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ABSTRAKT

Tato prace pojednava o studiu vlivu riznych fytohormont, piedevs§im kyseliny abscisové na
chod maturace a auxinu i giberelinu na chod konverze dvou druhti jehlicnani, Abies alba a Picea
abies, ¢asto pouzivanych jako material pti zkoumani somatické embryogeneze. Kazdy genotyp
preferuje urcitou koncentraci ABA. Pro bunééné linie Abies alba jsou nejucinngjsi 15 pM a 45
pM, pro Picea abies — 15 pM a 30 uM ABA. Auxin (IBA) a giberelin (GA3) nepodpotily rist
kofenti u Abies alba. Byla sledovana také interakce mezi houbovymi kulturami Paxillus
involutus a Amanita muscaria a embryi béhem konverze. Houbova kultura Paxillus involutus
méla velmi vysokou rychlost rastu na konverznim médiu. Houbova kultura Amanita muscaria

rostla velmi pomalu. Efekt hub na konverzi nebyl prokazan.

Klicova slova: somaticka embryogeneze, Picea abies, Abies alba, fytohormony, kyselina
abscisova, indolyl-3-maselna kyselina, kyselina giberelova, ektomykorhizni symbidza, Paxillus

involutus, Amanita muscaria, zakofenovani, maturace, konverze.



ABSTRACT

This thesis deals with the exploration of the influence of various phytohormones, primarily the
influence of abscisic acid on the process of maturation and the influence of auxin and gibberellin
on the process of germination of two types of conifers, Abies alba and Picea abies, often used as
a material in the discovery of somatic embryogenesis. Each genotype prefers specific
concentration ABA. 15 uM and 45 uM is the most effective for the cell lines Abies alba; 15 uM
and 30 uM ABA for Picea abies. Auxin (IBA) and gibberellin (GA3) did not support the growth
of roots of Abies alba. The interaction between fungal cultures Paxillus involutus and Amanita
muscaria and between the embryos during the germination was studied as well. Fungal culture
Paxillus involutus had very fast speed of growth on the germination medium. Fungal culture
Amanita muscaria was growing very slowly. The effect of fungi on the germination has not been

observed.

Keywords: somatic embryogenesis, Picea abies, Abies alba, plant hormones, abscisic acid,
indolyl-3-butyric acid, gibberellic acid, ectomycorrhizal symbiosis, Paxillus involutus, Amanita

muscaria, rooting, maturation, germination.
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POUZITE ZKRATKY

2,4-D — kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
2iP — 2-isopentenyladenin

ABA - kyselina abscisova

AM — Amanita muscaria

BA — benzyladenin

CK — cytokininy

cZ — cis-zeatin

DZ — dihydrozeatin

ECM - ektomykorhiza, ektomykorhizni
ESM — embryonalni a suspensorova masa
GA3 — kyselina giberelova

GM - germina¢ni médium

IAA — indolyl-3-octova kyselina

IBA — indolyl-3-méselna kyselina

iPA — isopentenyladenin

MS — Murashige-Skoog

NAA - a-naftyloctova kyselina

PCIB — p-chlorofenoxyisomaselna kyselina
PEG-4000 — polyethylene glycol 4000
PEM — proembryonalni masa

P1 — Paxillus involutus

PTA — polérni transport auxinu

RR — riistové regulatory

SE — somaticka embryogeneze

TDZ — thidiazuron

TIBA — 2,3,5-trijodbenzoova kyselina

tZ — trans-zeatin



1 UVvOD

Somaticka embryogeneze dievin je v mnoha zemich povazovana za u¢inny doplné€k pro
zlepSeni kvality lesa a lesniho materialu, u nas zatim v praxi rozsitena neni. Je metodou, ktera
V budoucnosti umozni rychlou a nizkondkladovou produkci mnozstvi semendcktl s urcitymi
vlastnostmi. Z ptiblizn¢ 115-120 znamych druhtt borovic je téméf jedna pétina vhodna
ke klonovani pies somatickou embryogenezi (SE). Pomoci somatické embryogeneze je mozné
produkovat velké mnozstvi embryi, které maji stejné fyziologické a morfologické
charakteristiky, coz ji ¢ini velmi uzite¢nym néstrojem pii ruznych pracich zaméfenych na
rostlinnou fyziologii nebo na §lechténi. Pouziva se také jako jedna z kli¢ovych metod v genovém
inzenyrstvi (Aderkas a kol., 2001). Uréity potencial ma i z komer¢niho hlediska, nebot’ existuji
rizné patenty, které jsou na této technologii zalozené nebo sni propojené (Muralidharan,
Kallarackal, 2005).

V minulosti byla somaticka embryogeneze jehli¢nant, zejména nékterych druht smrku,
Siroce vyuzivéna jako modelovy systém pro studium mnoha aspektii embryogenniho procesu
embryogeneze jako celku. V souCasnosti je vétSina prizkumi v této oblasti zaméfena
na zkouSeni a navrhovani vhodnych sloZzeni médii zabezpecujicich produkci spravné vyvinutych
konvertovanych embryi, kterd jsou schopna pokracovat v ristu i po pteneseni do ex vitro
podminek (Stasolla a kol., 2002). Toto vyhledavani uz trva skoro Sedesat let, do nékterych
protokoli byly prfidany takové slozky jako thidiazuron (TDZ) nebo ancymidol, které se
prokazaly byt G¢inné i pro deviny. AvSak zatim jsou vzécnosti protokoly efektivni jak svou
ucinnosti, tak i univerzalnosti. Je to tim, Ze faktory ovliviiujici maturaci dfevin stale nejsou
dokonale pochopeny, a proto jsou velkou piekazkou k mikropropagaci vyznamnych druht
(Muralidharan, Kallarackal, 2005). Stanovit spravné slozeni media, které by bylo uéinné pro
Siroké spektrum genotypt uréitého druhu dieviny, je zna¢né dilezité, protoze by mnohonasobné
zvysilo komer¢ni atraktivitu metody SE (Pullman, 2003).

Ptfi vyhledavani nejvhodné&jsiho protokolu se ovefuji rizna slozeni médii nebo se méni
délka jednotlivych stadii embryogeneze. V nékterych protokolech se mezi proliferaci a maturaci
vynechava krok kultivace embryonalni a suspensorové masy (ESM) 1-2 tydny na médiu
neobsahujicim zadné rustové regulatory. Tato prace je zaméfena na vyzkum koncentrace
jednotlivych fytohormont v pribéhu maturace a konverze u smrku Picea abies (L.) H. Karst a

jedle Abies alba Mill. s cilem urcit nejvhodnéjsi koncentraci pro kazdy druh, poptipadé kazdou
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bunéénou linii, dale na zjisténi, zda fytohormony mohou zlepsit schopnost bunéénych linii
vytvafet somaticka embrya a vypracovani protokolu a zisk&ni plnohodnotnych somatickych
konvertovanych embryi pasobenim fytohormonu bez ptidani osmoticky aktivnich latek jako
napt. PEG-4000.

Jako pokus pii konverzi spolu s fytohormony byly vyuzity ektomykorhizni houby pro
srovnani jejich ptsobeni, jelikoz kvuli mykorhizni symbiOze se fadé autord podafilo zlepsit
kvalitu odvozenych konvertovanych embryi a jejich odolnost.

Smrk byl v ramci prace vybran jako modelova dievina, protoze vykazuje velkou
flexibilitu ve vztahu k mnoha rozdilnym postupim somatické embryogeneze (Klimaszewska a
Cyr, 2002).

Oproti tomu jedle v podminkéch in vitro regeneruje zna¢né¢ komplikované. Hlavnimi

.....

somatickych embryi (Krajiidkova a kol., 2008).
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Somaticka embryogeneze direvin

Somatickd embryogeneze je proces vyvinuti embrya ze somatickych (nikoliv
generativnich) bunék. U jehlicnanu byla poprvé popsana asi pied Ctyficeti lety. U Picea abies
somaticka embrya, schopna vytvaiet Zivotaschopné konvertované rostliny, byla ziskana v roce
1985 (Cermakova, 2012), u Abies alba — v roce 1996 (Salajova a kol., 1996). V soudasnosti je
mozné pomoci SE u¢inné mnozit vic nez 40 druhu éeledi borovicovité (Stasolla, Kong, 2002).

SE dfevin lze rozd¢lit do péti zakladnich stadii:

1. Indukce — odvozeni embryogenniho pletiva z primarniho explantitu na indukénim
médiu. U jehlicnani se pouzivaji napiiklad nezrald zygotickd embrya. Indukéni médium
obsahuje cukry, minerdlni Zziviny, auxin (tf., 2,4-D) a cytokininy (tf., NAA nebo BA).
Vysledkem tohoto stadia je ziskani embryogenniho pletiva.

2. Proliferace — udrzovani rustu embryogennich bunék. Pouziva se v podstaté stejné
médium jako pro predchozi stadium, lisi se od né&j nizsi koncentraci auxinu a cytokininu.

3. Maturace — stadium zrani somatického embrya, béhem kterého embryo méni svoji
strukturu, roste a hromadi zasobni latky. Matura¢ni médium misto auxinu a cytokininu obsahuje
ABA, jejiz hlavni roli je zabranéni pted¢asné zralosti embryi a kumulace dostate¢né zasoby
proteini. Na konci maturace embryo dosahuje stadia zralého kotyledonarniho embrya.

4. Desikace — postupné vysouseni embrya, kdy ztrata vody vede k zpomaleni
fyziologickych procest v buiikdch. Z&roven se snizuje hladina ABA.

5. Konverze — proces vzniku rostliny, ktery odpovidd kliceni zygotyckého embrya.
Embryo se pienasi po desikaci na germina¢ni médium, vétsinou neobsahujici ristové regulatory.
Rust embrya za¢ind nejéastéji prodluzovanim kofene, hypokotylu a kone¢né ristem kotyledont a

tvorbou novych jehlic (Stasolla, Yeung, 2003; Cermékova, 2012).

2.1.1 Uloha fytohormonti pii somatické embryogenezi

Ucinnost SE velmi zéavisi na poc¢atecnich podminkach: typu explantatl, vyvojové fazi

embrya, sloZzeni média (Pullman, 2011). Je zfejme, ze bez urcitych kultivaénich podminek neni

11



SE schopna probihat spravnym smérem. Obvykle tyto podminky tvofi obsah média (pfitomnost a
mnozstvi fytohormonti, cukrd, mineralnich zivin, osmotika), svételny rezim, teplota, mnozstvi
vodni pary a také vlastnosti samotnych explantatovych kultur (Prochazka a kol., 1997). Ptes
signalni molekuly (butenolid, kyselina salicylova, ionty vapniku, aminokyseliny, antioxidanty)

prostiedi ovliviiuje smér vyvoje embryogennich meristému (Teixeira da Silva a kol., 2012).

{Y)

J

Rané somaticke Kotyledonarni

o
=

PEMI FPEMII embryo stadium
S N
—_ e
- e
Auxiny a cytokininy ARA ___

Obrézek ¢. 1 — Diagram poméru fytohormond auxinu, cytokininu (CK) a kyseliny
abscisové (ABA) béhem stadii SE u Picea abies (Stasolla, 2003).

Fytohormony je tieba rozdélit na endogenni (v embryich) a exogenni (obsazené v médiu).
Ackoli béhem nékolika desetileti byl kladen daraz na zdokonaleni matura¢nich a germinaénich
podminek, které by umoznovaly ziskavat plné vyvinuty semenacek, v nedavnych letech byla na
pokusech se smrkem prokézana zavislost produktivity ESM na pocateénich koncentracich

fytohormonti (Stasolla, 2003).
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2.1.2 Auxin

Ze vsech fytohormont pouzivanych pii pokusech s explantatovymi kulturami byl auxin
jednim z prvnich, jehoz vliv na vyvoj téchto kultur byl dikladné prozkouman. Rostlinné burnky
vin vitro kulturach jsou schopny produkovat endogenni auxin ve formé indolyl-3-octove
kyseliny (IAA) (Teixeira da Silva a kol., 2012). Piedpoklada se, ze polarni transport auxinu
(PTA) je centralnim induktorem rostlinné embryogeneze. Ve zralych embryich vétsiny
krytosemennych a nahosemennych rostlin se tento transport uskute¢iiuje smérem ke kofenu
nezavisle na orientaci embrya (Cooke a kol., 1993; Hamann, 2001). PTA ma zna¢ny vyznam pro
vytvéieni oboustranné symetrie béhem rané embryogeneze rostlin (Liu a kol., 1993). Indukuje
tvorbu apikalniho a kofenového meristému embrya (Berleth a Sachs, 2001; Larsson a kol.,
2008).

Cl
4 >
3a 3 1
m\ COOH @j/\/\ COOH COOH
. | |
;
a
N N N
7 H H H

Indolyl-3-octova kyselina (IAA) Indolyl-3-maselna kyselina  (IBA) 4-Chloroindolyl-3-octova kyselina
(Chl 1AA)
CH,COOH CH,COOH
Fenyloctova kyselina Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova o-naftyloctova kyselina
(PA) (2:4D) (NAA)

Obrazek €. 2 - Struktury pfirozené se vyskytujicich auxini (IAA, IBA, ChlIAA a PA) a
dvou syntetickych auxint (2,4-D a NAA), Siroce pouzivanych jako herbicid a jako induktor
tvorby kofenut u tizka (podle Jonese, 2013).

Auxin je zpravidla povinnou slozkou indukéniho a proliferaéniho média (Stasolla a kol.,
2002). Vétsinou se pouzivaji jeho nativni (IAA, IBA) nebo syntetické (NAA, 2,4-D, kyselina
3,6-dichlor-2-metoxybenzoova) formy (Bhojwani, Dantu, 2013). Piestoze je IAA pfirozenym

hormonem, je jeji pouziti ve vyzkumnych pracich velmi néro¢né kvuli jeji nestalosti, snadné
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dekarboxylaci a citlivosti k UV zafeni, které vyvolava jeji rozklad (Prochazka, 1997). Jeji
zasobni roztoky maji proto trvanlivost jeden tyden v chladu. Na rozdil od ni jsou NAA i 2,4-D
stabiln&jsi a vydrzi 1 8 mésicti (Hradilik, 2005).

Proliferace ESM muze probihat i na médiu bez pfidavku exogenniho auxinu jen
Vv pfitomnosti cukri (3% sachardzy), jak to bylo prokédzano u Abies alba. Avsak kvalita
a struktura odvozené ESM se bude lisit ve prospéch média s auxinem. Rand somatickd embrya
vypéstovand na médiu s auxinem na zacatku maturace maji vétsi obsah endogenniho hormonu
nez embrya na médiu bez auxinové slozky (25 ng/g proti 2,5 ng/g). Néasledujici snizeni Urovné
endogenniho auxinu v somatickych embryich béhem stadia maturace na zakladnim médiu (1/2
MS, 20 uM ABA, 4% maltbza, 3,75% PEG-4000, 0,4% gelrit) ptsobi pozitivné na jejich vyvoj,
poptipadé to mize byt povinna ¢ast pro vytvareni zralych Zivotaschopnych embryi a nasledné
konvertovanych embryi (u Abies alba). Zaroven bylo zjisténo, Ze piesazeni ESM na zékladni
médium s 0,25 uM 2,4-D nebo inhibitorem p-chlorofenoxyisomaselnou kyselinou (PCIB)
v rozmezi 2-20 uM vede k zaniku embryi (Vondrékova a kol., 2011).

Pritomnost auxinu ve formé indolyl-3-méselné kyseliny (IBA) s koncentraci 1 uM
v matura¢nim médiu spolu s 60 uM ABA a 3 % PEG zlepSuje vyvoj embryi u Abies alba
(Szczygiel, Kowalczyk, 2001).

Co se tyk& germinace, auxiny mohou byt pfidany do média ve formé napftiklad IBA s
koncentraci 0,1 uM pro rhizogenezi u Abies numidica. V kombinaci s 10 g/l aktivniho uhliku

a 10 g/l sachar6zy indukuji tvorbu kofent u 95 % embryi (Vookova, Kormut'ak, 2001).

2.1.3 Cytokininy

Cytokininy, bud’ ptirozené anebo syntetické s vyjimkou N,N’-difenylmocoviny, jsou
derivaty adeninu substituovaného na exocyklické aminoskupiné v poloze N-6. U syntetickych
N,N’-difenylmo¢oviny a TDZ neni zatim prokazéno, ze rostliny jsou schopny je syntetizovat
(Mok, 2001). Piirozené CK, ke kterym patii naptiklad izopentenyladenin (iPA), trans-zeatin
(t2), cis-zeatin (cZ), benzyladenin (BA) a dihydrozeatin (DZ), 1ze rozdélit do dvou skupin podle
typu substituenta v poloze N-6:

1. lzoprenoidni — CK s izopentenylovym postrannim fetézcem v této poloze (zpravidla

jsou to nejrozsitené;si latky jako iPA, tZ, cZ, DZ)

2. Aromatické — CK s aromatickou skupinou v této poloze (BA a jeho derivaty).
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Izoprenoidni CK maji riznou aktivitu a citlivost k degradaénimu enzymu
cytokininoxidazy. DZ a ¢Z jsou odolngjsi vii¢i ptisobeni tohoto enzymu, avsak jsou méné aktivni
nez iPA a tZ. Ve srovnani s izoprenoidnimi jsou aromatické CK mén¢ rozsifené a prozkoumané

(Jones, 2013; Prochazka, 1997).

OH
OH OH
HN & HN = HN = HN &
> > L > >
N N N N
N N N N
N H N H N H N H
trans-Zeatin (tZ) NE-(A%-|sopentenyljadenine (iP) cis-Zeatin (cZ) Dihydrozeatin (DZ)
R H,CO OCH, HO OH
NZ N NZ N NZ N NZ N
L > L > [ > L >
N N N N
N N N N
N H N H N H N H
ortho-Methoxytopolin meta-Methoxytopolin ortho-Topolin (oT) meta-Topolin (mT)
C
[ ]
HN O -
= N I
I Ot
N
N
Kinetin DifenylmocCovina

Obrazek ¢. 3 — Vzorce nékterych CK: A — izoprenoidni CK, B — aromatické CK,
C — syntetické CK (podle Jonese, 2013).

Pii indukci somatické embryogeneze byvaji cytokininy obvykle pouze dopliujici slozkou
média. Vice se pouzivaji pii kultivaci vyvijejicich se somatickych embryi. AvSak u nékterych
druht rodu Abies byly indukce a proliferace ESM vyvolany samotnymi cytokininy. Napiiklad pfi
pokusech s Abies balsamea byly Uspésné pouzivany jako slozky indukéniho a proliferaéniho
média 10 uM 2-isopentenyladenin (2iP), BA nebo TDZ. Druhou variantou byl 4,5 uM BA plus
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10 uM a-naftyloctové kyseliny (NAA). Po germinaci byla ziskana zivotaschopna konvertovana
embrya jedle (Guevin, 1994).

U Abies nordmanniana indukce a proliferace také probihaji na mediu pouze
s cytokininem, 5 pM BA. Pfidani auxinu zpomalovalo rychlost obou fazi. Opaéné pusobilo
pfidani L-glutaminu a/nebo hydrolyzatu kaseinu. Zajimavé je, ze jiné zmény, tfeba zvétSeni
koncentrace BA nebo obsahu dusiku atd. nemély zadny kladny vliv na rychlost maturace (Viktor
Ngrgaard, Krogstrup, 1991).

Pokud né&jaké bunééné linie nevytvaii kotyledonarni embrya na médiu s ABA, mizZe je
k tomu podnitit ptidani 0,4 uM BA, jak to bylo prokazano u Abies alba. Po 35 dnech maturace
embrya na médiu pouze s 3,8 puM ABA bylo dosazeno stadia prekotyledonarnich embryi, kdezto
na médiu s ABA a BA bylo mozné pozorovat uz zrala kotyledonarni embrya. Zeatin nebo 2iP
nevykazovaly stejny vliv jako BA (Schuller a kol., 2000)

Smrk vyzaduje pro indukci a proliferaci spoluptisobeni auxinu a cytokininu. Auxin
indukuje diferenciaci somatickych embryi, kdezto cytokininy jsou zodpovédné za normalni
morfologii embrya. EXxistuji prace, podle kterych cytokinin jako jediny rustovy regulator
prolifera¢niho média pusobil vyvoj vétsich embryogennich zon v kalusu, ale jedna se spise o
vyjimku. Jako slozky indukéniho a proliferaéniho média se bézné pouzivaji BA, zeatin a kinetin.
Co se tyka TDZ nebo 2iP, vysledek jejich ptsobeni na bunééné kultury smrku je hodné zavisly
na genotypu buné¢né linie. Tak 2iP inhiboval proliferaci PEM a rychlost maturace embryi u
genotyptt BLG-10 a 164-4, kdezto spolu s 40 uM ABA stimuloval maturaci u genotypu 186-5.
TDZ v koncentraci > 0.5 uM uplné€ zastavil maturaci u genotypu 186-5 (Latkowska a kol., 2001).

2.1.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisovd (ABA) je tetraterpen, jehoz syntéza =zacind v plastidech
z meziproduktd izoprenoidni drahy a konéi v cytosolu. Nekteré kroky biosyntézy jsou obdobné
jako biosyntéza karotenoidii. Dokonce pigment B-karoten patii k meziproduktim biosyntetické
drahy ABA. K funkcim ABA v rostliné¢ patii napiiklad inhibice déleni bunék, regulace funkce
pruducht, regulace dormance semen a pupent, a také ma svij podil pfi starnuti a apoptOze
(Jones, 2013).

Jedna se 0 nejbézngji pouzivany hormon pii manipulaci s rostlinnymi pletivy, tieba

v experimentalni morfologii, je uzite¢ny pro nejriznéjsi techniky, ke kterym patii také somaticka
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embryogeneze. Ma podstatnou ulohu béhem poc¢atecniho obdobi faze maturace semena, pouziva
se také pti vyvolani této faze u somatickych embryi u jehli¢nanti rodd Picea, Larix a Pinus
(Sebanek, 2004). ABA béhem maturace zastavuje déleni embryi §tépenim (proliferaci), stimuluje
akumulaci zasobnich latek a brani pfedéasnému kliceni (Salaj, 2003). Pied aplikaci ABA je
nutny urcity stupeit morfologického vyvoje ranych embryi, protoze maturace neni
prostiednictvim ABA indukovand, pokud je embryonalni hlava ranych vlaskovitych embryi

prili§ mala (Stasolla a kol., 2002).

] ““L\“\- -\“\-\““
JJ‘.?
OH COCH
0
Kyselina ahscisova (C,.)
(ABA)

Obrazek ¢. 4 — vzorec ABA (podle Jonese, 2013).

ABA se da Uspé&sné pouzit pii maturaci a germinaci ESM Abies alba po dlouhodobé
kryopreservaci, pficemz jako vhodnéjsi pro formovani somatickych embryi se prokazala byt
nizsi koncentrace 32 uM ABA nez koncentrace 64 uM ABA (Krajnakova a kol., 2013).

V kombinaci s laktézou a sachar6zou nizk& koncentrace ABA (0-5 pM) zvysuje béhem
maturace podil kotyledonarnich embryi u Abies alba, zatimco na mediich s 20-40 uM ABA se
tvorila pouze prekotyledonarni embrya (Schuller a kol., 2000).

Hybrid Abies cilicica x Abies cephalonica pti porovnani MS maturaénich médii s 10
nebo 20 pM ABA Iépe reaguje na nizs$i koncentraci — somatickd embrya dosahuji
kotyledonarniho stadia (Korecky, Vitamvas, 2011).

Na rozdil od rodu Abies mnohé druhy borovice vyzaduji vétsi koncentrace ABA, aby
maturace probéhla u¢inng. Tak ze 24 bunéénych linii Pinus radiata 12 tvotilo 50-150 zralych
embryi na 100 g cerstvé hmoty ESM pf#i koncentraci 60 pM ABA, coz jsou lepsi vysledky nez
samotna koncentrace ABA (Montalbéan a kol., 2010).

Co se tyka smrku Picea abies, maturace probiha o 50% lIépe na mediu obsahujicim
kombinaci ABA a PEG-4000 (napt. 40 uM ABA + 5% PEG-4000 nebo 15 pM ABA + 5% PEG-

4000), nez na médiu s 40 pM ABA. Ale béhem germinace embrya ziskana na médiu bez PEG-
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4000 vykazuji n¢kolikrat vyssi schopnost kli¢eni nez ostatni. PEG-4000 snizuje takika 2,5krat
obsah endogenni ABA v embryich béhem maturace (Find, 1997).

Vzhledem k tomu, Ze v rostlinnych pletivech hladina ABA klesd pomalu, je potieba
dostatek casu, aby jeji ucinek byl vyrovnan a nahrazen jinymi rostlinnymi hormony. Funguje
tedy zpozdéni fyziologické odpovédi, které poskytuje urcitou ochranu pred pred¢asnym rustem

bun¢k (Gana, 2010).

2.1.5 Brassinosteroidy

Na rozdil od ostatnich hormont je informaci o brassinosteroidech zatim k dispozici
pomérné malo. Jednd se o relativné nedavno objevenou skupinu fytohormonalnich latek,
vyskytujicich se u mnoha rostlinnych druhi. Brassinosteroidy maji Siroké spektrum biologické
aktivity, v¢etné stimulace elongace bun¢k a produkce etylenu, zesiluji odolnost vii¢i abiotickym

stresim (Pullman, 2003).

Obrazek ¢. 5 — Strukturovany vzorec brassinolidu (upraveno podle Clouse, 1998).

V SE se brassinosteroidy pouzivaji zpravidla ve formé brassinolidu a jinych analogu.
Brassinolid je v soucasnosti nejvice bioaktivni formou brassinosteroidti. Embryogenni pletiva
ziskana z jehliénani mohou byt indukovana na médiich s 24-epibrassinolidem (24-epiBR).
V nékterych piipadech jsou ucinnéjsi nez IAA nebo NAA. U Pseudotsuga menziesii zvysuji
hmotnost embryogenniho kalusu a stimuluji indukci jeho tvorby (Teixeira da Silva a kol., 2012).

Brassinolid o koncentraci 0,1 pM stimuluje indukci kalusu u druhdi Pinus taeda, Picea
abies a Pseudotsuga menziesii 0 15-20%. Vyrazné zvysuje hmotnost embryogenniho kalusu u

Pinus taeda (o 66%) a dokonce je schopen stimulovat tvorbu kalusu u té&ch genotypil
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Pseudotsuga menziesii a Pinus taeda, které nevykazuji zadnou reakci na meédiich bez
brassinolidu. Je zajimavé, ze u Pinus taeda mohou byt mensi koncentrace (0,005 pM)
v nékterych ptipadech u¢innéjsi nez vétsi (0,01 pM). Co se tyka interakce brassinolidu
s auxinem a CK, existuje domnénka, ze vysledek (zda budou inhibovat anebo podporovat ti¢inek

brassinolidu) je zavisly na jeho koncentraci (Pullman, 2003).

2.1.6 Gibereliny

Gibereliny jsou latky ptirodniho ptavodu, které jsou produkovany rostlinami i houbami.
Jsou to tetracyklické diterpeny s 19 nebo 20 atomy uhliku. Maji popisné ¢islo v ndzvu podle
poradi objeveni. VétSina z giberelini patii k meziproduktim biosyntetické drahy (z
nejrozsifenéjsich: GA1 a GA4), anebo jsou produkty jejich rozkladu. V rostlinnych pletivech se
vyskytuji ve velmi stopovych mnozstvich, zpravidla méne nez 1 ng / 1 g Cerstvé hmoty, coz
ziejm¢  komplikuje  zkoumani  jejich  biosyntézy. Rostliny  syntetizuji  gibereliny
z izopentenyldifosfatu, ktery lze najit v chloroplastech. Stoji za zminku, Ze biosynteticka draha
giberelin na casnych stadiich je biochemicky obdobnd s biosyntetickou drahou ABA,
cytokinint a brassinosteroidu (Jones, 2013).

Utinek giberelint je znaéné zéavisly na dobé a délce aplikace. Béhem maturace vede
aplikace 10 uM kyseliny giberelové (GA3) v dobé prvnich tydna k poklesu rychlosti formovani
embryi (1,7 embryi / 1g Cerstvé hmotnosti). Pokud je ale GA3 ptidan v poslednich 6 tydnech
maturace, vyznacné€ zvysuje pocet zralych embryi u Abies alba, a to az na 44,5 zralych embryi na

1g Cerstvé hmotnosti embryogenni bunééné hmoty (Krajnakova a kol., 2013).

2.2 Ektomykorhizni symbiéza

Ektomykorhizni (ECM) symbiéza je nejpopularnéj$im typem symbidzy. Je casto
studovana a nepiimo je zajimava také pro laickou vefejnost, nebot’ plodnice ECM hub jsou ¢asto
velmi vyhleddvanou pochoutkou (Gryndler a kol., 2004). Kdyz jsou v ptidnim prostiedi vhodné
podminky a existuji nutni hostitelé, ECM houba je schopna vytvotit pidni mycelialni kolonii. Ta

muze mit 3 tvary podle Ogawy (Caroll, 1992):
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1. Pravidelna kruhovita kolonie (¢arodé&jny kruh) — kolonie ma formu kruhu, v centru se
nachazi hostitelsky strom

2. Nepravidelna souvisla kolonie — hostitelsky strom lezi v centru nebo vedle kolonie, ale
mezi nimi mize byt vzdalenost nékolika metra.

3. Disperzni kolonie — tvofi se z mnoha ¢asti vzajemné propojenych mycelialnimi provazci.

Pravidelnd L Nepravidelna
kruhova souvisla
kolonie kolonie
-~
YA

Disperzni
kolonie

Obrézek ¢. 6 — Typy pudnich kolonii ECM hub.

Pti kontaktu s kofenem mycelium nejprve za¢ind zabalovat kratké postranni kotinky.
Tato kompaktni hyfova sit’ kolem kofenu ma nazev hyfovy plast. Pak houba za¢ina produkovat
do kofend IAA jako signal o své ptitomnosti, ktery piisobi zménu chovani rostliny (zejmena
charakter rastu), a kofen ,dovoluje‘ houbé tvorbu polysacharidovych fibril umoznujicich adhezi
hyf na povrch kofene. Houbova IAA indukuje tvorbu novych postrannich kofinki, coZ znamena
zvySeni mnozstvi tryptofanu v kofenovych exudatech, ktery nakonec vyvolava zvyseni hladiny
houbové IAA. Tyto zmény jsou nutné proto, aby vznikla mykorhiza. V piitomnosti 2,3,5-
trijodbenzoové kyseliny (TIBA) jako inhibitora transportu auxinu nebyl vznik ektomykorhizy
pozorovan. Predpoklada se, Zze vznik ektomykorhizy je v pocateénich fazich fizen zejména
koncentraci auxinu — jak bylo uvedeno vyse, zménou jeho koncentrace v kofenovych pletivech.
Piedpoklada se, ze i cytokininy mohou hrat v tomto procesu urcitou roli, protoze rostliny s

mykorhizou obsahuji vétsi hladinu CK ve srovnani s nemykorhiznimi rostlinami. Mnohé houby
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jsou schopné samostatné produkovat CK. Ale tento dohad, zda se CK skute¢né podili na vyvoji

ECM symbidzy, zatim neni prok&zan (Gryndler a kol., 2004; Rai a Varma, 2010).

@5y,

Foto: Kavkova M.
: =B

Foto: Kavkova M.

Obréazek ¢. 7 — Ektomykorhiza na kofenech jehli¢nanii vytvorena houbami Amanita

muscaria L. ex Fr. Hook (A) a Paxillus involutus (Batsch) Fr. (B).

Pro ektomykorhizu je take charakteristickd Hartigova sit’ — hyfy prorustajici mezibunééné
prostory kofenového pletiva. Prostiednictvim nich se uskuteciuje komunikace mezi pudou,
hyfovym plastém a kofenem. Houba pronika do vnéjSich vrstev primarni ktiry, pomoci enzymi
rozpousti stiedni lamelu mezi burikami a odsunuje je od sebe (Gryndler a kol., 2004).

Symbidza s ektomykorhiznimi houbami je pro rostliny velmi uzite¢na, obzvlast kdyz
jsou v padé nekteré prvky v nedostatecném mnozstvi. Ektomykorhiza je schopna zlepSovat
pohlcovani prvki z pady, napiiklad fosforu, dusiku, drasliku, vapniku a hoi¢iku. ECM houby
aktivné rozkladaji horninu a pomoci hyf transportuji mineraly do rostliny. Zvysena koncentrace
Zivin pozitivné plisobi na rust rostliny (zvétSuje se biomasa). Houby mohou ochranovat hostitele
pied absorpci tézkych kovli pfipojenim na buné¢nou sténu nebo na extracelularni polysacharidy
(Rai a Varma, 2010). Produkuji ruzné extracelularni enzymy a stiezi hostitele pied

fytopatogennimi houbami (Azcon-Aguilar, 2009).
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Obrazek ¢. 8 — Model pienosu zivin. Houba dodava do kofenové buiiky anorganické
prvky, napt. fosfor (P), aminokyseliny (Aa), amoniak (NH3). Buiika vylu¢uje sacharozu (Suc),
kterou v apoplastu invertaza (Inv) $tépi na glukdézu (Glu) a fruktéozu (Fruc). Houba je
transportuje do rostouciho mycelia (podle Southwortha, 2012).

2.2.1 Priklady druhti ektomykorhiznich hub pouzivanych pro somatickou embryogenezi

Druh Préace

Amanita murina Sudhakara Reddy, Satyanarayana, 1998

Laccaria bicolor Karabaghli-Degron a kol., 1998; Niemi a kol.,
1998; Krajnakova a kol., 2012

Laccaria laccata Sudhakara Reddy, Satyanarayana, 1998;

Krajinakova a kol., 2012

L. proxima Niemi a kol., 1998

Paxillus involutus Niemi a kol., 1998; Sudhakara Reddy,
Satyanarayana, 1998; Niemi a kol., 2002

Pisolithus tinctorius Niemi a kol., 1998; Sudhakara Reddy,
Satyanarayana, 1998; Niemi a kol., 2007; Li-
Hua Zhu a kol., 2010; Diez a kol., 2000;
Krajnakova a kol., 2012

Scleroderma polyrhizum Diez a kol., 2000

Suillus variegatus Niemi a kol., 1998
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2.2.2 Ptiklady pusobeni ektomykorhiznich hub na pribéh embryogeneze dievin

Kultura Paxillus involutus (PI) in vitro produkuje polyaminy (zejména spermidin a
diamin putrescin) a IAA stimulujici zakladani a rust kofenu semenackt Pinus sylvestris in vitro.
Tento ucinek Ize dosahnout i bez vytvareni ektomykorhizy (Niemi a kol., 2002).

Inokulace Pisolithus tinctorius béhem maturace a germinace somatickych embryi Pinus
sylvestris zvySuje procento dozréni a formovani embryi a v podminkéach ex vitro také zesiluje
jejich odolnost (Niemi a kol., 2002). V kombinaci s exogennim spermidinem je mozné dospét
k jesté vétsimu poctu zralych somatickych embryi (Niemi a kol., 2007).

V ruznych fazich vyvoje ESM se U¢inek ECM hub méni — u Abies cephalonica Loud.
kultury Laccaria bicolor, Laccaria laccata, Pisolithus tinctorius inhibuji proliferaci, ale
stimuluji zrani embryi béhem maturace (Krajiiakova a kol., 2012).

Nekteré ECM houby v podminkach in vitro nejen indukuji tvorbu kofinku, ale také maji
schopnost podporovat jejich elongaci a lateralni rast (Niemi a kol., 2004).

Pouziti auxinu jako slozky média nebo auxin-produkujici ECM houby pro zakotenovani
rostlinek musi na prvni pohled vést k stejne reakci, avsak v praxi se objevuji ur¢ité rozdily.
Napiiklad hypokotyly Pinus sylvestris v médiu obsahujicim 5 pM IAA nevytvarely zadné
kofeny, ale inokulace Hebeloma cylindrosporum bez ptidavku exogenniho auxinu pfispéla k
jejich tvorbé. Na druhé strang, na hypokotylech Pinus pinaster nebyl pozorovan rozdil mezi
ucinky exogenni IAA a houby.

Druh Amanita muscaria (AM) zatim nebyl zaznamenan jako druh uzite¢ny pro SE, avSak
ma potencial tvofit mykorhizu se semenacky jehlicnant (Larix decidua Mill., Picea abies (L.)
Karst, a Pinus sylvestris L.) v podminkéch ex vitro (Kottke, 1987).

Semenacky s mykorhizou vSak casto maji vice vyvinuty kofenovy systém a lépe se
aklimatizuji v ex vitro podminkach ve srovnani s nemykorhiznimi rostlinami (Normand a kol.,
1996; Oliveira a kol., 2003).

Je nutné brat v tivahu, ze vysledek interakce je znac¢né zavisly na vlastnostech genotypu
jak ESM, tak i houby (Krajiidkova a kol., 2012; Niemi a kol., 2004). N&které druhy ECM hub
mohou byt k embryim velmi agresivni. Naptiklad mohou mit velkou rychlost ristu a prortstat
embryi nachazejicimi se piilis blizko (Sasa a Krogstrup, 1991). Zralé rostliny jsou schopny
kontrolovat rozvoj mycelia ECM hub v pletivech kofeni pies molekularni mechanizmy a nékteré
sekundarni metabolity (Gryndler a kol., 2004). Zkoumani téchto vlastnosti u somatickych embryi

vsak dosud nebyla vénovana pozornost.
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2.2.3 Anatomicko-fyziologicky popis druhu muchomutrka c¢ervena (Amanita muscaria
L. ex Fr. Hook.)

Muchomutrka  ¢ervend  tvofi  mykorhizni
symbidzu se smrkem, biizami, méné Casto s borovici.
Plodnice se vyskytuji ¢asto ve skupinach. Klobouk méa
velikost 80-180 mm, vmladi kulovity, pak
polokulovity az vyklenuty, nakonec plochy az mélce
vmackly; okraj v mladi spojeny s vrcholem stopky
bilym blanitym zavojem, v dospélosti kratce ryhovany.

Pokozka klobouku oranzové az Sarlatové dervena,

v dospélosti se soustfedné uspotadanymi, tlustymi,
vét§inou postupné odpadavajicimi, bilymi az bélavymi  Obrazek ¢. 9 —muchomirka cervena
utrzky vela. Lupiny bilé az bélavé. Stopka 80-200 x 12- (Amanita muscaria L. ex Fr. Hook.).
30(-40) mm, vélcovita s hlizovitou bazi, bila, nahotfe s bilym, hladkym, blanitym, ve staii +
mizejicim prstenem (vespod vsak nékdy nesoucim bradavkovité zbytky vela), dole na hlize a
tésné nad ni, s pasy bilych az naZloutlych bradavkovitych utrzku vela. Zbytky plachetky na bazi
stopky netvoii pochvu, ale jsou bradavkovité. Duznina bila, pod pokozkou klobouku Zluta.
Vytrusy 9-12 x 6,5-9 um, Siroce elipsoidni, neamyloidni. Mirn¢ jedovata (pusobi lehké otravy
bez trvalych nasledkt). Hojné se vyskytuje v lesich i mimo les na kyselych pudach. Tvoii
disperzni kolonii. Obsahuje toxiny kyseliny ibotenové a muscimol (Holec, 2012; Gryndler,
2004).

2.2.4 Anatomicko-fyziologicky popis druhu ¢echratka podvinutd (Paxillus involutus (Batsch)
Fr.)

Mykorhizni symbiont jehli¢nand i listna¢l, zejména biiz a smrku. Klobouk 40-150 mm,
v mladi vyklenuty, pak plochy az vmackly, sokrajem dlouho podvinutym, v mladi kratce
vroubkovanym. Pokozka klobouku hnédookrova nebo rezavé az olivové hnéda, otlacenim
rezavohnédnouci, v mladi na okraji svétleji vlockata, vlaknité plstnata, za vlhka mirné lepkava.
Lupiny husté, hojn¢ vidli¢naté clenéné, kratce sbihavé, v mladi Zlutookrové, poranénim

hnédnouci, pak celé rezavé hnédé, mekké, snadno oddelitelné od duzniny. Stopka 40-80 x 8-20
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mm, Zlutookrova az hnéda, poranénim hnédnouci, sucha. DuzZnina Zlutava az hnédava, na fezu

¢ervenavé hnédnouci. Viné nakysla, chut’ mirna az svirava. Je prudce jedovata (pusobi tézké

otravy trvale poskozujici organismus,

vétsinou ale ne smrtelné). Vytrusy 7-11 x

5-6,5 um, elipsoidni, hladké. Vytrusny |

prach  olivové  hnédy az  tmavé
¢ervenohnédy. Prezky pritomny. Hojné se
vyskytuje v lesich i mimo les na kyselych
pudach. Tvofi disperzni kolonii (Holec,
2012; Gryndler, 2004). V kultufe in vitro
produkuje latky podobné cytokininu jako
zeatin, 6-(y,y-Dimethylallylamino)
purinribosid, zeatinribosid (Strzelczyk a
kol., 1985).

Obrézek ¢. 10 — ¢echratka podvinuta (Paxillus

T
. wikipediaorg:

involutus (Batsch) Fr.)
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3 CILE PRACE

Cile prace jsou:

1.  Zkoumani vlivu riznych koncentraci kyseliny abscisové na maturaci somatickych

embryi bez pfitomnosti osmotik.

2.  Zkoumani efektu raznych rastovych regulatori (IBA, GA3) a dvou druhi
ektomykorhiznich hub na konverzi somatickych embryi rostliny, zejména na vyvoj

kotfene konvertovanych rostlin.

3. Porovnani vysledkii a navrzeni optimalniho postupu pfi maturaci a konverzi pro oba

druhy jehli¢nani.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Pro zalozeni pokusu byly odebrény 3 bunééné linie smrku ztepilého a 3 bunééné linie
jedle bélokoré (tabulka &. 1) ve staii 3-4 rokt, ptivod — Skolni lesni podnik ,Masarykiv les®
Kitiny, okres Blansko v Jihomoravském kraji, odvozené na pracovisti explantatovych kultur
Ustavu biologie rostlin. Bun&éné linie 111-2-11 u Picea abies a 11-3-5 u Abies alba, které v
piedchazejicich experimentech nevykazovaly schopnost tvotit dodatecné mnozstvi somatickych
embryi, byly vybrany zamérng, aby bylo mozno posoudit, zda je mozné schopnost maturace

ovlivnit ristovymi regulatory i u téchto linii.

Tabulka ¢. 1 — Bunééné linie smrku a jedle.

Picea abies | Abies alba
11-3-3 11-2-10
IV-3-13 11-3-5
-2-11 11-4-5

4.1.2 Kultury hub

Kultury mykorhiznich hub AM (Amanita muscaria) a Pl (Paxillus involutus) laskavé
poskytli kolegové z Katedry botaniky Jihoeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich. Tyto druhy
byly vybrany, protoze jsou pfirozenymi symbionty smrku ztepilého a jedle bélokoré in vivo. V
dobé¢ zaloZeni pokusu nebyly nalezeny zadné zminky o vysledcich interakce mezi uvedenymi
houbami a somatickymi embryi jedle a smrku anebo o pouziti AM v somatické embryogenezi

jehlicnant.
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Obrazek ¢. 11 — Kultura PI1 v Petriho misce.

4.1.3 Kultiva¢ni média

Slozeni médii zpravidla pouzivanych v laboratofi Explantatovych kultur Ustavu biologie
rostlin je zalozeno na pifedchozich pracich. Jako proliferatni médium pro smrk bylo pouzito
médium LP (Bozhkov, von Arnold, 1998), pro jedli — MS (Murashige, Skoog, 1962). Jako
matura¢ni médium bylo pouzito MS pro oba druhy. Pavodni koncentrace jednotlivych slozek pro

oba druhy jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach:
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Tabulka ¢. 2 — Slozeni zakladniho media pro jedli a smrk.

Komponent media

MS (Abies alba)

LP (Picea abies)

Makroprvky mg.|*? mg.I*?
NH4NO3 1650 600
KNO3 1900 950
CaCl2.2H.0 440 100
MgS0O4.7H20 370 180
KH2PO4 170 170
Mikroprvky mg.I*? mg.I!
HsBO3 6,2 31
Kl 0,83 0,415
MnS04.4H20 22,3 11,15
ZnS04. 7H,0 8,6 4,3
Na>M004.2H,0 0,25 0,125
CuS04.5H20 0,025 0,0125
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125
FeS04.7H0 27,8 6,95
Na,EDTA 37,3

EDTA 9,31
Vitaminy a organické mg.It mg.I*
slou¢eniny

Tiamin - HCI 0,1 2,5
Pyridoxin - HCI 0,5 0,5
Kyselina nikotinova 0,5 1
Myo-inositol 100 100
Glycin 2 2
Glutamin 500 450
Kazeinovy hydrolyzat 1000 500
Regulitory riistu mg.I! mg.I*?
2,4-D 2,0
BAP 1,0 1,0
Sachardza 20 g.I't 20 g.I'"t
Phytagel 3009l 3,50l
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Tabulka ¢. 3 — Slozeni prolifera¢niho média pro jedli a smrk.

Komponent média MS (Abies alba) | LP (Picea abies)
Makroprvky 4,53 g 290
Mikroprvky 103,33 g 35,3759
Vitaminy a organické slouceniny 103,1 mg 106 mg
Glutamin 500 mg 450 mg
Kazeinovy hydrolyzat 0,05% 1lg 500 mg
Regulatory ristu 1 mg 3 mg
pH (upravit) 5,5-5,8 5,7-5,9
Sachar6za - 20 ¢
Maltoza 20 ¢ -
Phytagel 30 350

Tabulka ¢. 4 — Slozeni matura¢niho média pro jedli a smrk.

Komponent média MS (Abies alba) | MS (Picea abies)
MS Makro+Mikro (1/2 konc.) 2,159 -
Makroprvky - 2,159
Vitaminy 1 ml 1ml
Myo-inositol - 100 mg
Kazeinovy hydrolyzat 0,05% 500 mg 1g
Malt6za 83,3 uM 30g -
pH (upravit) 5,7 5,7-5,8
Sachar6za - 279
Phytagel 0,25% 250 350
Glutamin 1,7 uyM 0,248 ¢ 500 mg
Regulatory rastu (ABA) Viz tabulku ¢. 7

Tabulka ¢. 5 — SloZeni tekutého kultivaéniho média.

Komponent media Mnozstvi
MS Makro+Mikro elementy 2,159
Vitaminy 1ml
Kazeinovy hydrolyzat 0,05% 19
pH (upravit) 57
Sachar6za 20 ¢
Glutamin 500 mg
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Tabulka ¢. 6 — Slozeni zékladniho (bez fytohormont) konverzniho média pro jedli a

smrk.
Komponent média Abies alba Picea abies
MS Makro+Mikro (1/2 konc.) 2,20 2,20
Vitaminy 1ml 1ml
Aktivni uhli 1g 1g
pH (upravit) 5,5-5,8 5,5-5,8
Sachar6za - 159
Maltoza 15¢ -
Agar 74 740

4.2 Metody a priprava pokusu

4.2.1 Matura¢ni média

Prvnim cilem bylo najit nejvhodnéjsi koncentraci ABA, kterd by umoznovala ziskavat
nejvyssi procento maturovanych embryi. Pro maturacni pokus bylo proto ptipraveno nékolik
koncentraci ABA, ze kterych by pak byla vybrana ta nejucinnég;jsi pro kazdy druh nebo bunéénou

linii.

Obrazek ¢. 12 — Pomucky piipravené pro pienos ESM na matura¢ni médium.
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Je nutno zduraznit, Ze do maturatniho média se nepridaval zadny PEG (tabulka ¢. 4).
Soubézné s touto praci se konala jesté dalsi, ktera byla zaméfena na sledovani vlivu PEG na chod
maturace u jedle a smrku. Jejich vysledky pak bylo mozné porovnat mezi sebou. Pro kazdou
koncentraci bylo provedeno Sest opakovani od kazdé bunééné linie (3 g ESM plus 5 ml tekutého
kultivaéniho média, stejného pro smrk a jedli (tabulka ¢. 5)). Smés je tfeba zvortexovat. Pak se
z této smési odebiral cca 0,5 ml a ptenésel na filtraéni papir jedné z Sesti Petriho misek. Filtra¢ni
papir s embryi se kazdé 2 tydny pifenasel na nové médium (transfer). Pro Picea abies byly

provedeny celkem 3 transfery, Abies alba vyZzadovala 6 transfert.

Tabulka ¢. 7 — Jednotlivé koncentrace ABA v matura¢nich médiich.

Koncentrace ABA | Abies alba 15uM | 30puM [45uM |60 UM | 75 uM

Koncentrace ABA | Picea abies 5uM 15uyM |30 puM | 45 uM

U Abies alba byly pouzivany koncentrace 45 pM, 60 pM a 75 puM prvnich 6 tydnt
maturace, nasledujicich 6 tydnt byla jeji hodnota snizena na 30 uM. Maturace tohoto druhu
trvala celkem 12 tydnt (v obdobi 31. 5. 2014 - 23. 8. 2014). Bunééna linie I1-2-10 dosahla
maturaéni stddium o 2 tydny pozdéji, 6. 9. 2014.

U Picea abies maturace trvala 6 tydnt (pti puvodnich koncentracich ABA). Vzhledem
K jeji kratsi délce, byla provadéna v obdobi od 1. 10. 2014 do 12. 11. 2014.

Po skonceni doby maturace byla kazda miska vyhodnocena: bylo sefteno mnozstvi
ranych somatickych embryi, prekotyledonarnich a kotyledonarnich embryi. Data jsou uvedena

v tabulce &. 9 a 10 uvedené nize.

4.2.2 Desikace

Ziskana kotyledonarni embrya z kazdé koncentrace ABA byla rozdélena na 3 skupiny, v
kazdé proces desikace probihal v temnu pii uréité teploté: 4°C (v mrazaku), 10°C (v termostatu),
23°C (v kultivaéni mistnosti). Desikace trvala u obou druht 3 tydny. U Abies alba byly z divodu
malého mnozstvi zralych embryi na desikaci nachystany vSechny koncentrace vSech bunéénych
linii a podrobeny desikaci i embrya i s jednou délohou s cilem vyzkouset, zda fytohormony

ovlivni vznik novych déloh. Ze stejného diivodu skupiny obsahovaly 1-35 embryi. U bunétnych
linii 11-3-5 a 11-4-5 desikace probihala od 2. 9. 2014, u 11-2-10 od 15. 9. 2014. U Picea abies byla
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desikaci podrobena embrya z variant koncentrace 15 uM ABA (bunééna linie 111-3-3), 15 pM
ABA a 30 pM ABA (buné¢na linie IV-3-13).

Obrézek ¢. 13 — Petriho misky ptipravené k desikaci, Abies alba (z levé strany — embrya
pted desikaci, z pravé strany a nahote — embrya po 2 tydnech desikace).

4.2.3 Konverzni média

Pro konverzi byly uvateny 4 varianty germina¢niho média (GM) — uvedeny v tabulce ¢. 8

nize.

Tabulka ¢. 8 — Varianty konverznich médii.

Varianta | Slozeni

1 GM bez fytohormont (kontrola)

2 GM + 0,2 uM IBA

3 GM + 1,4 uM GA3 (4 dny v temnotg), pesazeni na zakladni GM bez RR
4 GM bez fytohormonii + Amanita muscaria nebo Paxillus involutus

Po desikaci byly 3 skupiny embryi rozdéleny do dalSich 4 skupin a pieneseny na
germina¢ni media do kultiva¢nich nadob (Duchefa). U skupin, které obsahovaly pfili§ malo
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embryi na to, aby byl proveden pokus se ¢tyimi variantami médii, byly nachystany pouze
nékteré z téchto variant (viz tabulky ¢. 11-13). Jedna nadoba obsahujici médium ur¢ité varianty
byla rozdélena ¢arkou do 2 ¢asti, do kazdé byla vysazena embrya rznych koncentraci ABA (viz
obrazek ¢. 16). Ve variant¢ GM 4 byly spolu s embryi do kultiva¢nich nadob nebo do Petriho
misek rovnomérné umistény kousky mycelia hub AM nebo PI, celkové 3 kusy, kazdy o velikosti
0,5 x 0,5 cm na nadobu ve vzdalenosti 0,5-1,0 cm od embryi (obrézek ¢. 20, C a E). Po 4 tydnech
konverze byla ziskana konvertovana embrya morfologicky vyhodnocena a popséana.

Obrézek ¢. 14 — Kultivaéni nadoby obsahujici embrya jedle.
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4.3 Experimentalni design a statistické zpracovani vysledki

Hodnoceni pokust probihalo vizualné ptes binokularni lupu PZO Poland a reakce embryi
na jednotlive varianty matura¢nich a konverznich médii byly fotograficky zaznamenany.
K fotografovani byl pouzit fotoaparat Olympus E 450. Pro zjisténi morfometrickych parametrt
konvertovanych embryi byl pouzit program Imagel. Pro zpracovani dat a vytvoreni tabulek byl

pouzit program Microsoft Excel 2007.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv kyseliny abscisové na maturaci

Po ukonc¢eni maturace bylo na kazdé Petriho misce pomoci binolupy spoc¢teno mnozstvi
ranych somatickych embryi, prekotyledonarnich embryi a kotyledonarnich embryi pro vSechny
buné¢né linie. V tabulkach ¢. 9 a 10 je uvedena suma z celkového (6) poc¢tu misek. Vysledky
byly dosazeny z jednoho opakovani. Provedeni vice opakovani nebylo mozné provést z divodu
¢asového omezeni.

Mezi bunéénymi liniemi smrku projevila nejvétsi vykonnost linie [11-3-3: 250
kotyledonarnich embryi pii koncentraci 15 uM ABA a 226 kotyledondrnich embryi pfi
koncentraci 45 uM ABA. Koncentrace 5 a 30 uM ABA nebyly stejné G¢inné, ale ve srovnani
S jinymi bunéénymi liniemi je pocet zralych embryi vyznaéné vyssi. Stoji za zminku, Ze uvedena
bunééna linie ma velky potencial soubézného dozravani — na konci maturace se prevazna Gast
embryi nachézela v jednom stadiu.

Pro bunéénou linii IV-3-13 se nejvhodnéjsi koncentraci prokéazala byt 30 uM ABA. Podle
vysledku lze fici, Ze tato bunééna linie 1épe reaguje na koncentrace kyseliny abscisové nizsi nez
45 uM, protoze pii doty¢né koncentraci maturace vibec neprobéhla. Bunécna linie I1-2-11

reagovala na kazdou koncentraci ABA shodnym zptisobem, totiz nevytvéiela takika nic.

Tabulka ¢. 9 — Pocet embryi po maturaci, Picea abies (EP — rané somatické embryo,

P — prekotyledonarni stadium, C — kotyledonarni stadium).

Koncentrace ABA, uM 5| 15| 30| 45
Bunécéna linie 111-3-3

EP 8 9 6| 13

Pl 20| 13 9| 20

C | 180 | 250 | 100 | 226

Bunécna linie 11-2-11
EP 0 0 0 0
P 1 0 0 3
C 0 0 0 1

Bunécna linie 1V-3-13

EP 7] 10 1 0
Pl 36| 63| 10
C| 30| 40] 110 0

o
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Co se tyka jedle, maximalni pocet kotyledonarnich embryi (102) byl ziskan u buné&cné
linie 11-2-10 po 14 tydnech pti koncentraci 15 pM ABA. Ctyficet Sest kotyledonarnich embryi se
vytvorilo pfi 60 uM ABA. Ostatni koncentrace byly pro tuto bunécnou linii mnohem méné
ucinné. Napiiklad koncentrace 75 uM ABA zpisobila vyvoj pouze 3 kotyledonarnich a 15
prekotyledonarnich embryi. Je pozorovan vysoky pocet ranych somatickych embryi, avSak
prodluzovani doby maturace by vedlo k nekrotizaci embryogennich pletiv.

Bunécna linie 11-4-5 po 12 tydnech maturace vytvortila celkové 87 zralych embryi pfi
koncentraci 45 uM ABA a 77 pii koncentraci 30 UM ABA. Jiné koncentrace byly 2 az 4krat
mén¢ efektivni. Nejhor$i vysledek ma koncentrace 60 pM kyseliny abscisové — 16
kotyledonarnich embryi.

Treti buné¢na linie 11-3-5 nejlépe reagovala na koncentrace 60 a 75 uM ABA. Maximalni
pocet kotyledonarnich embryi je 49. Pii koncentraci 45 UM nevytvarela takika nic, a pfi
koncentracich 30 UM a mén¢ se pocet kotyledonarnich embryi zna¢né snizil.

Stoji také za zminku, ze embrya s vice nez 5 délohami nebyla pozorovana.

Tabulka ¢. 10 — Pocet embryi po maturaci, Abies alba (EP — rané somatické embryo,

P — prekotyledonarni stddium, C — kotyledonarni stadium).

Koncentrace ABA, UM [ 15| 30|45] 60|75
Bunécna linie 11-3-5

EP 3| 11| 2| 13|14

P 3 5/ 0 8| 5

C| 10| 31| 2| 49|36

Bunécna linie 11-4-5

EP| 18142 |78 20

P 14| 47|32 41 9

C| 26| 77|87| 16|37

Bunécna linie 11-2-10
EP 192 | 142 | 68 | 168 | 68

Pl1119| 34|37 | 74|15
Cl102| 12 |14| 46| 3

©
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Obrazek ¢. 15 — Kotyledonarni embrya smrku v pribéhu maturace, bunééna linie IV-3-
13, 29.10.14.

5.2 Desikace

Béhem konverze nebyl ani u Abies alba, ani u Picea abies pozorovan zadny rozdil mezi
vlivem teplot 10°C a 23°C, co se tyka vlivu na proces konverze somatickych embryi a jejich tvar.
Teplota 4°C byla piili§ nizka a zpusobila ztrdtu vétsiho mnozstvi vody, coz bylo mozné
pozorovat pouhym okem jak na samotnych embryich, tak na filtratnim papiru, ktery byl po 2
tydnech desikace zcela suchy (obrazek ¢. 13). Embrya vSak neztratila zivotaschopnost a béhem

konverze pokracovala Vv ristu.
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Obrazek ¢. 16 — Priklad plisobeni desikacnich teplot po mésici germinace, bunééna linie

[1-2-10, Abies alba (A—-GM 1; B—-GM 2; C - GM 3).
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5.3 Vliv kyseliny abscisové na naslednou konverzi (GM 1 bez fytohormonti)

Jak uz bylo uvedeno v kapitole 4.2.3, po desikaci nasledovalo stadium konverze. Nize
jsou uvedeny vysledky tykajici se pouze Abies alba, protoze kultivaéni nadoby s embryi smrku
byly béhem germinace kontaminovany a z tohoto dtvodu nebylo jejich vyhodnoceni mozné.
Stoji za piipomenuti, Ze mnozstvi embryi jedle ziskané pfi raznych koncentracich ABA po
maturaci se znac¢né lisilo, a proto data uvedena v tabulkach ¢. 11-13 nejsou dostatecné
spolehlivad. Vysledky byly dosaZeny z jednoho opakovéni. Provedeni vice opakovani nebylo
mozné provést z divodu ¢asového omezeni.

U vice nez 50% konvertovanych embryi vedla kultivace na GM 1 bez fytohormonti
nasledné k nekrdze, zejména u bunéénych linii 11-3-5 a 11-4-5, kde k tomu doslo takika pii vSech
koncentracich ABA (s vyjimkou 30 uM a 75 uM u bunééné linie 1I-3-5 a 75 pM u bunééné linie
11-4-5). U embryi, kterd méla nékolik déloh, byl pozorovan jejich soubézny rist, napiiklad u
bunécné linie 1I-3-5 pii 30 uM a 75 pM ABA. Hypokotyly byly zna¢né zaktivené u vsech

buné¢nych linii (obrazek ¢. 17). Rust hlavniho kofinku nebyl pozorovan.

Tabulka ¢. 11 — Primérné délky hypokotylu a déloh u Abies alba na konci konverze, GM
1 (N — nekrdza celych konvertovanych embryi, * - poéet soub&ézné rostoucich déloh 2 az 5).

11-2-10 [I-3-5 l1-4-5
ABA, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy,

uM mm mm mm mm mm mm

15 4,65 2,286 N N N N
30 6,663 0,726 7,905 4,585* N N
45 10,333 1,744 N N N N
60 N N N N N N
75 6,527 4,804 11,945 5,303* 5,414 0,912
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Obrazek ¢. 17 — Konvertovana embrya jedle po 4 tydnech konverze na GM 1, vybrané
koncentrace (A — 15 pM ABA; B — 30 uM ABA; C — 60 uM ABA).
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5.4 Vliv auxinu na konverzi (GM 2)

Byl pozorovéan elonga¢ni G¢inek IBA na hypokotyl a délohy u vSech bunéénych linii.
Dé¢lohy rostly soubézné. Mely tmavsi barvu, coz bylo mozné odhalit pouhym okem pfii
porovnani s konvertovanymi embryi jinych variant. AvSak tento jev je nutné potvrdit
experimentalné. U buné¢né linie I1-2-10 auxin zpisobil zakiiveni hypokotylu. Mé&l omezujici
U¢inek na vznik nekrOzy (asi 15% konvertovanych embryi z celku se nekrotizovalo uplng, u
ostatnich byla nekr6za pozorovana na kofenovych ¢astech). Z obrazku ¢. 18 C je patrné, Ze u

nékterych embryi se vyskytuji struktury podobné kofentim.

Tabulka ¢. 12 — Primérné délky hypokotylu a déloh u Abies alba na konci konverze, GM
2 (N — nekrdza celych konvertovanych embryi, * — pocet soub&zné rostoucich déloh 2 az 5,

- — data nejsou).

11-2-10 [I-3-5 1I-4-5
ABA, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy,

UM mm mm mm mm mm mm

15 6,491 3,71* - - 7,958 1,589
30 13,855 3,376* 11,902 9,495%* N N
45 6,773 5,131* - - 10,576 5,665*
60 4,953 3,395 7,549 10,06* N N
75 - - 15,85 5,859* 11,674 4,152*
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11-2-10 11-4-5 \

11-2-10 11-3-5 11-4-5

3

11-4-5

()

Obrazek ¢. 18 — Konvertovana embrya jedle po 4 tydnech konverze na GM 2, vybrané
koncentrace (A — 15 uM ABA; B — 60 uM ABA; C — 75 uM ABA).
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5.5 Vliv kyseliny giberelové na konverzi (GM 3)

kotenovych c¢astech. Pilisobila elongaci hypokotylu pfi vSech koncentracich ABA, rust vsech

vytvofenych déloh, a to u bunécné linie 11-2-10 pii vSech koncentracich ABA, u bunécné linie II-

3-5 pt1 30 uM a 75 pM ABA, u bunécné linie 11-4-5 pti koncentraci 15 pM ABA.

3 (* - pocet soubé&zné rostoucich déloh 2 az 5, - — data nejsou).

Je mozné ficl, ze v pfitomnosti kyseliny giberelové se nekroza zpomalila a byla pouze na

Tabulka ¢. 13 — Pramérné délky hypokotylu a déloh u Abies alba na konci konverze, GM

11-2-10 11-3-5 11-4-5
ABA, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy, hypokotyl, délohy,

UM mm mm mm mm mm mm

15 7,509 4,649 13,757 0 12,881 6,025*
30 10,047 3,962* 13,5 10,249* 10,222 4,651
45 18,224 4,533* - - 13,53 4,462
60 7,628 2,909* 11,973 8,899 10,634 5,083
75 - - 18,12 7,54%* 8,742 7,075
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11-3-5 11-4-5 ‘\

11-2-10

Obrazek ¢. 19 — Konvertovana embrya jedle po 4 tydnech konverze na GM 3, vybrané
koncentrace (A — 15 uM ABA; B — 30 uM ABA; A - 75 uM ABA).
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5.6 Vliv ektomykorhiznich hub na konverzi (GM 4)

Prvni pokus byl zalozen ihned po desikaci, 24. 9. 2014 (obrazek ¢. 20, A-D). Druhy
pokus byl zalozen 13. 11. 2014 s konvertovanymi embryi, odebranymi pfi ukonéeni a
vyhodnocovani jinych GM variant (obrazek ¢. 20, E-G). Piedpokladam, ze piedchozi pokus
nebyl uspésny zejména z divodu velikosti konvertovanych embryi a relativné rychlého (PI) nebo
pomalého (AM) rustu mycelia. Po 4,5 tydnech mycelium PI opét pokryvalo cely povrch média.
Avsak ani podruhé nebyly pozorovany zadné kladné Gc¢inky na vyvoj konvertovanych embryi,

zejména kofinku (obrazek €. 20).
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Obrazek ¢. 20 — jedle, GM 4 (A — 13. 11. 2014, zacatek prvni kultivace s Pl; B — po 4
tydnech; C 13. 11. 2014, zacatek kultivace s AM; D — po 4 tydnech; E — 13. 11. 2014, zaatek
druhé kultivace konvertovanych embryi, F — 16. 12. 2014, konec kultivace, G — konvertovana

embrya na konci kultivace).
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6 DISKUZE

vvvvvv

embryi, a proto je jejich spravna koncentrace jednim z faktorti ovliviiyjicich kone¢ny Gspéch
somatické embryogeneze.

Vyzkouseni nékolika koncentraci ABA poskytlo mozZnost urc¢it nejucinnéjsi koncentrace
pro kazdou bunéénou linii. Jako nejlepsi se pro jednotlivé linie prokazaly koncentrace 15 uM
ABA pro 111-3-3, 30 uM ABA pro 1V-3-13 u Picea abies, 15 uM ABA pro 11-2-10, 45 uM ABA
pro 11-4-5 u Abies alba. Bunééné linie 111-2-11 a 11-3-5 tvotily nizky pocet kotyledonarnich
embryi nezavisle na tom, zda koncentrace ABA byla nizka ¢i vysoka. Podle vysledku je t¢innou
koncentraci pro smrk a jedli 15 az 45 uM ABA. Tato data odpovidaji i vysledkiim jinych autort
na Picea abies, kde vyssi koncentrace ABA (23 a 38 pM) zvySovaly pocet zralych
kotyledonarnich embryi na 1 cm? ve srovnani s 7,5 ABA uM (Mauleova, Vitamvas, 2007). Abies
alba i n¢kteti dalsi zastupci rodu Abies podle jinych autort (napt. Vookova a kol., 1997; Schuller
a kol., 2000) vyzaduji mnohem mensi koncentrace ABA pro Uspé&$nou maturaci, napiiklad 5 az
20 uM ABA. Z vysledki této prace vyplyva, ze neni mozné urcit jednu konkrétni koncentraci
ABA pro maturaci, kterd by byla funk¢ni pro vSechny nebo vétSinu genotypti daného druhu
(Szczygiel, Kowalczyk, 2001). Je tfeba provést testovani kazdé bunécné linie a najit pro ni
nejucinnéjsi koncentrace ABA.

Pocet déloh u zralych kotyledonarnich embryi jedle nebyl vyssi nez 5. Na konverznich
médiich se embrya pouze zvétSovala a fytohormony neptisobily béhem 4 tydnti konverze iniciaci
(vznik) novych déloh. V této praci jsem se nezaméfovala na pozorovani vlivu koncentraci ABA
faktorem neni pocet déloh, ale pfitomnost apikalniho meristému, ktery potencialné umoznuje
dal$i vyvoj embrya a zpravidla je pfitomen u embryi s jiz dvéma a vice délohami. Provedeme-li
analogii s kofenem, schopnost konvertované rostliny mit kofeny je pravdépodobné ovlivnéna
pravé pritomnosti kofenového apikalniho meristému na konci maturace (Salaj a kol., 2014).
Pokud jej embryo nemd, zadné fytohormony nebudou G¢inné. Pravdivost tohoto piedpokladu je
tieba ovéfit pomoci histologické analyzy.

Je také tieba vzit v ivahu, Ze nékteré bunééné linie nemusi mit dostateény potencial tvofit
somaticka embrya (Krajnakova a kol., 2008). Jednim z divodi muzZe byt u téchto genotypu
snizena exprese fady homeotickych geni a ABA-mediated gent (Wang a kol., 2009). Pro
experimenty byly zdmérn€é vybrany 1 linie, které nevykazovaly dostate¢ny potencidl v
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predchazejicich experimentech, aby se prokazalo, zda potencidl tvofit somaticka embrya je
mozné ovlivnit fytohormony ¢i nikoliv. Pisobeni pouze ABA tento potencidl nedokazalo né&jak
zvysit. AvSak bylo pozorovano zvyseni poétu a zlepSeni kvality odvozenych kotyledonarnich
embryi smrku pii piidani aktivniho uhliku do matura¢niho média (Pullman a kol., 2005).

Co se tyka vlivu desikaénich teplot na vyvoj somatickych embryi, v této praci nebyl
pozorovéan vliv ruznych teplot na nasledujici konverzi embryi Abies alba. Pro druhy rodu Picea
bylo jinymi autory zjisténo, Ze nejvyssi pocet plnohodnotnych konvertovanych embryi je u Picea
glauca (58 % nem¢lo zadné morfologické poskozeni, délohy a kotfeny se vyvijely normaing),
pokud pfed germinaci probiha konverze v délce 8 tydna pii teplot¢ 5°C (Pond a kol., 2002).
Konradova a kol. (2003) navrhuje misto standardniho procesu desikace podrobit somaticka
embrya Picea abies oseteni chladem — 3 tydny za tmy pii teploté 4 °C (+0,5°C), pficemz uvadi,
7e toto oSetfeni zvySuje obsah rafindzy a jinych endogennich cukri stejné jako desikace, a proto
ji mtize nahradit.

Pfidani GA3 (1,4 pM) do konverzniho média u konvertovanych embryi Abies alba
neindukovalo rast kofend. Oproti tomu Vookové a kol. (1997) se podafilo pomoci stejné
koncentrace dosahnout zadoucich U¢inku, totiz rustu kofend u hybrida jedle. Také IBA (0,2 pM)
neméla na formovani kofenového systému embryi jedle kladny vliv. Ale v pokusech se smrkem
0,1 uM IBA zcela podpofila kliceni konvertovanych embryi (Vaviickova, 2008). Pokud se tyto
dva fytohormony pouzivaji, je vysledek jejich puisobeni znaéné zavisly na jejich vzajemném
poméru. Napiiklad GAS3 v pfitomnosti vysoké hladiny auxinu inhibuje elongaci kotfenu, pfi
malém mnozstvi IAA plsobi opa¢né. Pokud se pouzivaji samostatné, o efektu rozhoduje jejich
samotna koncentrace a délka pusobeni. Zna¢nou roli mize mit genotyp a druh rostliny
(Krajnakova a kol., 2013; George a kol., 2008).

Jednim z faktorti ovliviiujicich pribéh konverze muze byt i vlhkost vzduchu uvniti
kultivacnich nadob. Nizsi vlhkost podporuje regeneraci somatickych embryi (Bhojwani, Dantu,
2013). Ke zjisténi, zda to melo vyznamny vliv na konverzi u jehli¢énant (v nasem piipad¢ jedle)
by bylo potieba vétsi mnozstvi experimentalniho materialu. Toto nebylo cilem mé diplomové
préace, ale je to jeden z moznych sméra dalsiho zkoumani pii optimalizaci metody.

V praxi byly vyzkouseny 2 houboveé kultury. Sledovalo se jejich chovani vici médiim a
embryim. Reakci Amanita muscaria na germina¢nim mediu byl velmi pomaly rust, tj. jeji vliv na
konverze embryi nebylo mozné zaznamenat. EXistuji i jinA média, ktera se pouzivaji jako
germinac¢ni pro somaticka embrya jehli¢nanti, tj. potencidlné je lze vyzkouSet jako zivné

prostiedi pro dany druh.
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Paxillus involutus naopak rostl velmi rychle a po néjaké dobé embrya byla myceliem
zcela obrostla, ale ke vzniku a stimulaci rustu kofenu nedoslo. Tento druh zachovava svoji
agresivitu i na jinych zivnych médiich (napf. matura¢nich) a mnozstvi a zastoupeni fytohormonut
v médiich zrychluje nebo zpomaluje jeho rist (Niemi a kol., 1998). Lze ho také Uspésné pouzivat
pfi stimulaci zakofenovani hypokotyld u Pinus sylvestris (Niemi a kol., 2002), coz svéd¢i o jeho
potencialni uzite¢nosti pro SE.

Pii pouziti ECM hub v somatické embryogenezi je nezbytné brat v Gvahu jak samotné
nalezy existence ektomykorhizni symbidézy mezi dfevinou a houbou in vivo, tak také stari
dreviny, pii kterém byla ektomykorhizni symbidza nalezena. Je zndmo, ze existuji druhy ECM
hub, které jsou schopny kolonizovat dievinu nezévisle na jejim stati (naptiklad u smrku to jsou
Laccaria laccata, Suillus luteus), ale existuji i druhy, které tvofi mykorhizu pouze se semenacky
(u smrku Hebeloma sp., Inocybe sp.) nebo pouze s dospélymi dievinami (Lactarius sp., Russula
sp.). Je pravdépodobné, Ze staii dieviny je zasadni i v pfipadé in vitro pii praci se somatickym
embryem a houbovou kulturou a stanovuje jejich vzajemny vztah.

Moznost pouziti houbovych kultur komplikuje jejich reakce na zivnd média, kterd
somaticka embrya potiebuji. Jsou to organismy majici rizné naroky na Ziviny a je zjevné, Ze ne
vzdy lze najit rovnovazné feseni, platici pro obé slozky dual-systému.

Pouzity protokol neobsahoval pre-matura¢ni stadium bez fytohormont. Béhem sepsani
této prace vsak byl proveden pokus s Picea abies i s timto krokem a ukazalo se, ze pro smrk je
ve zna¢né mife efektivnéjsi nez postup dle bézného protokolu. Piestoze existuji nékteré prace,
kde bez tohoto kroku byla ziskana zivotaschopna konvertovana embrya, pfedpokladam, ze je
lepsi neptehlizet jej. Potvrzeni efektivnosti tohoto kroku lze najit u mnoha jinych autord. Navic,

Znacné piinosnym muiZe byt opakovani tohoto stddia mezi maturaci a germinaci (Salajova a kol.,

1996; Salaj, 2003).
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7 ZAVER

Cilem mé préace bylo za prvé prozkoumat vliv riznych koncentraci kyseliny abscisové na
maturaci somatickych embryi bez ptitomnosti osmotik. Byly pouzity embryogenni kultury dvou
druht dfevin, Picea abies (L.) H. Karst a Abies alba Mill. Byla ptipravena $kéla riznych
koncentraci ABA a na konci pokusu se podle vysledka podafilo vybrat neju¢innéjsi z nich (viz
kap. Diskuze). Zaroven se prokazalo, ze pouze ABA neni schopna ovlivnit potencial
embryogennich kultur tvofit somatickd embrya. Zjistila jsem, Ze embryogenni kultury tvofi
somatickd embrya i bez osmoticky aktivnich latek, ale pro zjisténi vlivu osmotik na pocet
vytvotenych embryi by bylo vhodné porovnat vysledky této prace s vysledky maturace na
klasickém médiu.

Za druhé, sledovala jsem efekt riznych ristovych regulatorti (IBA, GA3) a dvou druhd
ektomykorhiznich hub (Pl, AM) na konverzi somatickych embryi rostliny, zejména na vyvoj
kotene konvertovanych rostlin. V této praci se mi nepodafilo ovlivnit tvorbu kofeni u
konvertovanych embryi jedle pusobenim fytohormont, ani ptitomnosti ektomykorhiznich hub.
Byla zaznamenana reakce houbovych kultur na germinaéni médium, coz by mohlo byt uzitecné
pti zakl&dani dalsich pokust.

Doufam, Ze vysledky mé prace budou uzite¢né pii pokracovani studia vlivu fytohormont

na konverzi jehli¢nanu a dalich in vitro pokusech s ektomykorhiznimi houbami.
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8 CONCLUSION

Firstly, the aim of my thesis was to examine the influence of various concentrations of
abscisic acid on the maturation of somatic embryos without the presence of osmoticum.
Embryogenic cultures of two woody plants, Picea abies (L.) H. Karst and Abies alba Mill were
used. The range of various concentrations ABA was prepared and, according to the results, the
most effective one was chosen at the end of the experiment (see the chapter Discussion). At the
same time, it has been proven that only ABA is not able to influence the potential of
embryogenic cultures to create somatic embryos. | have found out that embryogenic cultures
create somatic embryos even without osmotically active substances; nevertheless, it would be
suitable to compare the results of this thesis with the results of maturation on basal medium for
the discovery of the influence of osmoticum on the number of created embryos.

Secondly, | was observing the effect of various growth regulators (IBA, GA3) and two
types of ectomycorrhizal fungi (PI, AM) on the germination of somatic embryos of plants,
primarily on the development of the roots of converted plants. In this thesis, | have not managed
to influence the creation of roots of converted embryos of fir tree by the influence of
phytohormones or by the presence of ectomycorrhizal fungi. The reaction of fungal cultures on

germination medium was noticed, which could be useful in founding of other experiments.

| hope that the results of my thesis will be useful in further studies of the influence of
phytohormones on the germination of conifers and in other in vitro experiments with

ectomycorrhizal fungi.
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