BA navySuje tvorbu kienovychéasti rostlin (8kdy az za vzniku napadnych abnormalit),
velmi ¢asto je spojovan i s negativnimi vedlejSindinky pii aklimatizaci rkterych druli
rostlin. Tyto Skodlivé tinky jsou ¢asté&né v disledku vzniki N-glykosidi BA, které jsou
biologicky neaktivni a chemicky jsou velice stahiliRostliny oSa@ené BA maji navic
tendenci tyto metabolity v sgthromadit, a to fedevSim ve své bazaltasti (Webrouck a
kol., 1995). Na rozdil od tohoto s& pouzitimT ukazuje, Ze jeho metabolity jsou mnohem
mére stabilni, a tudiz toto o§enhi vykazuje mnohem mensi toxicitu pro kultury (Weuck
a kol., 1996). Htomnost hydroxylové skupinu u topalirse jevi jako vyhoda oproti BA,
topoliny mohou projit O-glukosylaci a vytkib tak zasobni formy (Bairu a kol., 2011b).
Potvrzenim je i nedavna studie u drubu glabra, kdy byla mnohem vysSi koncentrace
O-glukosidi detekovana v explatatech kultivovanych na médir §Mala a kol., 2013).

Werbrouck a kol. (1996) zjistili pozitivni stimuliakorenoveé aktivity uS. floribundum
diky mT ve srovnani s BA. Koncentrace 20 uM BA inhibov&arbu kdene, ¥tSina
vzniklych kaemi byla menSich nez 1,5 cm. Na médiu obsahujici 3@4M mT bylo
mnozstvi kdeni pod 1,5 cm ¥tSi. Mezi vSemictyimi testovanymi cytokininy (BA, BAP,
(9R)BA, mT) nebyly zadné prokazatelné rozdily wpo koreni vétSich nez 1,5 cm.
U oSeteni 10 uMmT bylo prokazatel&y pozorovano nejlepsSi zakaovani, nez u jinych
testovanych variant (Werbrouck a kol., 1996).

Podobg mT a mTR podporovaly zakereni A. polyphylla zde dokonce vice nez
91 % rostlin kultivovanych naenT se nésledhuspsné aklimatizovalo, rostlin kultivovanych
na BA pezilo pouze 65 % (Bairu a kol., 2007).

Studie tymu Mala a kol. (2009) se zabyvala vlivénriznych derivai aromatickych
cytokinini na mikropropagadn vitro u druhuSorbus torminaligL.) Crantz. Konkréta se
jednalo o cytokininy: BAPmMT a MeOBAP (6-(3-methoxybenzylamino)purine). Nepgiy®
vynosu mikropropagace bylo dosazeno u variantiicgpim BAP — 24 novych vyhdnna
explantat po 3 ®sicich kultivace. Ale nejlepSiho zakoeni bylo dosazeno na médiu
obsahujicim MeOBAP. Bylo zji&ho rekolik rozdili v endogennich hladinach pouzitych
cytokinini. Inhibovani zakienovani a problémy s aklimatizovanim rowtvorenych rostlin
byly nejvice pozorovany u varianty média s BAP. potvrdily i vysledky dalSiho
experimentu, ktery se zabyval tim, jakigiusné rostliny byly schopny zalemit. NejnizSi

procentualni usfEnost v zakienini po 6 tydnech byla pozorovana u varianty s BAPSemn
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BAP byl zarové nejefektivigjSi v indulkéni fazi formovani embryonalni hmoty z priméarnich
explantal (Mala a kol., 2009).

Pozitivni vliv topolimi na zakdenovani ovSem afi nejde zobecnit. Inhibni vlivy
byly pozorovany iMusaspp. @i pouZzitimT nebomTR o koncentraci 22,2 uM, Iépe si vedl
BA (Bairu akol., 2008). V jiné studii, provedené jednom druhu jitrocele, byly porovnavany
rizné koncentrace BA anT. F¥i pouZiti vysokych koncentraci si lépe vedl v induk
zakaenovani BA, ovSem nejlepSich vysladk produkci pétu koreni bylo pozorovano
s 1,33 uMmT (Escalona a kol., 2003). To nazog, Ze nejvice efektivnich vysletlise
dosahuje p zvoleni topoliri o nizSich koncentracich, naopak vysoké koncentragelini
maji velmi Skodlivé néasledky (Aremu a kol., 2012a).

Velmi dalezitym aspektem je i interakce cytokidins auxiny. Vysledky analyz
ukazuji, Ze pevazujici dosavadmpouzivané cytokininy isoprenoidniho typu (BA, BARd.),
utvai substraty pro enzymy, které naslédregraduji auxiny. Tedy po jejich aplikovani se
navySuje citlivost k cytokiniim a auxitim, které jsou nedilnou s&ésti nejtiznejSich
kultivacnich médii (Chalupa a kol., 1990, Mala 1991).

Rozdily v produkci rostlinného hormonu ethylenurthon hrajici dlezitou roli @i
kontrole organogeneze v tkéavé kultde) byly pozorovany mezi jednotlivymi variantami
médii, které byly testovany (BAPNT a MeOBAP) u druhis. torminalis Nejvyssi hladina
ethylenu byla detekovana u varianty médigidgmimmT, hodnoty byly aztyiikrat vysSi nez
u jinych pouzitych médii. U varianty s BAP bylo poavano, Ze hladina auxinje v tomto

e

ethylenu detekovan v kulte na médiu s obsaheml (Mala a kol., 2013).

6.4.4. Pozitivni vlivy topolint na snizovani abnormalit

vyskytujicich se u rostlin Bhem jejich kultivace in vitro

6.4.4.1Vliv na prehnanou hydrataci pletiv (hyperhydricita)

Hyperhydricita (nebo také hyperhydratace) je moditka a fyziologicka porucha
pozorovand % in vitro produkci rostlin. Je Zpsobena bdi pasivni difazi vody do pletiv
rostliny, nebo je aktivnim jevem, ktery ma souvssle poruchami rostlinného metabolismu.

Je to BZny problém pozorovany u kultivace rostlinirv vitro podminkach, ktery bohuzel
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v n¢kterych systémech stale brani &&m vyuzivat tyto metody pro masovou produkci rostlin
(Debergh a kol., 1992).

Bairu a kol. (2007) sledovali vliv topolinna hyperhydrataci &. polyphylla Jako
optimalni byla vtéto studii pozorovana koncentracvd 5 pM, u oSdeni vySSimi
koncentracemi jiz byla pozorovana zvySena hydrataletiv. Nejvice hydratovana byla
pletiva pokud jako saiast média byl pouzit BA. Velmi podobnych vyslédkylo dosazeno i
u Beta vulgarisi zde byla hydratace niZsi na nizSich koncenthamil (Kubaldkova a Strnad,
1992).

6.4.4.2Vliv na nekrézu keenovédepicky rostlin

Nekrdza keenovécepicky je bizné pozorovnou abnormalitou kene hem kultivace
v podminkachin vitro, ¢asto je doprovazena naslednymedmutim pupetr a listi, a mize
nasleds vést az ke smrti celé rostliny. Tyto symptomy jsiigsledkem starnuti a odumirani
pletiv jeSe v apikalnim meristému. Nekroza jei®obena kombinaci vice fakipmag. icasti
procesi programované bwiné smrti a vlivem cytokiniin Praw vliv cytokinini je Udajr
nejvice dominantni (Bairu a kol., 2009c). Rychlodumirani kéenovécepicky se adekvath
zvySuje se zvysujici se koncentraci pouzitych dpiok. Bairu a kol. (2009a) pozorovali
u Harpagophytum procumbengznamm nizsi nekrézu u varianty o$ehémTR ve srovnani
s variantou kultivovanou na médiu s BA. Podobnygkledii bylo dosazeno i WBarleria
greenii pii oSeteni ManTR (Amoo a kol.,, 2011). U druhiusa spp. bylo nejmén
abnormalit pozorovanorpoSeteni mTR, u vSech ostatnich variant seding se zvySovanim

koncentraci ot zvySovalo i procento abnormalit (Aremu a kol.12B).

6.4.4.3Vliv na predtasnou senescenci rostlin

Senescence, neboli starnuti rostlin, je genetisprogramovany proces, ktery je
obecrg fizen mnoha vnihimi i vngjSimi vlivy. Ma se za to, Ze spolu s ABA, auxigdy
ethylenem jsou cytokininy nejvyzna)gimi regulatory rostlinné senescence (Van Staden a
kol., 1988).

Predtasna senescence je pong casto se vyskytujicim problémem u mnoha druh
rostlin v piibéhu jejich kultivacein vitro. U sedmi odid Pelargoniumbylo porovnavano
oSeteni mT a BA, a bylo prokdzano, 2T mnohem Iépe inhibujefpdiasnou senescenci.
Dale bylo pozorovano, Ze rostlifelargonium které byly oSé¢enymT, maji ve svych listech

vySSi obsah chlorofylu (Wojtania, 2010).
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U modelové rostlinyR. hybridazkoumal jiny tym vlivy BA a topoliih na pfabéh
kultivace a senescenci této rostliny, zde byla icejMisgSna varianta stganim MenTR.
DalSim zajimavym pozorovanim byl fakt, Ze po 18ngch kultivace u varianty s M&R
prospivalo 50 % rostlin, ale u ostatnich variaw&pvalo pouze 18 % (Bogaert a kol., 2006).

DalSim druhem, u kterého byly studovany vlivy tpd na senescenci, je cukrova
fepa. | zde bylo potvrzeno, Ze u rostlissvanych nanTR byla senescence zp@&hd, a
dokonce byl nasle@npozorovan i ¥tSi vynos v porovnani s neo&tou kulturou. Tyto
acinky byly spojeny se sniZzenou respiraci rostlineassmulaci membranového transportu
(Kotyk a kol., 1996). S ohledem na vyznam oddaksmescence se dopoéuje pouzivani

topolina k oSeteni jak v podminkachn vitro, tak iin vivo.

6.4.4.4Vliv na histogenetickou stabilitu

Histogeneticka stabilitarpstavuje velmi zasadni faktor ve vyuZiti mikropropee
rostlin v kometni sfé&e, jedna se konkré&no zachovani jiz existujicich zm (chiméry) a
predchazeni nezadoucim (somaklonalnim) variabilitAair¢ a kol., 2011a).

PredevSim u okrasnych driuhje velmi Zadouci zachovat jiz existujici genetické
slozeni kultur (vzniklé chiméry),fpdevSim kuli jejich obchodni hodnét V sowasnosti je
jedinym &innym nastrojem pouZzivanymiipmikropropagaci okrasnych rostlin KIN, ktery
zaji¥uje jejich pomalou a bez{eou regeneraci. KIN je oviem relatévelaby cytokinin, a
casto je spojovan s nizSi schopnoéitun kaenoveého systému regenerovanych rostlin. Tyto
nevyhody by #ejm¢ mohly byt casténé vyieSeny pouzitim topolin (Amoo a kol., 2011).

U meristému druhdPetuniabyla histogeneticka stabilita vylepSena gr@ouzitim topolinu,
konkrétreé se jednalo o MaTR, kontrolni variantou aft byla varianta s BA. Mimo toho byl
dale pozorovan pozitivni vliv na vizualni kvalituil@rnich vyhori (Bogaert a kol., 2006).

V prab¢hu kultivace rostlinyB. greenij ktera byla pvodreé udrZzovana na médiich
s obsahem BA, autb zjistili, Ze ¢etnost vyskytu abnormalitipoSeteni pomocimTR a
MemTR byl mnohem nizSi neZ v kontrolni variamSetené klasicky pomoci BA. Bylo
navrhnuto, Ze vyskyt zménych abnormalit u variant o$ehych mTR a MenTR byl

pienesenym &inkem BA z givodniho udrzovaciho média (Amoo a kol., 2011).
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6.4.5. Jaké poznatky byly o aromatickych cytokininech dposud
popsany u jehlgnana?

Obecrg je doposud znamo velmi malo studii zabyvajicich viigem rniznych
aromatickych cytokinih na regenekmi procesy studované v podminkagh vitro
u jednotlivych drufi jehlicnani. VétSina gchto studii je zagfena na studium regenerace
nebo regeneraae novou rmiznych druli borovic. Jednotlivé poznatky budou nize uvedeny.

Ve studii provedené na borovidPinus sylvestris(L.) Trees byla studovana
mikropropagace regeneracie novoz dormantnich pupén (De Diego a kol.,, 2010).
Explantaty Zez1 puperi byly kultivovany na médiich doptnych o¢étyfi rizné cytokininy
(BA, mT, TDZ a Z), ve dvou koncentracich (25 a 50 puM)jimkou bylo TDZ, u kterého
byly zvolené koncentrace 5 a 2,5 uM. NejlepSicHedlsl, tedy nejvysSiho procenta @éSpe
organogeneze, bylo pozorovano u varianty kultivévaa médiu sijdanim nizSi koncentrace
(25 uM)mT (De Diego a kol., 2010). Autbse na zaklatlvysledki domnivaji, ZzenT mohl
byt UsgSnou alternativou k dosud pouzivanym cytokimm pedevSim BA. Déle se
domnivaji, Ze exogewnaplikované aromatické cytokininy mohou vyvolat @i jiz
dosglych pupefi, coz nmize byt svyhodou vyuZito pro mnozeni vzacnych ggmot
(De Diego a kol., 2010).

U dalSiho druhu borovicB. pineabyla studovana regenerace z axilarnich ptigen
indukci a nasledné kultivaci explant&iskanych z primordii brachyblastiosglych stromi
na médiich obsahujicizné cytokininy (Cortizo a kol., 2009). Konkréthyly testovanytyyi
razné cytokininy: BAmT, N-benzyl-9-(2-tetrahydropyranyl)-adenin a TDZejptiznivéjSich
proristaly ve vyhon celkem u 59 % explaidtatZzaroves byla pozorovana rozdilnost
v responzivi¢ na konkrétnich genotypovych higmych liniich. Posuzovano bylo celkem 20
raznych genotypovych linii a u vSech byl nejlepSilegiek na médiu siglanim TDZ. Prace
se zarove pokousela optimalizovat protokol tykajici se zaovani v podminkacin vitro,
ten se ale nepodl finalizovat. Ri studiu regeneracde novopo indukci z dloh u druhu
borovice P. pineaautdi Cuesta a kol. (2012) sledovali #ny v hladinach volnych basi,
ribosida, ribotida, glykosidi jak izoprenoidnich tak aromatickych cytokiw zavislosti na
exogenni aplikaci cytokinin BA. Pred aplikaci BA dominovaly obsahu endogennich
cytokinina isoprenoidni cytokininy, ale jednu hodinu po aptk tvaily aromaticke

cytokininy az 90 % obsahu endogennich cytoKinin
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Vliv raznych cytokinim (BA, T, mT a Z v iznych koncentracich) byl studovan na
indukci adventivnich vyhanze zygotickych embryinus radiataD. Don, béhemin vitro
kultivace a indukce zakeinovani na nasledny vyvax vitra NejvysSi poty adventivnich
vyhoni na embryo, byly zaznamenany u variantidgnim 1 uM BA po dobu kultivace
2 tydni, 4,4 uM BA po dobu 3 tydna 1 uM Z po dobu ap 3 tydni kultivace (Montalban a
kol., 2011).

Schopnosti aromatickych cytokiriromlazeni pupenovych meristérbylo testovano
pro podporu rejuvenalizace pugen dosglych stromi P. radiata kde je pechod z juvenilni
faze do faze dosjosti charakterizovan snizenim organogenniho pag&n@vontalban a kol.
2013). Autdi testovaly vliv cytokiniti (BA, mT a transzeatin v koncentracich 25 a 50 uM)
na ffizné faze organogenniho procesu, zatoyg sledovan vliv kultivéinich podminek na
endogenni hladinu cytokinina IAA v pribéhu organogeneze.iiPpouziti BA ¢i mT
v indukénim médiu nebylo pozorovano zadné vyznamné zvysem naopak snizeni obsahu
endogennich isoprenoidnich cytokitiinZarover nebyly pozorovany ani rozdily v kapacit
prodluzZujicich se vyhorikv zavislosti na zvoleném cytokininu. V této stuajly pozorovany
znatelné rozdily v kvalkit genotypovych butnych linii, celkem bylo testovano 7@zanych
genotym a pouze &které z nich dosahovaly vysokych embryogennichiky&lontalban a
kol., 2013).

Vjiné studii zabyvajici se mikropropagaci drulinus pinasterbyly pocateni
explantaty ziskany ze zygotickach embryi. Explant&teré byly kultivované na médiu
s pidanim 2,2 uMmT, vykazovaly hem indukce nejvySSi embryogenni odfabwze vSech
porovnavanych variant, vzniklé embrya velmi t®bprospivala i v nasledném vyvoji,
prodluZzovala se a jejich U&né formovani probihalo az do aklimatizafaze. Takto oS&tné
explantaty vykazovaly vysoké procentdepiti 96,7 % v nasledné aklimatéra fazi
v podminkéachex vitra VSechny rostliny, které usgné zakdenily, vydrzely v aklimatizéni
fazi po dobu dalSich dvoudsiai v rdmciex vitropodminek (De Diego, 2011).

Je moZno shrnout, Ze odpd¥ jednotlivych genotyp na fizné cytokininy a jejich
koncentrace jeasto zavisla na genotypu (Cortizo a kol., 2009, tdliman a kol. 2012).
Zvyseni obsahu aromatickych cytokife spojovano s responzivitou genotypu k inthikn
podminkdm. R studiu regeneracde novovyhoni z dloh po indukci u druhu borovice
P. pinea byl nejvy3si obsah aromatickych cytokibipozorovan u nejvice responzivniho
genotypu (Cuesta a kol. 2012). Tedy d@utyvozuji, Ze aromatické cytokininy hraji aktivni

tlohu v indukci regenerace vyhoRu pinea.
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7. MATERIAL A METODY

7.1.Rostlinny material

VesSkera experimentalndast diplomové prace byla provedena na embryogennich
kulturach smrku ztepiléhdP{cea abieqL.) Karst.). Kultury byly odvozeny ve Vyzkumném
Ustavu lesniho hospoiddvi a myslivosti v Jilovisti — Strnadech tymem Dany Malé, zde
byly také kultivovany a v pravidelnych intervalecldebirany. Jedna se konkré&ta linie
oznaené 107 a 34C.

K porovnéani s&mito dwma kulturami byla pouZita jeStinie AFO 541, ktera je velmi
unikatni kulturouP. abies.Byla odvozena jiz v polovin90. let a doposud ma velmi kvalitni
embryogenni potencial (Galerne a kol., 1992; Ruadkadl., 1992). Material této kultury byl
ziskan od Dr. Vagnera z UEB a je nynisfvan vramci grantu GAUK na Kaied
experimentalni biologie rostlin P UK.

7.2.Kultiva €éni postup

7.2.1. Slozeni kultivaéniho média a kultivace

Kultury 107 a 34C byly gstovany na modifikovaném médiu E (Gupta a Durzan,
1986) (slozeni viz tabulka. 7.2.1.1), které bylo zpewné gelritem (2 g/l). Jako exogenni
zdroj energie byla pouzita sachar6za (20 g/l).

Priprava média probihala nasledévmejprve se odstily a smichaly jednotlivé
zasobni roztoky a doplnily se destilovanou vodoypoZadovany objem. Zasobni roztok 4 se
uchovava v mrazakuied pouzitim se rozpouwktve vodni lazni. Po smichani vSech roziok
se zm&filo jejich pH, v gipad potreby se poupravilo (poZzadovana hodnota pH je u ntébia
5,7 a u E 5,8). Na zéwr se fridala zpeviujici slozka (Gelrite nebo Phytagel; oboji Sigma,
CR). Nésleds se médium fivedlo k varu v mikrovinné trouba poté se sterilizovalo
klavovanim po dobu 20 minutigeplot 121 °C a tlaku 0,144 MPa.

Kultura AFO 541 byla kultivovana na modifikovanénédiu GD (Gupta a Durzan,
1986) (slozZeni viz tabulka 7.2.1.2). Postipavy média je shodny.

VSechny pouzité kultury bylygstovany na médiu ve tmpri 25 °C. Subkultiv&ni
interval u kultur 107 a 34C byl dlouhy 4 tydny, ultiry AFO 541 byl subkultivéni interval
jeden tyden.
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Latka

Koncentrace latky

v médiu
SloZzka | KNO3 2340 mg/l
(mineralni Ziviny) NH4NO; 225 mg/l
Zasobni roztok 1 CaCl *2H,0 220 mg/l
MgSOQ; * 7 H,O 185 mgl/l
KH,PO, 85 mg/l
Zasobni roztok 2 H3BO3 3,1 mg/l
MnSQOy*H 0 11,2 mg/l
ZnSQ, *7H0 4,3 mg/l
Kl 0,4 mg/l
NaMoO,*2H,0 0,1 mg/l
CuSQ *5H,0 0,01 mgl/l
CoChL*6H,0 0,01 mg/l
Zasobni roztok 3 NaoEDTA 18,6 mg/l 1
FeSQ *7H,0 3,9 mg/l
Slozka Il Thiamin 1,0 mg/I
(organické latky) Pyridoxin 0,5 mg/l
Zasobni roztok 4 Kys. nikotinova 0,5 mg/l
Glycin 1,0 mg/I
DalSi slozky putrescin 1,5 mg/l
L-glutamin 450 mg/l
Myo-inositol 1000 mg/I
Zasobni roztok 2,4-D 1,0 mg/ml
fytohormori kinetin 0,5 mg/ml
BAP 0,5 mg/ml
meta-topolin 0,5 mg/ml

Tabulka 7.2.1.1: SloZeni modifikovaného média E dle Gupta a Durd®86). Pouzivané pro kultivaci

kultur 107 a 34C. Dalsi slozky média byly sachar@tag/l) a gelrit (2 g/l).

Slozka Latka Koncentrace latky
v médiu
A — makroprvky NH4NO; 275 mg/l
(50 ml na 1l média) KNOs3 2 340 mg/l
CaCb 166 mg/l
MgSOQ; * 7 H,O 185 mg/l
KH,PO, 85 mg/l
A — mikroprvky H3BOs 3,1 mg/l
(10ml na 11 média) MnSO*H 2,0 8,45 mg/l
ZnSQ, *7H0 4,915 mg/l
Kl 0,415 mg/l
NaoMoO4*2H,0 0,125 mg/l
CuSQ *5H,0 0,0125 mg/l
CoCh 0,0068 mg/l
A — Zelezo FeSQ *7H,0 14 mg/l
(10ml na 11 média) NaoEDTA 19 mg/l
B — organické dopky glycin 1 mg/l
(25ml na 11 média) L-glutamin 450 mg/l
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kasein-hydrolyzat 500 mg/I
myo-inositol 1000 mg/I

kyselina nikotinova 0,25 mg/l

pyridoxin.HCI 0,25 mg/l

thiamin.HCI 0,5 mg/l

C — ristové regulatory 2,4-D 1,1 mg/l
(25ml na 11 média) kinetin 0,43 mg/l
(2 roztoky C s BAP a bez BAP 0,43 mg/l
BAP) topolin 0,43 mg/l

Tabulka 7.2.1.2: SloZeni pozenéného média GD (Gupta a Durzan, 1986) pouzivanéhailtiwaci AFO
541. DalSi slozky média byly 3% sachar6za, 3,5%sqibllenglycol (PEG 4000), 4 % Phytagel.

7.3. Metody

7.3.1. Odbér vzorku

Odbkiry probihaly v datech znazamych na schématu 7.3.1.1. U prvni kultivované
linie 107, kterd byla nasazena na proli@ianédium 11.4.2011, byly provedeny celkétyxi
odkery, vzdy po ¢tyfech tydnech. VSechny o#ty byly provedeny v prolifeii fazi,
nasledg kultura gestala z neznamychudodi prosperovat. Po ipneseni kultury na
matur@&ni médium vibec nenastala matura faze vyvoje, proto byla kultivace zastavena.

Néasled’ byla pro experimenty pouZzita nova kultura - li3dC, g@stovana na
shodném prolifenim médiu. Tato kultura byla nasazena na prokfgranédium 21.9.2011,
odkery byly opét provadny v rozmezi 4 tydin Bohuzel nastal ap problém v kultivaci, kdy
kultura po dvou usgnych odbrech byla sil& postizena kontaminaci a dalSi &dp jiz
nenastaly.

Ob¢ kultury byly pestované ve dvou experimentalnich variantach, naiuméd
s pridatkemmT a na médiu sidanim BAP (sloZeni média viz kap. 7.2.1.).

Pro porovnani kultur mezi sebou, vtom, jaky majirotlivé kultury embryonalni
potencial, byl pouzit jest odker kultury, ktera slouzi jako dity refererni materidl,
konkrétre kultury AFO 541. Ta je jiz velmi dlouho vyuzivaraa po vice nez 20 let si
uchovava dobrou a relativnstabilni embryogenni kapacitu. Navic je velice f@ob
prozkouméana a je o ni dibznamo, jak se chova i v dalSich fazich somatckbryogeneze,
které navazuji na proliferaci. Ogbbyl proveden 16.10.2012, &pna prolifer&nim médiu,

s tou vyjimkou, Ze byla odebrana pouze varianta BAP
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Schéma 7.3.1.1€asové schéma jednotlivych aglb kultur 107, 34C a AFO 541.

7.3.2. Priprava trvalych preparati

K pozorovani embryogennich struktuginym mikroskopem a nasletiparizovani
fotografii, byly gipraveny parafinovéezy (NEmec a kol., 1962).

Nejprve byly odebrané vzorky fixovany v 50% FAA iffealdehyd/kyselina
octova/ethanol/voda 1/1/9/9/ viviviv). Nasleédoyly dehydratovany ve vzestupné ethanol-
butanolovéradk a zalité parafinem do hika. VSechny parafinové hiky byly postups
nataveny naigvené Spatky pomoci prepagai jehly aiezany na konzolovém mikrotomu
(Leica, Leica instruments GmbH,éhecko). Tlouska fezl byla 12 um. Vznikl&ezy byly
k podloZznimu sktiku pfichyceny snisi glycerol-bilek (1/1).

Rezy byly barveny dvoustipvym barvenim za pouziti alcianové niiod pravé
jadrovécervere (Pol&kova a Bene§, 1975). Prava jadrasgven zvyraziuje chromatinové
struktury (jadra) a alcianova miodelul6zni bugcné sény. Diky tomu jsou meristematické
casti zvyrazgny oproti nemeristematickym strukturam. Podrobngpie barveni viz box
7.3.2.1abox 7.3.2.2.

Na uzaveni preparéatu byl pouzit PERTEX (Histolab AB, Suéjs ktery se nanesl na
podlozni skiko s jiz nabarvenymi preparaty a zakryl se kryckinckem.
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Box 7.3.2.1:Postup barveni pravou jadrovéerveni (Kernechtrot) a alcianovou nitod
Samotné barveni Zma pouzitim toluenuw¢imz je zaji®no odparafinovaniezi, nasleduje
sestupna alkoholovéada spolén¢ s destilovanou vodou k zavogii preparal. Poté se
provede samotné barveni, nejprve alcidnovoutimadoté pravou jadrovoterveni, vzdy
s mezikrokem vodni lazn(destilovana voda — odstrar prebyt&ného barviva). Nasleduje
vzestupna alkoholovéada, ktera zjsobi odvod#ni prepardl. Nakonec se preparatijitrat
promyji v toluenu.

L1018 1= o T 3 min.

Toluen Il ..o 2 min.

Toluen I .o e e 2 min.

100% ethanol ..........cccooeeeviiiiiie e, 3 min.

100% ethanol ...........cccceeeeiiiiieieiiiieeeeeeeeeiiiies 3 min.

96% ethanol ..., 3 min.

70% ethanol ..., 3 min.

50% ethanol ..., 3 min.

30% ethanol ...........ccceeeeiiieeiceee e 3 min.

Destilovana voda ...........cccccceeeeeeeiiiieeeeeneen, 3 min.

3% kyselina oCctova ..........cccceeveeeeiieeeceeeeeeiinns 1 min.

Alcianova mod .............ciiiiiiiiei e 20 min.

Destilovana voda .............ccccceeeiiiiiiiieeeeeeeeee, 5-10 min. (dokud se odbarvuje)

Prava JAdrov&erval ............cccccvvvveeeeieniieeeneeenn. 1-2 min

Destilovana voda .............ccccceeieiiiiiieeeeeeeeeee, 5-10 min. (dokud se odbarvuje)

30% ethanol .........cccooeoviiiiiiiieeee e 3 min.

50% ethanol ............cccoe v 3 min.

70% ethanol ..........ccooeveiiiiiiii e, 3 min.

96% ethanol ............ccccovv e 3 min.

100% ethanol ...........ccccoeviiiiiiiiie e, 3 min.

TOIUEN | e 3 min.

Toluen Il ..o 3 min.

Toluen Il ..o s 3 min.
Box 7.3.2.1:Postup pro namichani pravé jadr@eévert (Kernechtrot) a alcianové miod
Alcianova mod: 0,1% barvivo v 3% roztoku kyseliny octové ... 80téply roztok, poté
prefiltrovat
Prava jadrov&ervai (= Kernechtrot): 0,5% barvivo v 5% roztoku£80,); ... 80°C teply
roztok, poté pefiltrovat

7.3.3. Kvantitativni analyza struktur

Z kazdého odéru bylo vytvaeno celkem 12 prepatatdigitalni mikrofotografie byly
pro nasledné zpracovani v programu Ellipséizoyany na zetSeni 40x pod sstelnym
mikroskopem (Olympus B201), pole pro sniméni anatkych struktur kultur byly ufeny na
principu systematicky rovnofmé nahodného vzorkovani (napAlbrechtova a Kubinova

1999; posun byl o 500 um). Sniman byl vzdy nakodybranyiez z prvniho, patého a
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jedenactého preparatu, timto byl fous’cerez 12 um zartieno, Ze nebude snimana stejna
struktura vicekrat v jiné rovéniezové. Z kazdého tohotezu bylo nasniméano vzdy 12 poli,
celkem tedy na kazdy odb 36 snimk. Nasled& byly mikrofotografie zpracovavany
bodovou metodou v programu Ellipse (podrobny poyis kap. 7.3.3.1). Celkem bylo
v diplomové praci zpracovano 468 snimlkaby bylo dosaZzeno souboru dat s dos&tete
velkou vypovidajici hodnotou.

Ziskané hodnoty byly zaznamenany a nasledpracovany v programu Microsoft
Excel, ve kterem byly vytueny vSechny uvedené grafy. Ke statistickému vyhodnbbyl
pouzit program NCSS 6.0, konkrétnjednovyltrovA ANOVA (analyza rozptylu) a
dvouvykErovA ANOVA. Statické hodnoceni bylo konzultovanods. Jiéim Jandkem
z Fyziologického Ustavu A¢R.

7.3.3.1Pon®rné zastoupeni anatomickych struktur

Ponerné zastoupeni jednotlivych anatomickych strukt@ Zi¥ovalo pomoci
programu Ellipse. Pouzita byla bodova metoda pgseni plochy (Weibel, 1979), kde se
pocita paet zasah do pozorované struktury z bodového testovacihtesys, ktery se sklada
ze systematicky rovnogmé nahod® rozmisénych bodi. Tento pdet zasah je pak
vynasoben plochou odpovidajici jednomu bodu tesibeasytému (obr. 7.3.3.1.1)

Pro vhodné pouziti této metody pro stanoveni gragho zastoupeni jednotlivych
struktur bylo pateba utit si jednotliva kritéria, podle kterych jsem nasi rozeznavala
jednotlivé kategorie. Definovani a popis jednottiliykategorii je satésti nasledujici kapitoly
(8. Vysledky).

estA=P*a

Obr. 7.3.3.1.1:Schéma znaznujici princip bodové metody (Weibel, 1979)#sfusSny vzorec pro vyget
plochy jednotlivych struktur® je ¢islo (paet) testovanych bdd které zasahovaly &enou strukturua je

(aktualni) plocha, kterd4 nélezi jednomu bodu \otestim systému. Schémdepzato z Albrechtova a
Kubinova (1999).
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V programu Elipse si nadefinujeme rovngmé nahodnou rizku (modul:
PG_Multi_FG) (obr. 7.3.3.1.2, 7.3.3.1.3). Jeji lotestje uvazet zvolena podle velikosti
meienych struktur. Kazdé nami definované kategofiigaime v programu &akou barvu,
kterou poté bude struktura ozeaa. V mé praci jsem si nadefinovala celkem Sigtych
kategorii, proto byly pouzity celkem &wtizky, v jedné riZzce mohou byt a&tyii kategorie.
V obou n¥izkdch jsem rla tedy po itech kategoriich, meziémito miizkami se Ize
v programu libovolg prepinat. Kliknutim nakzek oznéujici strukturu minime barvu tohoto
kiizku a tim i jeho Ziazeni do kategorie. Poté, co vSechiigky jsou spra¥ obarvené, tedy
spravie pritazené do jednotlivych kategorii, ziskametebhé hodnoty. Jedna se oceb
zésali v kazdé kategorii, ztoho jiz jednoduchym vyfmn ziskame plosné zastoupeni
jednotlivych struktur (kategorii) v dané konkrétotografii (obr. 7.3.3.1.1).
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Obr. 7.3.3.1.2:Ukézka pohledu naiftiku z programu EllipseifloZzené na strukturu kultury v prolifenai

fazi. Je zde vi#t razné barevné ozngni jednotlivych kategorii. Ugka odpovida délce 200 pum.
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Obr. 7.3.3.1.3:Vybrany detail ukdzky pohledu natitku z programu EllipsefjpoZzené na rané somatickée
embryo, je zde vidt zelerg vyznaené rané somatické embryo spadajici do kategoradithdv rana
somaticka embrya (viz kap. 8.2.1). Jka odpovida délce 200 pm.

7.3.3.2Pon®rné zastoupeni meristematické struktury u ranycmasckych
embryi

Pomoci programu Image J bylo navrzeno hodnoceni ¢épaho zastoupeni
meristematick&asti struktury u kategorie Kvalitni rané embryo fjsokategorie kap. 8.2.1).
Pro tento cil byly vyhotoveny mikrosnimky naésiném mikroskopu se Ztsenim 100x.

V kazdém odbru bylo v planu hodnotit minimanl10 zastup kvalitnich ranych embryi,
které by se mohly nasleélv programu Image J vyhodnocovat. Bytelda obrazky upravit
tak, aby bylo Zeho ¢ist data, odliSit irené struktury od pozadi, to bylo zptestkovano
pomoci tzv. prahovani, kteréfgwede fvodni obraz na obraz binarni (obr. 7.3.3.2.1).
Nasled’ je pak vyhodnocena ploch@sti meristematické a plochi@sti suspenzorové dle

postupu uvedeného v Albrechtova a Kubinova (2013).
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Box 7.3.3.2.1Popis pipravy obrazk pomoci programu Image J:

Image J (National Institutes of Health, BethesdarWand, USA, http://imagej.nih.gov) |
volné dostupny program pro zpracovani a analyzu obrd&d.oteweny software (ope
source) a protoZe je zaloZeny na programovacimkipdAVA, je mozné jej pouzivat n
raiznych operénich systémech. Také je doénmozné volg implemetovat no¥
naprogramované moduly.

Postup vyhodnocovani i jader v kvalitnim raném somatickém embryu ponpyogramu
Image J byl fipraven na zakladtextu (Albrechtova a Kubinova, 2013) ve spoluprse
Zuzanou Kubinovou.

-

a

Prahovani:
e otewit obrazek v programu Image J
» dat gikaz Image/Adjust/ Threshold
» v okre Threshold Color upravit Hue (odstin), Saturatisytdst) a Brightness (jas) az
jsou ozndena pra¥ jenom jadra
» v okre Threshold Color stisknout Select, naske@&ample

Uprava obrazu pro #teni:

» piikazem Process/Binary/Make binary vyitiedinarni obraz

» piikazem Process/Binary/ Fill holesiteme vyplnit Utvary v obrazku

» pomoci tuzky (Pencil Tool) od sebaizeme oddlit Gtvary, které se nepovedl|o
naprahovat odden¢

« v okre Analyze/Analyze Particlesi@eme z nifeni vylowit drobné objekty,
zavedeme-li minimalni velikost &enych objeki v nabidce Size, dale zasSkrtneme
Display results a Add to Manager a potvrdime

» v okrg Results se nam objevi v prvnim sloupctgtoobjekti a v dalSich sloupcich
jejich vybrané charakteristiky (Ize nastavit v Aymd/Set Measurements)

» v okré ROI Manager mizeme dale pracovat s vybranymi objekty (haulstranit

z vyhodnocovani jdra leZici mimo meristematickblast)
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: . R 3-pekne-bin.tif (G) (150%)
3-pekne.tif (G) Q 296.12x296.12 jm (353x353), RGB, 4%

296.12x296.12 um (353x353); RGB; 487K

Obr. 7.3.3.2.1: Ukdzka naprahovani meristematické oblasti kvdl@nraného somatického embrya:
asnimek péizeny ve s¥telném mikroskopu na #t8eni 100x,b binarni obraz vytveny programem
Image Jc, d naprahovany snimek, u kterého je moznit ynocet jader v meristematické oblasti pomoci
programu Image & snimek ptizeny ve swtelném mikroskopu na 2t8eni 100x, b naprahovany binarni
obraz vytvéeny v programu Image J, barveni: prava jadiemei a alcianova mad Useka odpovida
délce 400 pm.
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8. VYSLEDKY

8.1. Kvantitativni parametrizace meristematické ¢asti

Nejprve bylo nutné fpravit vhodnou metodiku, bylafipravena metodika, ktera je
pomérné standardni pro odhad pémého zastoupeni anatomickych struktur embryogenni
kultury s pouzitim bodové metody (Weibel, 1979)ta'metodu je mozno s vyhodou uplatnit
s pouzitim softwaru Ellipse.

Pro zhodnoceni struktury kvalitnich ranych somatitk embryi jsme se rozhodli
pouzit analyzu obrazu. Za timt@alem jsme upravili metodiku pro zpracovani a analyz
obrazu, hodnoceni pomoci naprahovani jader.

Nicmért jak je ukazano v naslediasti kategorie kvalitni rané embrya je sama @& sob
velmi mélo zastoupena, coZ uz v prvogiku pedstavovalo problém s nalezenim 10
kvalitnich embryi v kazdém odtu, které by byla nafocena v mediatazové rovig.

ZjiStovala jsem, zda bude mozné naprahovatéuh stny a jadra, tim by se potom
mohlo nEtit pomerné zastoupeni jader v fikkdch meristematickych oblasti.

Nicmére bylo pozorovano, Ze u tohoto prahovani zalezivgimi na vstupnich
snimcich. Zjistila jsem rozdilné moznosti v naprsrd u snimk, které byly peizeny na
fezech jez byly barveny rozdilnymi barvami, cosgostvosti namichané barvy se tyka. Jak je
patrné na obrazkd. 7.3.3.2.1abcd embryo nabarvefest\wjSi barvou Slo Iépe naprahovat,
ale zase se vyskytl problém s tim, Ze se jednojfidéa slévaly dohromady (obr. 7.3.3.2.1c).
Na rozdil od toho na obrazku 7.3.3.2.1ef, na kterém je embryo nabarveno skandiou se
jadra g naprahovani neslivala, ale nebyla v binarnim obeloplosa probarvena.

Zawrem toho tedy je, Ze ¢&reni plochy jader v hice pomoci naprahovani
u somatickych embryi se nepdia zdarre doreSit, ovSem bylo by mozné ditr pocet jader
nalézajici se v oblasti meristematické hlavy sochétio embrya pomoci programu Image J,
jak je ukdzano na obrazku7.3.3.2.1d.

Poddilo se tedy tuto metodiku vypracovat, aléasovych dvodi a vySe popsanych

dalSich dvoda se nepoddo tuto ¢ast jiz zpracovat.
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8.2. Stanovené strukturalni kategorie

Cilem prace bylo zjistit a popsat vliv nopopsanych aromatickych cytokitima
indukci a nasledny vyvoj ranych somatickych emtsmyirku ztepilého. Konkrétnbyl pouzit
meta-topolin a jeho vliv byl srovnhavan s vlivegzheé pouzivaného cytokininy BAP.

Hlavnim z uéujicich faktofi kvalitniho vyvoje je to, jaky ma dana kultura
embryogenni potencial na pouzitém médiu, nebo# jakozstvi kvalitnich meristematickych
struktur se v kultte vyskytuje.

Na zaklad morfologického hodnocenitezi (viz kap. 7. Material a metody)
embryonalg suspenzorovou hmotou v proliféra fazi vyvoje jsem stanovila celkem Sest
kategorii jednotlivych struktur, které se v kuittuvyskytuji. Jejich popis a definovani je
v nasledujicim textu, ke kazdé z nich jBrgzeno vzdy &kolik fotografii. Kategorii bylo
ptvodné stanoveno vice a nasledaoslo ke slodeni rekterych dohromady.

Jednotlivé kategorie jsou podrabrdefinované a popsané niZze. Nadefinované
kategorie jsou:

A) kvalitni rané somatické embryo

B) Ziva meristematickd hmota

C) polyembryonie

D) degenerujici meristematicka struktura

E) suspenzorova hmota

F) mrtvé suspenzoroveé biay

8.2.1. Pravidelné somatické embryo = kvalitni rané somatké

embryo

Jednalo se o pravidelné rané somatické embryakgpo tvaru a struktury. Byla to
typicky bipolarni struktura, kterd se na jedné retrakladala ze shluku meristematickych
burék (apikalnicast), na kterou na bazalni sttamavazovaly podlouhlé iy suspenzoru.
Bunky suspenzoru byly vysoce vakuolizované. Meristédmabuiky hlavicky kvalitniho
raného embrya byly malé a jejich obsahem bylo v@dkieo, které tviilo vétSinu vnitniho
prostoru biiky. Naopak vyskyt bu¥k s hustou cytoplazmou byl meziitkami suspenzoru
velmi vzacny. Pro kvalitni rané somatické embryagké typické, Ze jeho meristematicka

hlava ma hladky povrch a jaspatrny obrys.
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Popsany typ raného embrya je idealnim stavem, jaénpodotknout, Ze nalezeni

takového embrya ngezech kulturou bylo velmi vzacné. Jedna se tofi#ipad, kdy se nam
poddilo embryotiznout v medialni rovié (obr. 8.2.1.1). Je jasné, Ze kvalitnich embryi je
v kulture mnohem vice neZz pouze pozorovatipguly. Orientace bltdki pro tvorbuiezi
(a umisEni ranych somatickych embryi vramci embryogalsuspenzorové hmoty) je
nahodné. Nasledné sniméizi pro obrazovou analyzu je také nahodné, tak &sinou
nepod#ilo embrya né&ezat a zobrazit v této idealni pozici mediannibpu. Mohou nastat
piipady, kdy bude embrytiznuto a nasnimano v pozici jiné, migad budefiznuta pouze
meristematickd hlava. Proto do této kategorie gpaalkeé embrya, ktera maji jasibipolarni
charakter, ale byl&iznuta v rovig vodorovné s medialni rovinou. Bchto struktur pak rive
byt hlava meristematickych bék tvorena buikami, které nejsou tak hodrvyplnéné jadry,
v tomto gipact se totiz jedna o hiky, které se nachazeji vice na kraji hlavy, tudéfsou
aplrg stejné jako ty, které jsou uvhiteristematické hlavy embrya. Na zakiggbzorovani
sériovychiezi, pokud na takovou strukturu navazovalyiky suspenzoru, byla r@zena do
této kategorie (obr. 8.2.1.1).

Do této kategorie jsem tadila také meristematické Utvary, které byly kutékio
tvaru, neély hladky a jasny obrys. Sam@mé pro ré bylo charakteristické, Ze jejich
meristematické hiky byly malé, navzgjem velmi blizko sebe a jejidbsah tvaila velka
jadra (obr. 8.2.1.1). WEthto utvati se jedna oifdpady, kdy rovingezu projela skrz hlavu pod
jinym Uhlem, nez aby strefila medianni rovidgurovinu s ni vodorovnou€zy embryem byly
Sikmé).

Tato kategorie je vy téch nejhezich a nejkvalitgjSich embryi, nachazejicich se
v kulturach. U tohoto ,top“ vytru se pedpoklada dalSiast a potencialni vyvoj v dalSich

fazich procesu somatické embryogeneze.
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Obr. 8.2.1.1: Priklady kvalitnich ranych somatickych embriA. abies v proliferani fazi. Barveni:
alcianova motia prava jadrovéervei. Meristematicka pletiva s velkymi jadry a hustogdoplazmou se
barvicerverg, burgéné stny mode. Usé€ka odpovida délce 200 um.
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8.2.2. Ziva meristematicka hmota

Do této kategorie spadaji struktury vysoce mamstické, u kterych je na prvni
pohled jasné, Ze se nejednd o kvalitni embrya (f#dychozi kategorii), alefpsto maji
embryogenni potencial. Anebo struktury, u kteryslem si ani na zakl@dpozorovani
sériovychiezi nebyla jista, Ze to jsou kvalitni rana embrya.

Spadaji sem i ndjklad tzv. slunékovité struktury. Tyto papt#é atvary maji
meristematickou oblast, velmiasto kruhovéhdi elipsovitého plitezu. | tyto meristematicke
buiky jsou naplgny jejich jadry, ale suspenzorové thy tentokrat odstupuji od
meristematického shluku ve vSechéseth (obr. 8.2.2.1ab).

Intenzita vyskytu &chto struktur je #jm¢ odliSna u jednotlivych kultur. U nami
pouzité kultury 34C, byly tyto struktury p@mmé casté a to fedevsSim v prvnim odinu,
¢asgji jsem je pozorovala u kultury rostouci na metpetinu. Naopak u kultury 107 tyto
struktury nebyly tér¥ pozorovany.

Déle pokud kizek v bodové rfizce programu Ellipse padtgsré na meristematickou
buiku, ktera nebyla s Zadnou dalSi strukturou spojeom také tato hika byla z#azena to
této kategorie. Do této kategorie spadaji také dgcstruktury, které neni mozné jinam
zaradit, ale pesto maji typické meristematické iy s hustou cytoplazmou. Jedna se

piedevsim o neorganizované struktury (obr. 8.2.2.1cd)
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Obr. 8.2.2.1: Priklady struktur z kategorie ziva meristematicka kane P. abiesv proliferani fazi.
a,b sluné&kovité Gtvary,c,d neukité mersitematické struktury. Barveni: alcianovadina prava jadrova
Cervai. Meristematicka pletiva s velkymi jadry a hustogtoplazmou se bardterverg, burgéné sény
mode. Useka odpovida délce 200 um.

8.2.3. Polyembryonie

Stpna polyembryonie byla v kulturach somatickych eyhbjehlicnam poprvé
popsana jiz fed mnoha lety (n@pHakman a von Arnold, 1988). Polyembryonie je jav,
kterém vznika &kolik embryi z jediné embryonalni struktury/emhry@akto vznikla
somaticka embrya maji jeden spwlg suspenzor. Je to vlastnost kultwZi® pozorovana
béhem prvotnich fazi somatické embryogeneze nejenrls ale i u jinych druljehlicnani.

Z davoducastého vyskytu byla v mé praci vymezena samoskattegorie pro tuto strukturu
(obr. 8.2.3.1).
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Obr. 8.2.3.1: Polyembryonie —P. abiesv proliferani fazi. Barveni: alcianova mbd prava jadrova
cervei. Meristematicka pletiva s velkymi jadry a hustoytoplazmou se barvterverg, burecne sény
mode. Useka odpovida délce 200 pum.

8.2.4. Degenerujici meristematicka struktura

Do této kategorie spadaji struktury, u kteryctpgrné, Ze to jvodns byla struktura
meristematického charakteru, niciém dok¥ odbiru dochazelo uvnit meristematickych
burgk jiz k degeneraci. Tento jev se projevujegevsim naruSenim jadra meristematickych
burgk. Celkow jsou buiky vétSi. V rekterych gipadech je patrné jeSterveré nabarvené
jadro, ale jiz se zd4, Ze je poruSend jeho cekstmbr. 8.2.4.1). Zarowes vytvaenim této
kategorie byl proveden i orierai test viability, prokazujici, Ze se nejednalo taulgury
mrtve.

Velmi ¢asto se vyskytuji struktury, u nichz je jasné, @dyla kvalitni rana embrya,
maji hladce ohragenou apikélni¢ast, ale uvnit jejich burgk jiZz nejsou patrn&ervert
nabarvena jadra (obr. 8.2.4.1).

50



Je mozny samégjmé i piipad, kdy vijedné strukta jsou zarovie bunky zivé
s hustou cytoplazmou a jadrem, aiky které jiz jadro nemaji. To ukazuje na postuguji
degradacidchto meristematickych struktur (obr. 8.2.4.1).

Pozorovatelny je rozdil v probarveni jader pompcavé jadrovécerverg, jadra
degenerujicich busk jsou o rkolik odstini tmawji nabarvena nez jadra zivé meristematické
hmoty,¢i kvalitnich ranych somatickych embryi.

Vyskyt struktur této kategorie byl v jednotlivyabdiérech velice¢asty, dokonce
mnohdy pevySoval svym procentualnim zastoupenim ostatniisteenatické kategorie

(podrobrji viz nasledujici podkapitola).

Obr. 8.2.4.1: Priklady struktur z kategorie degenerujici meristechat struktura -P. abiesv proliferani
fazi. Pozorovatelny je rozdil v probarveni jadempei pravé jadrovéerverg, jadra degenerujicich bek
jsou o rkolik odstini tmawji nabarvena nez jadra Zivé meristematické hmétykvalitnich ranych
somatickych embryi. Barveni: alcidnova madprava jadrov&ervai. Meristematicka pletiva s velkymi
jadry a hustou cytoplazmou se batefverg, burséné sény mode. Usgka odpovida délce 200 pum.
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8.2.5. Suspenzorové biiky

Do této kategorie spadalyetelre rozpoznatelné suspenzorové oblasti, které ovSem
nijak nenavazovaly na meristematické hlavy embuofr.( 8.2.5.1), ani ip orientanim
vyhledavani v navazujicich sériovydiezech. Je moznéigdpokladat, Ze tyto struktury
v pribéhu zpracovani a tvorbkezl se odpoutaly od svych meristematickych oblasthesn
zpracovavani v programu Ellipse se ukéazalo, Zeyge dtruktury vyskytuji velice izdka.
Prakticky byly pozorovany pouze v jediném &db(treti odlgr u kultury 107, kultivovaném
na BAP). Proto byla tato kategorie zruSena acgloa s nasledujici kategorii (kategorie mrtvé

suspenzorove hiky).

Obr. 8.2.5.1:

Priklady suspenzorovych béiknP. abies
v proliferaéni fazi. Barveni: alcianova
modt a prava jadrovacerveir. Useka
odpovida délce 200 pm.

8.2.6. Mrtvé suspenzorove buky

Do této kategorie spadaji mednabarvené oblasti — celul6zni Bemé sény, uvnif
kterych neni pozorovatelny zadny any obsah. Jedna se o mrtvou hmotu, kterd odpadla od
embryogennich strukturfippostupném zpracovani vzdrka nasledné tvotbparafinovych
fezi. Tato hmota neni vyraZrorganizovana. Bylo ovSem moZzné pozorovat rozdigtmosti
vyskytu této hmoty v jednotlivych odkech. U rgkterych odiria zaujimala velké procento
vyskytu, téndi nezbylo Zadné bilé pozadi mezech, naopak u jinych ol byla kultura

viv s
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Obr. 8.2.6.1: Priklad hmoty spadajici do kategorie mrtvé suspenzoimiiky, mezi kterymi jsou patrné
oblasti degenerujicich meristematickych strukBurabiesv proliferani fazi. Barveni: alciAinova mba
prava jadrovaerveal. Negitomnostcervenych struktur implikuje népomnost bus¢ného obsahu s jadry.
Celuloznni buaené seny se barvi maig. Useka odpovida délce 200 pm.
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8.3. Hodnoceni ponérného zastoupeni embryogennich struktur

Na trvalych preparatech, které byly zhotoveny (kaép. 7. Material a metody), bylo
méreno pondrné zastoupeni typicky se vyskytujicich strukturemnvbrogenni kultte.
Jednotlivé kategorie jsou podrabdefinované a popsané iegeslé podkapitole (kap. 8.2), a
to: kvalitni rané somatické embryo, Ziva meristeoka@t hmota, polyembryonie, degenerujici
meristematicka struktura, suspenzorova hmota aémstyspenzoroveé bky. Jako dalSi
kategorie se vyskytuje Whterych grafech kategorie "bilé misto”, to nam d@dstavu
o tom, jak byla embryon&rsuspenzorova hmota rozvéira v okamziku zpracovani.

Jako experimentalni faktor byl sledovan vliv slozemédia a to byly dvaifpady,
kultura gstovana na prolifetsmim médiu s pdanimmT a kultura gstovana na prolifetaim
médiu obsahujici BAP, tato kultura slouZzila jakakola, jelikoz je BAP BZn¢ pouZivany jiz
fadu let. Odbry na obou kulturach byly provédy vzdy sodasre.

Nasled’ jsou uvedeny zjighé vysledky, postugnnejprve na kultte 107 (studované
jako prvni), poté na kulie 34C (druhé studované). Podresn popis kultur viz kapitola
7. Material a metody. Zé&vem jsou pak vysledky porovnany pro studované Isogasre,
kdy embryogenni liniefi@dstavuje dalSi faktor pokius

8.3.1. Kultura 107

U kultury 107 byly provedeny celkedtyti odkery v proliferaini fazi.

Graf 8.3.1.1 porovnava vzdy mezi sebou @dha BAP amT ve stejnéntase. Jako
100 % je v tomto grafu zvolen siri vSech struktur (vSechny kategori€gtre bileho mista.
Meristematickh hmota celkem obsahuje vSechny neenstické kategorie, cetne
degenerujicich meristematickych struktur (kap. .82¢Imi dolie je z grafu patrné, Ze
meristematické struktury, tvily pouze zlomek z celku. Mezi jednotlivymi oty nebyly
zaznamenany nijak vyrazné rozdily. Rozdily v jetimpth odkérech mezi zvolenym
hormonem, byly statisticky vyznamnéepevSim u meristematickych struktur, které jsou pro
nas nejvice zajimavé, ukazuji jak se dana kultarbrgogenni. LepSich vysledldosahovala

Graf 8.3.1.2: Vtomto grafuipdstavuji 100 % vSechny kategorie ovSem bez bilého
mista. Z grafu je patrné, Ze si&Multury zachovavaji podobny rozptyl po celou dobu
zkoumani. Kultura snT obsahuje mensi procentualni zastoupeni merisigojelh struktur

nez varianta sidanim BAP. Veitvrtém odHru jiZz tento rozdil neni statisticky jdeazny.
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Graf 8.3.1.3 je velmi podobnyrgdesiému grafu. OvSem v tomto grafu jsou vSechny
kategorie vyjateny zvlas, je tedy patrné jakowast z celku jednotlivé meristematické
struktury tvdi. Nejvice nas zajimala kategorie kvalitni rana atbcha embrya, tyto struktury

tvoii maximalrg 2 % ze vSech pozorovanych struktur. 8kterych odiérech téngi chybi.

~
100% -
| | | .S.
* x * ns
n.s n.s
80% -+ * *
60% 1 ] ] 1 || = meristematickd hmota
celkem
O mrtvé suspenzorové bur
a0 1| 1] - - e uspenzorové buriky
* n.s n.s * O bilé misto
20%
0% T T T T T T T T T T
BAP mT BAP mT BAP mT BAP mT
\_ 4. tyden 8. tyden 12. tyden 16.tyden J

Graf 8.3.1.1: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100

% je v tomto grafu zvolen s¢et vSech strukturalnich kategoriietrg bilého mista. Meristematicka hmota
celkem zahrnuje: kvalitni rana embrya, zZivou merstickou hmotu, polyembryonii a degenerujici
meristematické struktury. Porovnani varianty s BABMT, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace.
Rozdily mezi variantami byly hodnoceny jednossdvym testem ANOVA, hézdicka ozn&uje vyznamny
statisticky rozdil.

~
100% -
* * n.s
80% -
60% -| B meristematicka hmota
celkem
40% 1 || - - | [l Omrtvé suspenzorove buriky
n.s n.s
20% - * *
O% T T T T T T T T T T
BAP mT BAP mT BAP mT BAP mT
\_ 4. tyden 8. tyden 12. tyden 16.tyden )

Graf 8.3.1.2: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100

% je v tomto grafu zvolen soet vSech kategorii bez bilého mista. Meristematitkata celkem zahrnuje:
kvalitni randa embrya, Zivou meristematickou hmopalyembryonii a degenerujici meristematickou
strukturu. Porovnani varianty s BAP anfl, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace. Rozdilgzm
variantami byly hodnoceny jednowiovym testem ANOVA, h¥zdicka ozn&uje vyznamny statisticky
rozdil.
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Graf 8.3.1.3: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100
% je vtomto grafu zvolen soéet vSech kategorii bez bilého mista. Porovnanawkgyris BAP a &1T, na
ose X jsou uvedeny tydny kultivace.

Graf 8.3.1.4 je nejvice zajimavym, ukazuje rozdflgzi okEmi variantami (BAP a
mT), 100 % je v tomtoifypack tvoreno jiz pouze jednotlivymi kategoriemi meristemiafich
struktur. Vynechana byla oprottgreSlym grafm kategorie mrtvé suspenzorovéiky. Jak
jiz bylo feceno, meristematické struktury jsou pro nas ty mej\iajimavé a duji kvalitu
dané kultury. Z grafu je jagnvidét, Ze nejetSi podil ma ve vSech provedenych émdith
kategorie degenerujici meristematické struktugina se jednalo o poz@i odkér, tim byla
tato kategorie vice zastoupena. Bylo mozné pozonm&ech odisrech (1., 3. a 4. odb), ze
tato kategorie byla vyraZj$i u varianty s pdanimmr, statisticky pitkazného rozdilu bylo,
ale dosazeno pouze u @db ve 12. tydnu. Polyembryonie gastji vyskytovala u varianty
oSetené pomoci BAP. Nejvice zajimavou kategorii je stéjikvalitni rané embryo spolu
s kategorii Ziva meristematickd hmota. Bylo fagozorovano, Ze zastoupeni ob&chto
kategorii s narstajicim ¢asem odbru klesa. Z toho se da usuzovat, Ze tato embrydgenn
hmota mezi jednotlivymi odiny degenerovala. Ve vSech adéch byla Ziva meristematicka
hmota vice zastoupend u varianty BAP.

Graf 8.3.1.5 srovnava édwkategorie, jednou z nich jsou degenerujici menstecke
struktury a druha je Ziva meristematicka hmota emlKtato kategorie zahrnuje: kvalitni rana
embrya, polyembryonii a Zivé meristematické strogtul v tomto grafu pedstavuji 100 %

vSechny meristematické struktury nachazejici seltwie. Z grafu je patrné, Ze varianta
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s pidanim BAP si vedla |épe nez variantan§, tedy, Ze obsahovala memegenerujici
meristematické hmoty.

Graf 8.3.1.6 je podobny grafuiquesSlému, ale vidime zde p&mé zastoupeni
polyembryonie v kultte. Kategorie kvalitni rané somatické embryo a Zivd@ristematicka
hmota byly slogeny. Nekteré struktury z kategorie Ziva meristematicka tanjgou velmi
tézko rozeznatelné a neni mozné u nich posouditsedejedna o kvalitni embrya, ktera jsou
aleftiznutd v jiné rovia nez vodorovné s rovinou medialni (podrobny popiskap. 8.2.1 a
8.2.2). Ztohoto grafu je tedy patrné, Ze polyerobrg neni nijakéastym jevem u kultury
107, vyskytuje se v procentualnim zastoupeni 0-Z0dlkového mnozstvi meristematickych
struktur nachéazejicich se v kuku Statisticky vyznamny rozdil byl u polyembryonie

pOzorovan pouze v prvnim ogto.
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Graf 8.3.1.4: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100
% je vtomto grafu zvolen sdet vSech meristematickych kategorii. Porovnaniavayi s BAP a &1T, na
ose X jsou uvedeny tydny kultivace. Rozdily meziiatatami byly hodnoceny jednov§tovym testem
ANOVA, hvézdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.

57



/ N

100% -
80%
60% - @ Zivé meristematické celkem
20% | O degenerujici meristematicka

struktura
20% -
0% T T T T T T T T T T
BAP MT BAP  MT BAP MT BAP MT
L 4. tyden 8. tyden 12. tyden 16.tyden )

Graf 8.3.1.5: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100

% je v tomto grafu zvolen soet vSech meristematickych kategorii. Kategorie hnetistematicka celkem:
kvalitni ran& somaticka embrya, polyembryonie @& fieristematicka hmota. Porovnani varianty s BAP a
mT. Rozdily mezi variantami byly hodnoceny jedno#tyglvym testem ANOVA, h¥zdicka oznéuje

vyznamny statisticky rozdil.
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Graf 8.3.1.6: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 107: Jako100

% je v tomto grafu zvolen soet vSech meristematickych kategorii. Kategorie Ingtistematicka celkem
vtomto @ipact zahrnuje kvalitni rand somatickd embrya a Zivouistematickou hmotu. Porovnani
varianty s BAP a snT, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace. Rozdilzinariantami byly hodnoceny

jednovylkErovym testem ANOVA, h¥zdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.
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8.3.2. Kultura 34C

U kultury 34C byly provedeny pouze dva &Spe odbry v proliferani fazi, poté
bohuZel doSlo, #hem nésledné kultivace k mikrobiélni degradackeefho materiélu.

Graf 8.3.2.1 zobrazuje dva a#l, v tomto gipact je jakoZzto 100 % zvolen séet
vSech definovanych kategorii s@asré s kategorii bilé misto (podrobny popis kategoizi v
kap. 8.2). Bilé misto vyjddje prostor, kam padl bodfipméieni po piloZzeni ntizky
v programu Ellipse, ale Zadna &ina struktura se zde nevyskytovala. @maam to, jak byla
dand kultura rozvobnd po veSkerém zpracovanthem fixace a nasledné tvorby trvalych
preparai (viz kap. 7. Material a metody). Rozdily mezi jedivymi variantami BAP anT
jsou statisticky ptkazné u kategorie mrtvé suspenzorovékyw obou odbra.

Graf 8.3.2.2 popisuje jiz situaci procentualnihstaapeni bez bilého mista, 100 % je
utv&eno kategorii meristematickd hmota celkem a mrtwpenzorové hiky. Je vidt, Ze
kultura se chovala konzistedtnu obou odbra byl wvétSi podil meristematickych struktur
pozorovan u varianty siganim BAP, nicmé statisticky piikazné to bylo pouze v prvnim
odbkeru.

Graf 8.3.2.3 vyjatlje vSechny zastoupené kategorie. Z grafu je paméategorie
polyembryonie se nevyskytovala v Zzadném zéoilbbez ohledu na variantu pouzitého

cytokininu. Lépe bude situace ¥icha nasledujicim grafu.
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Graf 8.3.2.1: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 34C: Jako
100 % je v tomto grafu zvolen simt vSech kategoriidetrg bilého mista. Meristematickd hmota celkem
zahrnuje: kvalitni rand embrya, Zzivou meristematick hmotu, polyembryonii a degenerujici
meristematické struktury. Porovnani varianty s BARB mT, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace.
Rozdily mezi variantami byly hodnoceny jednogsdvym testem ANOVA, hézdicka ozn&uje vyznamny
statisticky rozdil.
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Graf 8.3.2.2: Pon&rné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 34C: Jako
100 % je vtomto grafu zvolen stet vSech kategorii bez bilého mista. Meristematick@dta celkem
zahrnuje: kvalitni rand embrya, Zzivou meristematick hmotu, polyembryonii a degenerujici
meristematickou strukturu. Porovnani varianty s BARmT, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace.
Rozdily mezi variantami byly hodnoceny jednogsdvym testem ANOVA, hézdicka ozn&uje vyznamny
statisticky rozdil.
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Graf 8.3.2.3: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 34C: Jako
100 % je v tomto grafu zvolen simt vSech kategorii bez bilého mista. Porovnanamgris BAP a snT,
na ose X jsou uvedeny tydny kultivace.

Graf 8.3.2.4 zobrazuje jiz pouze procentualni zgstai jednotlivych
meristematickych kategorii v dané kutu Na prvni pohled je z grafu jasné, Ze kategorie
polyembryonie u kultury 34C zcela chya. Rrestoze z grafu 8.3.2.2 bylo ¥id ze varianta
sml ma mensi zastoupeni meristematické hmoty, naotagréifu je vidt, Ze je ovSem
tvorena pedevSim Zivou meristematickou hmotou nikoliv degewanymi strukturami.

Varianta s pidanim BAP ngla vétSi podil meristematické hmoty z celku, ale ve gatkie se
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jednalo o degenerované meristematické strukturgnydaozdil je také vigt u kategorie
kvalitni rané somatické embryo, kde variantafidgnim mT jasré vitézi, ale opt pouze
v prvnim odiru byla tato skut&nost dostatné statisticky ptikazna.

Graf 8.3.2.5 potvrzuje to co bylo jiz patrnéiegesiého grafu, tedy, Ze variantanB
ma vyrazi lepSi vysledky ve vyskytu Zivych meristematickygthuktur nez varianta £bn¢

pouzivanym cytokininem BAP. Polyembryonie se u téthury viibec nevyskytovala.
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Graf 8.3.2.4: Ponérné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 34C: Jako
100 % je v tomto grafu zvolen s@t vSech meristematickych kategorii. Porovnaniavdyi s BAP a s1T,

na ose X jsou uvedeny tydny kultivace. Rozdily meaiantami byly hodnoceny jednowovym testem
ANOVA, hvézdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.
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Graf 8.3.2.5: Pon&rné zastoupeni meristematické hmoty naezech proliferujici kultury 34C: Jako
100 % je vtomto grafu zvolen simt vSech meristematickych kategorii. Kategorie Zivéristematicka
celkem: kvalitni rana somatickd embrya, polyembiganzivd meristematickd hmota. Porovnani varianty
s BAP a smT, na ose X jsou uvedeny tydny kultivace. Rozdilgzmvariantami byly hodnoceny
jednovylkErovym testem ANOVA, h¥zdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.
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8.3.3. Porovnani kultur 107 a 34C

Porovnani kultur 107 a 34C bylo provedeno u dvooend 4. a 8. tyden kultivace na
proliferatnim médiu, protoze jich u kultury 34C bohuzel vinebylo odebrano. Jako
testované faktory v procentualnim zastoupeni jdohyoh strukturalnich kategorii byly
1. Vliv. embryogenni kultury a 2. Vliv rozdilnéhdigavku cytokininu do média a zarave
provazanostéchto faktofi. VSechny statistické vysledky jsou uvedeny ve dgihlednych
tabulkach (tab. 8.3.3.1 a 8.3.3.2 ),ikvprovazanosti tohoto hodnoceni mezi zvolenou
kulturou a hormonem, nemohly byt pouZzity statistiglymboly v grafech.

odb ér 1 - 4. tyden kultivace

Kvalitni Ziva Poly- | Degenerujici| Mrtvé Bilé misto Ziva
Faktor rané meristemat. | embryonie | meristemat. | suspenzor. meri. hmota

embryo hmota struktura bunky celkem

A:

Hormon n.s. n.s. 0,001550* | 0,000000* n.s. 0,002816* n.s.

B:

Kultura n.s. 0,041465* | 0,000731* | 0,000000* | 0,000000* | 0,000000* n.s.

AB 0,015181* n.s. 0,001550* | 0,000000* | 0,000000* | 0,000000* | 0,005254*

a=0,05

Tab. 8.3.3.1: Statistické vyhodnoceni dvouwsiiové ANOVA ukazujici rozdily v podmném zastoupeni
jednotlivych stanovenych kategorii v zavislostizwmlené kultéie a zvoleném hormonu. Jedna se o prvni

odk@ry sledovanych kultur 107 a 34C, coZ odpovidaltydnu kultivace na prolifegaim médiu.

odb ér 2 - 8. tyden kultivace

Kvalitn{

Ziva

Poly- Degenerujici Mrtvé Bilé misto Ziva

Faktor rané meristemat. | embryonie | meristemat. | suspenzor. meri. hmota

embryo hmota struktura bunky celkem
A:
Hormon n.s. n.s. n.s. n.s. 0,000055* | 0,000258* n.s.
B:
Kultura | 0,000000* n.s. 0,000137* | 0,000065* | 0,001328* n.s. 0,000811*
AB n.s. 0,000065* n.s. n.s. 0,000000* | 0,000000* | 0,002923*
a=0,05

Tab. 8.3.3.2: Statistické vyhodnoceni dvouwtiové ANOVA ukazujici rozdily v postném zastoupeni
jednotlivych stanovenych kategorii v zavislostiawalené kultiie a zvoleném hormonu. Jedné se o druhé
odkery sledovanych kultur 107 a 34C, coz odpovidalty@&au kultivace na prolifeggim médiu.

V grafu 8.3.3.1 je ukazano (st&jtak to dokladaji uvedené tabulky), Ze kategorié bi
misto a roviZz mrtvé suspenzorové tky se liSi v zavislosti na kulte tak i na zvoleném
hormonu. Nicmé# zajimawjSi kategorie (meristematicka hmota celkem) sdaliSiatisticky

vyznamrié pouze v druhé odbu a to s ohledem na zvolenou kulturu, lepSich edsi
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doséahla kultura 34C. | u prvniho adb v této kategorii graf naztaje pozitivrejSi vysledky
34C, nicmén nebyly statisticky pikazné. Nasledujici graf 8.3.3.2 podréjpnilustruje
popsanou skutmost, je z®j zretelrt patrné, Ze kultura 34C dosahoval&tsiho
procentualniho zastoupeni vSech meristematickychktst. Graf 8.3.3.3 ukazuje procentualni

zastoupeni vSech jednotlivych nadefinovanych katego
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Graf 8.3.3.1: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C: Jako 100 % je vtomto grafu zvolen simt vSech kategorii ¢etné bilého mista.
Kategorie ZivA meristematickd celkem: kvalitni rasématickhA embrya, polyembryonie a Ziva
meristematickd hmota. Srovnani kultur 107 a 34@.\e&e8. tydnu kultivace.
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Graf 8.3.3.2: Porovnani porérného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C: Jako100 % je v tomto grafu zvolen simt vSech kategorii¢etrg bez mista. Kategorie
Ziva meristematicka celkem: kvalitni rand somatiek#rya, polyembryonie a ZivA meristematickd hmota.
Srovnani kultur 107 a 34C ve 4. a 8. tydnu kultezac
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Graf 8.3.3.3: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C.Jako100 % je v tomto grafu zvolen strt vSech kategorii bez bilého mista.

Graf 8.3.3.4 vyjatlje procentualni zastoupeni vSech meristematicksthktur
vyskytujicich se v kulturach 107 a 34C, 100 %ritsmieet €chto kategorii. Je patrny rozdil
v zastoupeni kategorie kvalitni rané embryo mesugovanymi kulturami, v prvnim odtu
je tento rozdil jest statisticky nevyznamny, ovSem u druhého ddbje jiz statisticky
prikazné, Ze u kultury 107 byl podil kvalitnich ranyanbryi vysSi nez u kultury 34C. Rozdil
souvisejici s pouzitim hormonu neni statistickyikpzny u této kategorie, i kdyz graf
naznduje, ze lépe vychazela variantan$. Rozdil ve vySSim podilu zivé meristematické
hmoty se oft projevil u kultury 107, nicmén statisticky vyznamny byl pouze u prvniho
odkeru. U kategorie polyembryonie je patrny rozdil jakzi sledovanymi kulturami, tak mezi
variantami BAP amT. Nutné podotknout, Ze u kultury 34C nebyla polpeyonie vibec
pozorovana. Byla tedy zastoupena pouze u kultuyd@o spiSe u varianty oEené BAP.
Jasi prokazatelny vysledek je rozdil v kategorii degejiei meristematicka struktura, tato
kategorie byla vice zastoupen u kultury 34C, vgasti na hormonu vysel v této kategorii
lépe BAP, jelikoZ u této varianty bylo mensi pratéini zastoupeni. Toto je kategorie, jejiz
struktury nejsou pro dalSi vyvoj vhodné, proto nefiivysoké zastoupeni Zadouci.

Graf 8.3.3.5 zahrnuje pouzedkategorie, vSechny Zivé meristematické hmotyigkl
do jedné skupiny a srovnava jejich podil z celkwdilem degenerujici meristematické hmoty
v kulturach. Vyznamny rozdil v zastoupeni degeneith struktur je patrny mezi
jednotlivymi kulturami. Kultura 34C ma statistickyznamrjSi podil této hmoty. Pokud tedy

v prvnim grafu bylo ukazano, Ze veSkeré meristask@thmoty (tedy &etné degenerujicich
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struktur) je u kultury 34C vice, tak tento graf thuld, Ze ¥tSi podil z toho zaujimala prav
degenerujici hmota, ktera je vSak pro dalSi vyeeja nevhodna.
Z grafu 8.3.3.6 je patrné, ze polyembryonie se yiskala pouze u kultury 107.
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Graf 8.3.3.4: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C: Jako100 % je v tomto grafu zvolen s@t vSech meristematickych kategorii. Kategorie
Ziva meristematicka celkem: kvalitni ran& somatiekérya, polyembryonie a Ziva meristematickd hmota.
Srovnani kultur 107 a 34C ve 4. a 8. tydnu kultazac
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Graf 8.3.3.5: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C: Jako100 % je v tomto grafu zvolen si®t vSech meristematickych kategorii. Kategorie
Ziva meristematicka celkem: kvalitni rand somatiek#rya, polyembryonie a ZivA meristematickd hmota.
Srovnani kultur 107 a 34C ve 4. a 8. tydnu kultezac
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Graf 8.3.3.6: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur 107 a 34C: Polyembryonie se vyskytovala pouze u linie 107.

8.3.4. Porovnani kultur 107, 34C a AFO 541 u varianty B&

Pro moZznost blize posoudit embryogenni potencidumianych kultur 107 a 34C,
jsem ol kultury navic porovnala svelmi dib a pomdrné dlouho znamou Kkulturou
AFO 541. Toto porovnani jsem provedla pouze u wyiaBAP, protoze v dab
vypracovavani prace jsem n&lak dispozici kulturu AFO 541gstovanou nanT.

Statisticky vyznamné rozdily u vSech stanovenydiedarii byly mezi kulturou 34C a
obémi zbyvajicimi kulturami 107 a AFO 541. Mezi kultumi 107 a AFO 541 bylo pouze
malo rozditi, coz dos¥dcuji nasledujici grafy.

Graf 8.3.4.1 ukazuje rozdily mezi kulturami, 34C @& obou zbyvajicich kultur
vyznamr liSi. Zarover byl statisticky prokazan i rozdil mezi kulturam@7l a AFO 541
v zastoupeni vSech meristematickych struktur. Vetajimavy je nasledujici graf 8.3.4.2,
ktery dava pehled o tom kolik zaujimal s¢et meristematickyckidsti z celku oproti mrtvym
meristematickym hitkdm. Nejvice pozitivniho vysledku dosahla kultur&C3 ktera nila
v porovnani s odmi zbyvajicimi kulturami dvakrat tolik meristematich struktur. Nicmé#
jak ukazuji zbyvajici grafy, takésina této meristematické hmoty spadala do kategori
degenerujici meristematicka struktura. Graf 8.3uka&uje vSechny kategorie atiehe.

Graf 8.3.4.4 velmi jagnprokazuje podobnost kultur 107 a AFO 541, kédmtegorie
kvalitni rané embryo, ve které si vedla |épe k@twkFO 541, nebyly na#ieny nijak
statistické vyznamné rozdily mezintito kulturami. Kultura 34C se &p statisticky velmi
odliSovala ve vSech kategoriich. VelmiuleZité je si také uwdomit, Ze kategorie
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polyembryonie nebyla u kultury 34Qilvec pozorovana. Graf 8.3.4.5 pouze dtitpéedstavu
o rozdilech kultury 34C od obou zbyvajicich kultBro lepSi pehlednost jsou v tomto grafu
sloweny kategorie kvalitni rané embryo, Ziva meristeokathmota a polyembryonie, tedy ty

kategorie, kteréigdstavuji Zivou meristematickou hmotu.
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Graf 8.3.4.1: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdfenych na médiu s pidanim BAP: Jako100 % je v tomto grafu zvolen
souwtet vSech kategoriidetrg bilého mista. Meristematickad hmota celkem zahrrivjelitni rana embrya,
Zivou meristematickou hmotu, polyembryonii a degejiei meristematickou strukturu. Rozdily mezi
variantami byly hodnoceny jednowiovym testem ANOVA, h¥zdicka ozn&uje vyznamny statisticky
rozdil.
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Graf 8.3.4.2: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty natezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdfenych na médiu s pidanim BAP: Jako100 % je v tomto grafu zvolen
souwet vSech kategorii bez bilého mista. Meristematick@ta celkem zahrnuje: kvalitni rana embrya,
Zivou meristematickou hmotu, polyembryonii a degejiei meristematickou strukturu. Rozdily mezi
variantami byly hodnoceny jednowiovym testem ANOVA, h¥zdicka ozn&uje vyznamny statisticky
rozdil.
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Graf 8.3.4.3: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty na‘ezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdtenych na médiu s pidanim BAP. Jako100 % je v tomto grafu zvolen
souwet vSech kategorii bez bilého mista.
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Graf 8.3.4.4: Porovnani pomdrného zastoupeni meristematické hmoty nafezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdtenych na médiu s pidanim BAP: Jako100 % je v tomto grafu zvolen
sowet vSech meristematickych kategorii. Rozdily meariantami byly hodnoceny jednowiovym
testem ANOVA, h¥zdicka oznduje vyznamny statisticky rozdil.
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Graf 8.3.4.5: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty nafezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdtenych na médiu s pidanim BAP: Jako100 % je v tomto grafu zvolen
souwet vSech meristematickych kategorii. Rozdily meziantami byly hodnoceny jednowiovym testem

ANOVA, hvézdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.
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Graf 8.3.4.6: Porovnani pordrného zastoupeni meristematické hmoty nafezech proliferujicich
kultur AFO 541, 107 a 34C oSdenych na médiu s pidanim BAP: Jako100 % je v tomto grafu zvolen
souwet vSech meristematickych kategorii. Rozdily meziantami byly hodnoceny jednowiiovym testem

ANOVA, hvézdicka ozn&uje vyznamny statisticky rozdil.
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9. DISKUSE

Volba linii pro experiment

Pro testovani vlivu topolinu na strukturalni vyvanbryonalni suspenzorové hmoty
v pribéhu prolifer&ni faze bylo nutné zvolit vhodné kultury. Konkréti pouzitymi
embryogennimi kulturand?. abiespro tuto praci byly linie 107, 34C a AFO 541. Okultury
jsme dostali od Dr. Malé (linie 107 a 34C), v jegiinlymu byly kultury odvozeny a
vyhodnoceny jako embryogenni. Tym Dr. Malé ve VULHM& letitou praxi ve studiu
somatické embryogeneze, pravidebtdvozuje velké mnozstvi novych embryogennich kultu
Z divodu, Ze dle jejich pozorovani dochazi pcitér dok& ke ztr&& embryogenniho
potencialu linii, vintervalu ifiblizné¢ dvou let odvozuji embryogenni kultury nové ze
somatickych embryi ve stadiu maturace. ¢Omie 107 a 34C byly povaZzovany za
responzivni, s vysSim embryogennim potencialem chlyyn ristem embryogenni masy
v proliferani fazi. Embyogenni linie byly charakterizovany egdgenni kapacitou
(potencidlem) vyjaienou jako pdet somatickych embryi na gram embryogenni masy, po
5tydenni kultivaci na médiu s ABA. Podrd kultivaci byla embryogenni kapacita u obou
kultur vysoka a statisticky mezi nimi nebyl vyznamrozdil (134+41, 142+ 38 ), po dvouleté
kultivaci se u kultury 34 C vyrazZnsnizil embryogenni potencial (18+6), zatimco utuuyl
107 astal relativie vysoky (116+38), Mal& a kol. - Vytoi zprava QH82303, 2011. Bchto
kultur jsme tedy fedpokladali odliSnou reakci naizné cytokininy a fipadré i zvySeni
embryogenniho potencialu.

Abychom mohli proces porovnat s jakymsi "standarfetedy zavedenou a disb
prostudovanou embryogenni linii téhoz rostlinnéhdhd, zaadili jsme do studie téz kulturu
AFO 541. Tato kultura je velice stabilni, dlouhodols@ESné pouzivana, odvozena byla
ve Francii poatkem 90. let (Galerne a kol., 1992; Ruaud a kt#92). Riklady praci
provadgnych na kultiie AFO 541 jsou ndjklad: Vondrakova a kol., 2010, Svobodova a kol.,
1999, Schwarzerova a kol., 2010, Lipavska a kd@lQ02 Grigova a kol., 2007, Konradova a
kol., 2003.

Diplomova prace zahrnuje vysledky z prolifemafaze SE. Planem bylo zahrnout do
této prace i fazi maturace, bohuzel kultury pevedeni na matwai médium nejevily
uspokojivy vyvoj a naslednna spolupracujicim pracovisti doSlo k mikrobiattégradaci
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veSkerého materialu (viz kap. 7. Material a metaalyroro se prace musela zUzit pouze na

fazi proliferani.

Kvantitativni  hodnoceni  strukturalnino  vyvoje proliferaéni faze

embryogenni kultury

Dle mrg dostupnych znalosti, vSechny studie v litemtukteré studovaly SE
jehlicnani, se pi popisu proliferéni faze omezuji na kvalitativni popis (ifaplakman a von
Arnold, 1988) nebo na semikvantitativni popis 2&ny na vyskyt ranych somatickych
embryi (nap. Carneros a kol., 2009). Je tedy tweddnitelny gedpoklad, Ze tato diplomova
prace poskytuje zcela originalni vysledky kvaniaitho hodnoceni vyskytu tené
embroygennich struktur s pouZzitim stereologickycbtad a systematického rovnéme
ndhodného vzorkovani. Tento tgob kvantitativnino hodnoceni zauje nevychylenost
odhadi métenych kvantitativnich paramétr

Pro kvantitativni hodnoceni byla vypracovana mig@gro stanovovani po¥meho
zastoupeni jednotlivych strukturalnich kategoriikvalitni rané somatické embryo, Ziva
meristematickh hmota, polyembryonie, degeneruji@ristematické struktury a mrtvé
suspenzorové hiky. Porérné zastoupenéthto struktur v embryonalni suspenzorové himot
bylo hodnoceno s pouzitim bodové metody (Weibel 91 Albrechtova a Kubinova, 1999).
Tyto metody bylo mozno pouzit digit&nprostednictvim programu Ellipse, modul
PG_Multi_FG, ktery umaiuje zaznamenavat cela@du nadefinovanych kategoriéasti
pozorované struktury) pomoci vicerommé niizky, kdy jednotlivé zasahy do struktur jsou
interaktivre ozn&ovany Gznymi grirazenymi barvami.

V kazdém odbru bylo provedeno 36 &eni, coz zajistilo dostateou vypovidajici
statistickou hodnotu.iEsto i statistickém vyhodnoceni jednowiové ANOVA, bylo nutné
posoudit, zda vylatit odlehl4 pozorovandi s nimi také pracovat. Paimé dost gipadi bylo
v hodnoticim protokolu NCSS, ozfemo jako nerovnogmné, nenormalni rozteni, ve
kterém se nachazeji odlehla pozorovani. Prograrsem gi nhechala ozéiav matrici o ktera
konkrétni pozorovani jde, vymazala je a spustilagmm znovu. Vysledek byl ten, Ze
~probabily level" se nikterak neznil ve smyslu statistické vyznamnosti. siedku toho
jsem od vylgovani odlehlych hodnot upustila a vyuzivala drulhoeznost, kdy program je

schopen vyhodnotit i nerovna@ma neieni a ukazat jejich statistické vyznamnosti.
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DalSim divodem pré by nebylo vhodné odlehla pozorovani Wiuat, je to, jakym
zpisobem se kultura chova. Kultura je velmi heterogena rékterych mikrofotografiich
jsem mohla pozorovat velky pet kvalitni ranych embryi a na jinych rédgad nebylo Zadné,
ale namisto toho se na ni vyskytovaly pouebd degenerované struktury, z tohotwatiu
jsem provadia jiz zmirenych 36 ndteni u kazdé kultury. Je dost prapddobné, Ze oblasti
obsahujici degenerované meristematické struktumyastazeji uvnitembryogenniho hmoty
a naopak fotografie, které byly naph@ kvalitnimi meristematickymi strukturami se
vyskytovaly v @imé blizkosti kultivéniho média. Pro tyto dominky jsem bohuzel
neprovedla fesrEjSi pozorovani. Ve studii provédi na stejném druhu, tedy. abies bylo
pozorovano, Zze pré&vembryogenni struktury nalézajici se iinpém kontaktu s médiem
vétSinou ezivaly, proliferovaly a nésledn vyvijely, naopakiasti bez jakéhokoliv kontaktu
s kultivaitnim médiem ve &sSin¢ pripadi vyschly a nedosahly dalSiho vyvoje (Mo a von
Arnold, 1991).

Sledované strukturalni Gtvary prolifera¢ni faze somatické embryogeneze

Cela diplomova prace byla vypracovana na embrydgemnaterialu smrku ztepilého
nachazejicim se v prolifemi fazi somatické embryogeneze. Zakladni charaitikou
proliferujici embryogenni kulturf. abies ale i vSech jehthanmi obecr, je tvorba kvalitnich
ranych somatickych embryi (Hakman a von Arnold, 8 98vobodova a kol., 1999), které
jsou gedpokladem pro jejich Uspny vyvoj v dalSich navaznych fazich SE. Dle mych
znalosti dosud neexistuje studie, kterd by se plekwketailré, s kvantitativni analyzou,
studovat strukturdini sloZzeni a vyvoj kultur v pierdacni fazi somatické embryogeneze
jehlicnani. Zvoleni jednotlivych kategorii nebylo nijak nameg vyslo z bedlivého
pozorovani nami zvolenych embryogennich linii acasfji se vyskytujicich bu&nych
struktur v €chto burénych kulturach.

Prvni kategorie a zéaroitenejvice sledovand je kategorie kvalitni rané sakat
embryo. Struktura ranych somatickych embryi bylémvepodrobrg popsana vidvejSich
studiich, jedna se o bipolarni komplex Rusteristematické hmoty na niz navazuji podlouhlé
vysoce vakuolizované lilly suspenzoru (Hakman a von Arnold, 1988, Svobodo\kbl.,
1999, Carneros a kol., 2009). Tato kategorie, jakbylo receno, gedstavuje velmi dobry
ukazatel kvality dané kultury, prévyto struktury ranych somatickych embryi maji paiél
po preneseni na matuiai médium dale se vyvijet a nasléddat vzniku Zivotaschopnym

rostlinam. Je velmi vhodnéfipomenout, Ze rana somaticka embrya jsou svoji ofegfi
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velmi podobnac¢asnym stadiim vyvoje embryi zygotickych (Nagmanikal., 1995,
Svobodové a kol., 1999, von Arnold a kol., 2002).

DalSi stanovenou kategoritgristavovaly Zivé meristematické struktury, kterbyhe
mozné zeadit mezi bipolarni kvalitni rana embrya, aleiky si uchovavaly meristematicky
charakter: drobné izodiamterické iy s velkym jadrem a denzni cytoplasmou bez
piitomnosti vakuolarnich kompartméntTyto buiky si predpokladas mohou uchovavat
embryogenni potencial. Jednalo seifldad o tzv. slun&oveé struktury, které byly @
popsané jiz v tivéjSich studiich, pedstavuiji radialni struktury meristematickych ofildgere
jsou obklopeny vysoce vakuolizovanymii@ami (Jalonen a von Arnold, 1991§asgjsi
vyskyt konkrétg téchto struktur byl pozorovany u pouzité embryogdaniury 34C, zarovie
byly do této kategorie ¥azovany i Gtvary u nichz jsenigpokladala, Ze se jedna o kvalitni
embrya, ale nebyla nafocena v medi&tzove rovig, ani v roviré s ni vodorovnou.

To, jakymi fiznymi zpisoby je mozny vznik ranych embryi, vedlo ke stamdwalSi
kategorie, tzv. polembryonie. &néa polyembryonie byla &ppopsana jiZz fed mnoha lety,
jedna se o jev,ipkterém vznika vice embryi z jediné struktury,rétena podob&jako rané
somatické embryo bipolarni charakter, kdy meristeska cast ma skolik i nepravidelg
formovanych meristematickych vrclich tato mersitematick&ast ma nasledprilehly jeden
spol&ny suspenzor (Hakman a von Arnold, 1988, Jaksilola 995, Svobodova a kol.,
1999). Tento jev byva pozorovan i u zygotické emggneze (von Arnold a kol., 2002).
Kazda bug¢na kultura ma jiny embryogenni potencialasto se kultury odliSuji i vyskytem
v ¢etnosti  jednotlivych meristematickych struktur, coagiklad velmi dolle dokazuje
zjisténi, Ze u kultury 34C nebylatibec Zadna polyembryonie pozorovana, nebyl tedy ani
pozorovan rozdil v pouZziti hormonuiepm¢ se jedna o charakteristicky rys, konkeétato
bungé¢né embryogenni linie.

Pro velmi vysokowetnost vyskytu musela byt stanovena dalSi kategkigeou jsem
v literatue nenasla definovanou. Jeji nazev byl nadefinoako flegenerujici meristematické
struktury. U &chto struktur byla pozorovana vyrazna podobnosjielj organizovanosti jako
u embryonalnich butnych struktur obouiedchozich kategorii. Degenerace embryonalnich
struktur se projevovalaiedevsim v meristematickésti v narusSeni bidnych jader bugk,
dukazem byla nedostateda probarvenost pravou jadrovdarveni (podrobgji kap. 8.2.4).
O takovychto Utvarech se bohuzZel dostupna liteaablize nezniiuje ani je nijak nepopisuje
¢i nespecifikuje. Lze tedy usuzovat, Ze se jednéanbrgogenni meristematické struktury,
u kterych ovSem vzdy v deélprislusného odiru jiz zap@ala jejich degenerace tedy jejich

embryogenni charakter je silapochybgn.
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DalSi neembryogenni strukturou byla kategorie amavsuspenzorovée tiky (kap.
8.2.5), které byly velmi ddle rozpoznatelné, diky svému podlouhlému tvaru (Hakie von
Arnold, 1988), nicméhse fFesto v jejich blizkosti néezu nenachazela Zaddnd meristematicka
hlava raného somatického embrya. Samjpz je mozné, Zgez, ktery je veden kulturou
nahod® nemusi prochazet medianni rovinou a tedy meridiek@a hlava mohla byt
hypoteticky @itomna v jinych, naslednycltezech odebranym vzorkem. Nicréénato
kategorie byla pozorovana pouze u 3.adtkultury 107 oSéeného pomoci BAP. Ukazalo
se, Ze to byl ale jediny odh u kterého bylo mozné tuto kategorii pozorovabyato byla tato
skupina rozliSenych suspenzorovych &upro swvij nedostatény vyskyt slodena s posledni
kategorii, kterou fedstavuji mrtvé suspenzorovénhy.

Posledni neembryogenni strukturdegstavuje hmota t¥ena celul6znimi busgnymi
sttnami mrtvych suspenzorovych hikn bez bugcného obsahu, které nejevi Zzadnou
organizovanost. Je to evidedthmota mrtva, ktera postuprichem zpracovani bétného
materialu odpadala od embryogennich struktur. $atdturalni kategorie byla nadefinovana,
protoZze tato hmotditala vysoké procento v p@mém zastoupeni. Bylo mozné pozorovat
rozdily vcetnosti vyskytu této hmoty v jednotlivych aatbch. U rkterych odiBra zaujimala
velké procento vyskytu, t&hnezbylo Zzadné bilé pozadi fezech, naopak u jinych ogti
byla kultura rozvolangjsi (graf 8.3.3.1).Nicmére rozvolrénost této hmoty iiive byt i
artefaktem, ktery vznikne a#ipzpracovavani anatomickydbzi.

Srovnani vlivu BAP amT na zvolené embryogenni linie

Cytokininy jsou fistové regulatory, které stimuluji btimé cleni, kontroluji
morfogenezi rostlin a maji svou ulohu i v regulsekundarniho metabolismu rostlin, jsou pro
spravny vyvoj a produkci rostlim vitro, stejré tak i produkciin vivo nepostradatelné. Po
mnoho let byl isoprenoidni typ cytokirinnejéZzreji pouzivanym druhem fmdvanym
do kultivatnich médii, az do okamziku, kdy byly objeveny artiok& cytokininy (Strnad,
1997). Ty se zahy na to dostaly do fexfi zajnii mnoha ¥deckych tyni po celém sité
s mySlenkou moZznosti vhodného zlepSeni kuitivao protokolu ¢i moznosti snizeni
nékterych abnormalit, které doposu@zb¢ pouzivané cytokininy Zisobuji (jakymi jsou
nekréza keéenové ¢epikky, pirehnana hyperhydratac& piediasna senescence rostlin).
Zarover bylo pozorovano navysovani mnozstvi namnoZenycbktsir bthem kultivace
oSetenemT (Mal& a kol., 2009, De Diego a kol., 2010).
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Do dneSnich dni se objevuji stadle nové studie plkmé& na @zném rostlinném
materialu, které dokladaji pozitivniciaky topolini. Na z&klad téchto vysledk dokonce
nekteri autdi pokladaji topoliny na tzv. ,vSelék" (Aremu a koR012a).

Opravrenym predpokladem tedy bylo, Ze i u somatické embryogefea@&nani by
mohly topoliny mit pozitivni vlivy na vyvoj a&etnost kvalitnich somatickych embryi.
Pozitivni vlivy byly pozorovany ndiklad u somatické embryogenelzeucojum aestivuma
stavbu, kvalitu a icetnost somatickych embryi, kde pouziiT se prokazalo jako
normalni embryi bylo pozorovano u a&stimT (Ptak a kol., 2013).

Pro tuto praci byl zvolen konkr&tnmT, jehoz vlivy na kvalitu a zastoupeni
jednotlivych struktur jsem porovnavala &hb¢ uzivanym BAP. Nejvice zajimavé kategorie,
tedy meristematické struktury, ve vSech &elesh zaujimaly velmi nizké procentualni
zastoupeni z celkové hmoty. U této kategorie byltuky 107 pozorovany vyznamné
statistické rozdily u variant ogehych BAP anT. V prvnich tech odisrech této kultury (tedy
4., 8. a 12. tyden kultivace na proliféndm meédiu) si vedla |épe varianta isdanim BAP.
U ¢tvrtého odBru (16. tyden kultivace) nebyly jiz rozdily v zaspeni meristematickych
struktur znatelné (graf 8.3.1.1). Srovnatelné hiyglne ¢tvrtém odigru by mohly naznsovat,
Ze kultura byla fliS dlouho kultivovana na prolifekaim médiu a naslednproto doSlo
k poklesu ve vyskytu meristematickych struktur. &iepysledky BAP nemusi jaSznamenat,
fazich vyvoje lepSi vlastnosti a vysSi mikropropaggpii oSeteni BAP, tento cytokinin
prokazoval mnohem vyssSi efektivnosthbem indukce explant&t Nicméré v pozdjSich
fazich vyvoje se ukéazala varianta @8at pomocimT jako vyhodwjSi, jelikoZ rostliny
odvozené na BAP nebyly tak debschopné zakenit jako pra¥ varianta snT (Mala a kol.,
2009). Zastoupeni vSech meristematickych struktam nukazuje jak je dana kultura
embryogenni a zvolené ofati nize tento embryogenni potencial vylepSovat (von Afro
kol., 2002).

Mnohem dilezit¢jSi je pozorovani tykajici se p@mmého zastoupeni kvalitnich ranych
embryi, Zivé meristematické hmo®i polyembryonie. Pr&v tyto kategorie fedstavuji
vyborny ukazatel toho jak je dana kultwazvolené oSéeni kvalitni (Hakman a von Arnold,
1988, Jalonen and von Arnold, 1991). V tomkipact je tedy mozné pouze konstatovat, Ze si
oSeteni BAP vedlo &etnosti &chto struktur 1épe.

Vyraznym trendem v fibéhu kultivace bylo, Z€im se jednalo o pozgi odker, tim

byla stale vice zastoupena kategorie degenerovangcistematickych struktur (graf 8.3.1.4).
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Velmi zajimavy je zlom veiétim odkru (12. tyden), kdy varianta na BAP nejevi ¢est
vyrazné navyseni této kategorie, ale variantare8aétpomocmr jiz vyrazré navysila podil
degenerovanych meristematickych struktur. &tertém odru se jiz rozdily v mnozstvi
degenerovanych struktur mezi variantami vyrovnafcelého tohoto pozorovani Ize
usuzovat, Ze embryond&nsuspenzorova hmota fiatajici na BAP degeneruje pa&ad
Zarover nam toto zji&tni miZe naznéovat jak dlouho Ize udrZzovat a nechavatistat
embryonalg suspenzorovou hmotu na prolifénédm médiu nez zme degenerovat.
U variantymT by mohlo znamenat zkraceni celkové délky kultevaa proliferanim médiu a
diivejSi preneseni na matufiai médiu dosazeni lepSich vyslédkoz by samazjme bylo pro
kultivacni protokol Zadouci pro potenciondlni dalSi kofmérvyuZziti. Nebo pokud by se
napiklad snizila délka subkulti¢aich interval, mohla by byt varianta gidanimmT lepSi
nez s BAP. Coz bylo i prvotnimigdpokladem. Délka subkultitsaiho intervalu byla
u kultury 107¢tyii tydny, stejnou délka subkultigaiho intervalu byla vyuZzita i &. glauca
(Hakman a von Arnold, 1988). Nicm&pro tyto dominky nemam zadné vlastni relevantni
vysledky.

Pokusim se tedy shrnout pozorované jevy uwéndprovedenych na bgnné kultue
107, které mi fipadaly nejzajimaySi: ze srovnavanych variant BAPmarl si lépe vedla
kultura oSatena na BAP, u které bylo statisticky vyznanwice se vyskytujicich kvalitnich
meristematickych struktur, naopak variantan’s obsahovala vysoky podil degenerovanych
struktur. S narstajici dobou kultivace u obou variant d@éef ¢etnost degenerovanych
struktur naifistala, konkréttiu BAP pomaleji. Nicméhz literatury jsou znamy studie u nichz
bylo taktéZ pedpokladem dosazeni lepSich vyslegki oSeteni rekterym z topoliri, ale ve
vysledcich si pekvapiv vedl Iépe klasicky pouzivany cytokinintiladem niize byt druh
R. hybrida ktery byl oSaen MenTR a BA a mnohem nizSi mira produkce rostlin byla
pozorovana u varianty s M8R (Bogaert a kol., 2006).

U kultury 34C bylo taktéZ pozorovano vySSi proocemastoupeni meristematickych
struktur na variadtoSetené BAP (graf 8.3.2.2). OvSem velmi zajimavé bybagrovani, Ze
tato kultura, pestoZe celkové zastoupeni vSech meristematickyahktst (tedy i ¥etns
degenerovanych meristematickych struktur) bylo wvy8Svarianty BAP, tak prav ty
nejdilezitéjSi Zzivé meristematické struktury byly ¢EngjSi u varianty oSéené mT (graf
8.3.2.4), tyto vysledky byly statistickyjkazné. Dokonce se v této struidw varianty BAP
nevyskytovala wbec kategorie kvalitnich ranych somatickych emleg¥ povazuji za zvI#s

zajimavé a zarowe podivné. LepSich vysledk ve vygznosti kvalitnich struktur bylo
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dosazeno ndjklad i u U. glabra kde varianta oS&na ml prokazovala aZz Sestinasobou
vytéZznost oproti variagtBA (Mala a kol., 2013).

Embryogenni potencial jednotlivych kultur

Pro porovnani kultur 107 a 34C jsem vyuZila dvotroms ANOVA, pomoci niz jsem
vyhodnocovala rozdily v procentualnim zastoupednhgtlivych meristematickych struktur a
to jednak v zavislosti na faktoru kultury, aleéakzavislosti na faktoru pouzitého cytokininu
u piislusné kultury a také provazanasihito dvou zmiovanych faktoi.

PrestoZe seipdpokladalo, Ze vysledky budou odviski&gevsim od volby pouzitého
fytohormonu, tak opak byl pravdou, v tomto testuesdhly az na vyjimky meristematické
kategorie statisticky vyznamnych rozZdiNicméreé velmi vyznamné rozdily byly pozorovany
mezi okEmi bun¢nymi liniemi. Embryogenni potencial kultur se vymazisil. Je znamo
Z literatury, Ze tzné odvozené bétiné embryogenni linie vykazuji i rozdilny embryogenn
potencial (Egertsdotter a kol., 1993, Egertsdatteon Arnold, 1993).

| v recentni praci Montalban a kol. (2013) pro¥&& na materialu druhB. radiata
byly testovany vlivy cytokinifi (BA, mT a transzeatin) v koncentracich 25 a 50 yuMuzaé
faze organogenniho procesu, zatowedovaly vliv kultiv&nich podminek na endogenni
hladinu cytokinim a IAA v pribéhu organogenezeiifouziti BA ¢i mT v indukénim médiu
nebylo pozorovano zadné vyznamné zvySeni nebo kaep&eni obsahu endogennich
isoprenoidnich cytokiniin Zarove nebyly pozorovany ani rozdily v kapacirodluzujicich
se vyhori v zavislosti na zvoleném cytokininu. V této studlyly pozorovany znatelné
rozdily v kvali€ genotypovych bustnych linii, celkem bylo testovano 7&znych genotyp
a pouze &které z nich dosahovaly vysokych embryogennichik@diontalban a kol., 2013).

Embryogennim potencialem rozumime tedy to, jakéozstvi meristematickych
struktur je dana bu®na kultura schopna vytigt. Dale se kvalita kultury odviji od
schopnosti utv@t Zivé a pedevSim kvalitni meristematické struktury. ¥padc této
diplomové prace to jsou tedy kategorie: kvalitmi@aomatické embryo, Ziva meristematicka
hmota a v neposledmiadé kategorie polyembryonie. Procentualni zastoupdedevsim
ranych somatickych embryi nachazejicich se v engamyoi kultie predstavuje velmi dobry
ukazatel toho, jaky ma dana kultura embryogenrémmél (Jalonen a von Arnold, 1991).

Nejprve byly srovnavany embryogenni kultury 1034€ u dvou odért oSetenych
na BAP amT (konkrétré se jednalo o odiby provedené ve 4. a 8. tydnu prolifeméa faze).

Rozdily byly pozorovany v procentualnim zastoupguinak kategorie mrtve &ty, tak i
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u kategorii spadajici do meristematickych strukturobou odbra, a bylo jedno jestli se
jednalo o variantu BARiI mT, si véetnosti vSech meristematickych struktur @&tuvSech
meristematickych struktur ¢etné degenerujicich meristematickych struktur) vedlpelé
kultura 34C (graf 8.3.3.2). Z&me jsem zdiraznila fakt zahrnujici i degenerujici struktury,
protoZze jak se ukazalacheem nasledného vyhodnoceni, #nvSechny meristematické
struktury u kultury 34C spadaly pr&do kategorie degenerované meristematické struktury

To by mohlo naznsvat bul’, Ze kultura 34C je malo embryogenni a nebo, Zkadél
jejich subkultivénich interval ¢i délka kultivace nevyhovovala jejim pozadaykedy, Ze
nebyla pro ni fizniva. Faktem ovSemagtava, jak jiz bylo zmino v gedchozim textu, Ze
kultura 34C obsahovala vice meristematickych stnuki/tvarejici tzv. slunékové Utvary a
polyembryonie u této kultury nebylailvec pozorovana a zarave kvalitnich somatickych
embryi bylo v kultéie pozorovano velmi malo. Jak bylo zmmé v gedchozim textu
tykajiciho se srovnani variant v o&eti BAP amT, bylo vice kvalitnich somatickych embryi
na variand s gidanim mT. Tuto kulturu Ize podle mého souduepto povazovat za
embryogenni, jelikoZz #ta potencial vytviet embryogent suspenzorovou hmotu, nicnién
vétSina této hmoty degenerovala, coz pro dalSi sgraymoj neni nijak Zzadouci.

Dukazem pro tyto Gvahy byla dalSi série vyskedkap. 8.3.4), které byly vyhotoveny
na odiru provedeném v osmém tydnu kultivace na prolifeir@m médiu a to u kultur 107,
34C a jako standard vhodny k porovnani byla zvotinahodols UsgESné pouzivana kultura
AFO 541. Odbr byl u vSech kultur na médiu obohaceném o BARKgél je to dlouha léta
béZzneé pouzivany fytohormon a je did znamo, jak se standardni embryogenni kultura
AFO 541 za jeho d&inka chova nejen v prolifetai fazi, ale i v dalSich fazich somatické
embryogeneze.

Porovnanimdchto ti buré¢nych linii bylo dosazeno velmi zajimavych vyslédiZe
vSech grai v kapitole 8.3.4 je na prvni pohled patrné, Zetyl 107 a AFO 541 maiji
naprosto podobné embryogenni vlastnosti, ba dokdecepongrné zastoupeni jednotlivych
meristematickych kategorii je u kultur t&fshodné, meziémito dwmi kulturami nebyly az
na vyjimky pozorovany statisticky vyznamné rozdiNaopak bu&cni linie 34C se od obou
diametralg odliSovala, mezi kulturou 34C a zbylymi @wa kulturami byly prokazany
statisticky vyznamné rozdily ve vSech definovankategoriich.

Z grafu 8.3.4.5 je naprosto jasnpatrné, Ze procentualni zastoupeni Zivych
meristematickych struktur u linii 107 i AFO 541 pehybuje kolem 50 %, ale u kultury 34C

dosahuje toto mnozstvi sotva 10 %.
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Dle Kklasifikace vytvoéené Jalonen and von Arnold (1991), ktera thge
embryogenni buftné kultury uP. abiesdo fi téid podle jejich embryogenniho potencialu a
vyskytujicich se meristematickych struktur, namolend embryogenni kultura 107 spada do
téidy Al, kterou auth povazuji za schopnotddné maturace a naslédasgsného vyvoje.

TaktéZz i u kultie AFO 541 je moZné tutoridlu pisoudit, takto se o této konkrétni

Moznosti vyuZziti somatické embryogeneze jelihani v praxi

Somaticka embryogeneze je u jéhlAni velmi nadjnou metodou pro rychlou
reprodukci genotypu. Tuto metodu Ize sdodem pouzit pro rychlé namnoZeni
vySlechténych genotyp, vysledki genetickych manipulaci nebo pro reprodukci a ze&hbd
cennych a ohrozenych populaciestoze hlavnim Ukolem sgasného lesnictvi je udrzeni
druhové pestrosti lesnich porbsielze opomenout produkciaya jako obnovitelného zdroje
energie. Sotasnym trendem, ktery ma zajistit dostateu produkci €éevni hmoty, je
.Klonové lesnictvi“, tedy pstovani elitnich genotyp namnozenych biotechnologickymi
postupy. Lignikultury, Gelové vysadby pouze pro produkdeuda, s kratkou dobou obmyti,
zaloZzené z&kolika malo Kklori, jsou @zn¢ péstovany na Novém Zélandu, Australii, ve
Spojenych Statech, Japonsku a v E¥rppedevsSim ve Francii. U listnatycha¥in se pro
efektivni reprodukci s vyhodou vyuzZivd organogeneegehlicnatych devin se pro vyuZziti
k efektivni reprodukci intenzivnstuduje prd¥ somatickd embryogeneze. V neposle@iui
somaticka embryogenezeredstavuje &inny regeneréni systéem vhodny pro genetickée
manipulace a ifjpravu transgennich linii jelthatych devin, mimo jiné smrku ztepilého
(Klimaszewska a kol., 2002, Cyr a Klimaszewska,Z200

Nejvétsi prekazkou SirSiho vyuZziti somatické embryogeneze wkisnatepilého je
zavislost usgsné reprodukce na genotypu, tj. responstbjetnotlivych bugcnych linii a
jejich embryogennim potencialu.

Pri reprodukci cennych genotygouto metodou je totiZeba dodrZzovat pravidla jako
pii jiné vegetativni reprodukci, tj. musi byt namnoZdostatény paiet kloni, aby i
piipadné reintrodukci nedochazelo ke snizeni geretwekiability populace, coz by mohlo
mit za nasledek snizeni odolnosti populad&i wnejrizngjSim disturbancim, faktém
prostedi¢i herbivoiim. Potebny p@et reprodukovanych jedidzavisi na velikosti populace
a odhaduje se mezi 30 - 100 genotypy. tévih s velkym rozenim jako je smrk se

piedpoklada minimakh reprodukce 100 genotyp Takto vytvdena syntetickd populace by
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mohla byt vyuZita i pro reintrodukci naiyodni stanovidt (Sindeld& 1982, 1989). Naproti
tomu u lignikultur vysadeBasto na zewuélské pidé, bude mozné vysazovat pouzikolik
nejproduktivigjSich genotyp.

Velmi vhodné vyuziti nachazi somaticka embryogenggtdicnani v poskytovani
genoty spole&nostem zabyvajici seé¢gtovani vanénich stromk. EXxistuji spolénosti,
které se fimo vyuzitim tchto genotyp k produkci vanénich stromk veénuji, prikladem
muze byt spolénost Weyerhaeuser, kteraredstavuje nejtSi spolénost Enujici se
papirenstvi a vyrabjinych produké ze deva. Jedna se o neéfgiho soukromeého vlastnika
lesi v USA. Spolénost byla zaloZena jiz roku 1900 Frederickem Wegeunlserem a nyni se
jiz po vice jak 30 let tato firma zabyva lesnickygzkumem a experimenty, které mimo jiné
zahrnuji [ genetické zlepSovani kvalit vénich stromk
(http://en.wikipedia.org/wiki/Weyerhaeuser).  Tyto irnfa téZz vyuzivA somaticke
embryogeneze profipravu sadebniho materialu, kterym jsou elitni ggop daného druhu
dieviny
(http://www.weyerhaeuser.com/Businesses/Westerniig&ales/ChristmasTreeSeedlings).

K produkci vaneonich stronii dochazi po celém &k na farmach (plantazich), které
zataly vznikat po roce 1980. Spojené statgmecko a Kanada, gatmezi gedni velmoci
v mnozstvi vyprodukovanych stroiinkza rok. Ve Spojenych statech se pohybujéniro
spoteba stromk v rozmezi 35 — 40 miliaha v Evropskych zemich je to az 50 miligrio
dokazuje, Ze je to nezanedbatelnyarpysl. Nagiklad ve Spojenych statech jecng
vysazovano 73 milialn novych stromi. Stromky se prodavaji po dosazeniisé— 10 let.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Christmas_tree_protian).

Je celarada druli vananich stromk, u kterych je mikroprodukcen vitro velmi
dobrym grislibem efektivnosti v mnozeni. Ndklad pomoci SE se mno#bies fraseri
(Pursh) Poir. (Guevira Kirby,1997), Pinus virginianaNO. a Pinus strobusL. (Tang a
Newton, 2005)Pinus eldaricaMedw. (Sen a kol., 1994), velmi dobré mikroprodeikxylo
dosaZzeno také Bseudotsuga MenziedMirb. (Traore a kol., 20053i u Metrosideros excelsa
(lapichino a Airo, 2008)

Je tedy Pejmé, Ze SE je fyziologicky proces, ktery je&zbe zaazovan do
biotechnologickych postuppiipravy sadebniho materialu pro korr@rpsstovani vanénich
stromki. Proto se studiu SE a detailnim analyzam kuititao protokolu procesu SEmuje i
nadéle znéna pozornost.

Velmi casto se samotné spotosti @stujici vandni stromky, zabyvaji

zdokonalovanim protokdl Po dosazeni jakéhokoliv zlepSeéii objevu si spolénosti
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nechavaji ihned patentovat tyto kower vyuzitelné vysledky jejich aplikovaného vyzkumu.
Do té doby o tom spateosti nepodavaji zadné informaceédecké a laické wejnosti.
Dusledkem toho se pak nedostanou tyto objevy obrat@ndo &decké literatury, nelopri
publikovani prace se tato zj@i stavaji véejnou doménou a jsou tedy velpristupna
komukoli bez poplatku. Zatimco jsou-li komerciakatelné vysledky opatentovanyt az
patentermxi jinou formou ochrany duSevniho vlastnictvi, mohgto vysledky byt pouZity
jinym subjektem pouze za podminky zpopéainviastnikovi patentu. Vysledky vyzkumu
firem se dostavaji doédecké literatury proto az po jejich opatentovaiiklRdem takovych
patenti jsou napiklad patenty firmy Wayerhaeuser: u vylepSeni i@$et pomoci spravné
koncentrace ABA v gib¢hu maturace (Gupta a Pullman, 1991). DalSim jefikizol, Ze
kombinace ABA a aktivniho uhli vyragrzvySuje pdet kvalitnich embryi (Pullman a Gupta,
1991) mezi nogjSi patenty pat nagiklad patent zlepSujici mozZnostéani zralosti embryi
(Carpenter a kol., 2000).

Zawerem bych rada vyjada nadji, Ze moje diplomové praceippela urcitym dilem
ke znalostem, které umidji zlepSovani protokolu pro somatickou embryogersarku
ztepilého. Nicmé#é bude teba navazat na tuto praci detailnim studiefipgaré s pouzitim
kvantitativnich metod hodnoceni anatomickych strukt dalSich fazich SE — maturace,

germinace a aklimatizovani.
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10. SHRNUTI

NiZe uvedené zévy odpovidaji vysledkm reSenych cil:

1. Vypracovat metodiku pro kvantitativni hodnoceniukturalniho vyvoje proliferéni
faze somatické embryogeneze se pibmlavétSinow. Byla vypracovana metodika
hodnoceni pogrného zastoupeni embryogennich struktur s pouzikdaiové metody a
systematicky rovnominé nahodné vzorkovani. Pouze se neftdaloreSit problém
segmentace jader meristematickych oblasti pro awnalybrazu, nicmén z ¢asovych

duvodi tato metoda nebyla aplikovana

2. V praci byly nadefinovany kategorie zastupujeinotlivé embryogenni struktury,
které se vyskytovaly v embryogennich kulturach.zZdklad toho bylo naslednméieno
procentualni zastoupeni jednotlivych embryogensichktur. Vedle kategorii zahrnujici
bézne se vyskytujici struktury, jakymi jsou kvalitni mnsomatické embryo, Ziva
meristematickh hmotati polyembryonie, se vtéto studii definovala i lgide
degenerujici meristematické struktury, o kteryckllsemych znalosti v literate nepiSe.

3. Fedpokladana rozdilnost ve variantach i&gich BAP anT, kdy bylo gedpokladem,
Ze variantamT bude prospivat mnohem Iépe nez variantaresat pomoci BAP, se
nepotvrdila u vSech kultur. U kultury 34C s& pSeteni mT vyskytovalo vice Zivych
meristematickych struktur, nez u varianty BAP. Ultkey 107 ve vSech odbech
prospivala varianta o§enha BAP Iépe, obsahovala vy3Si procentudlni zastougpvych
meristematickych struktur narozdil od ni variantdet@na mT méla vySSi podil

degenerovanych meristematickych struktur.

4. Pouzitymi embryogennimi kulturami byly linie: 2,034C a AFO 541. Porovnanim bylo
zjisténo, Ze kultura 107 a AFO 541 se chovaji velmi podobloto zjiS&ni bylo
stanoveno na zakladprocentualniho zastoupeni jednotlivych embryogenikategorii.
Kultura 34C se od obou zbyvajicich kultur vyratisila ve své embryogennim potencialu
a kvality vyskytujicich se meristematickych struktuJ této kultury se #bec
nevyskytovala kategorie polyembryonie. NejvysSihaocpntualniho zastoupeni
dosahovala u této linie kategorie degenerujici shematické struktury.
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Z hlediska testovanych hypotéz je tedy mozno tizake:

1) H1: Kultury rostouci na médiu gidavkemmT budou prospivat mnohem |épe nez
varianta oSéena pomoci BAP.

Hypotéza H1 se nepotvrdila pro vSechny linie.

2) H2: Kultury rostouci na médiu gidavkemmT budou mit ¥tSi pongérné zastoupeni
meristematickych struktur, fedevSim ranych somatickych embryi fipadre
polyembryonie nez varianta ofta pomoci BAP.

Hypotéza H2 se nepotvrdila pro vSechny linie.

3) H3: Studované kultury 107, 34C a AFO 541 budou ygkat obdobny strukturalni
vyvoj odpovidajici vysoce embryogennim liniim.
Hypotéza H3 se potvrdila pro linie 107 a AFO 541.
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