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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vlivem brassinosteroidu na rust jefabu ptaciho (Sorbus
aucuparia L.) v kultufe in vitro. Vzrostlé stromy, z nichz byl odebran primarni explantat
pro zalozeni kultury in vitro, pochazeji z Ozelefiovaciho stfediska SLP v Kostelci
nad Cernymi lesy. Vyzkum byl zaméfen na in vitro faze multiplikace a zakofefiovani a
vyhodnocuje vysledky dlouhodobych pokust, které trvaly od bfezna 2014 do bfezna 2015.
PFi pokusech byl zaznamenavan délkovy pfirGst prytli, mnozeni pryt a tvorba kofen, jejich
pocCet a délka. Pfi fazi multiplikace bylo pouzito MS médium, s pfidanim fytohormont BAP
(0,0 a 0,8 mg.l"), IBA (0,0 a 0,2 mg.I") a 4 varianty koncentraci brassinosteroidui
(0,0, 0,00004, 0,0004 a 0,004 mg.I"). P¥i fazi zakoFefiovani byly pouzity dva typy médii (MS
a WPM) s rtiznymi kombinacemi IBA (0,0-0,5 mg.I") a NAA (0,0-0,4 mg.I"") se 4 variantami
koncentraci brassinosteroidd (0,0-0,004 mg.I""). Po fazi zakoFefiovani byly pryty presazeny
do substratu a zalévany rdznymi koncentracemi brassinosteroidd (0-0,004 mg.I"). Vyzkum
prokazal zavislost koncentraci fytohormonu a brassinosteroidd pro rust, mnozeni prytd, vznik

koren( a rust rostlin po presazeni.
Klicova slova: Rostlinné regulatory rustu, stres z pfesazeni, vegetativni rozmnozovani
ABSTRACT

This thesis deals with the effects of brassinosteroids on mountain ash (Sorbus aucuparia
L.) growth planted in vitro. The primary explant for the in vitro culture initiation was removed
from adult trees located in CULS Forest Establishment at Kostelec nad Cernymi lesy. The
research is focused on the in vitro phases of multiplication and rooting, and the research
evaluates the results of long-standing experiments that lasted since March 2014 to March
2015. The length increment of shoots, shoot multiplication and root formation, their number
and length were being analyzed during these experiments. In the multiplication stage, the MS
medium was used with the addition of phytohormones BAP (0.8 mg.I"), IBA (0.2 mg.I") and
four different concentrations of brassinosteroids (0,0, 0,00004, 0,0004 and 0,004 mg.I"). Two
kinds of media (MS and WPM) and a combination of IBA (0,0-0,5 mg.I"") and NAA (0,0-0,4
mg.I") with four different concentrations of brassinosteroids (0,0-0,004 mg.I"") were used in
the rooting phase. After the rooting phase the shoots were transplanted into the substrate
and watered with various concentrations of brassinosteroids (0-0,004 mg.I"). The research
has demonstrated the dependence of concentrations of phytohormones together with
brassinosteroids on the growth and multiplication of shoots, formation of roots and plant

growth after transplanting.

Key words: Plant growth regulators, the stress of transplanting, vegetative reproduction
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1. Uvod

Jefab ptaci (Sorbus aucuparia L.) je dfevina z Celedi rGzovitych (Rosaceae) a
pochazi z Evropy, Asie a zapadni Sibife. Jefab patfi mezi pionyrské, kratkovéké
difeviny, dozivajici se maximalné 150 let, zpocCatku rychle rostouci. Kvete
dle nadmorské vySky od kvétna do Cervna. Plodem jefabu je Cervena, az 1 cm velka
kulovita malvice, obsahujici 2-4 semena. Plody dozravaji v zafi, béhem zimy

opadavaiji. Jefab zacina plodit mezi 10. a 20. rokem Zzivota a plodnost byva kazdoro¢ni.

V mladi je jefab polostinny druh, ve stafi slunny. Je zcela mrazuvzdorny a roste
na rlznych typech stanovist, s odliSnym obsahem vody v padé. Lesnicky vyznamny je
pfevazné ve vyssSich polohach, kde tvofi jedinou pfimés ve smréinach. Jedna se
o drevinu s ervenohnédym jadrem a narlizovélou béli. Dfevo je pomérné tvrdé,
vyuziva se v nabytkarstvi, kolarstvi, pro vyrobu holi a hudebnich nastroji. Pro svoji

ozdobnost se jefab Casto vysazuje v zahradach, sadech a alejich.

Brassinosteroidy (BRS) jsou chemické latky podporujici rist, nachazeji se v nizkych
koncentracich v pylu, semenech a mladych vegetativnich tkanich v ramci celé rostlinné
fiSe. Spolu s auxiny se jedna o dva dulezité fytohormony, které reguluji rist a vyvoj
rostlin, véetné bunééného déleni, cévni diferenciace, rlst kofenl a starnuti. Nékolik
studii prokazalo, ze nékteré reakce auxinu jsou zvySovany spolupusobenim

brassinosteroidu (Clouse et Sasse, 1998).

Extrakce brassinosteroidd zrostlin je velmi nakladna, proto jsou vyrabény
synteticky. Jsou snadno misitelné s jinymi latkami a vyuzivaji se prevazné

v zemeédélstvi ke zlepSovani vynosovosti péstovanych plodin. (Becka et al., 2007).

Problematiku rozmnozovani jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) in vitro popsal
Chalupa (2002), ktery k multiplikaci vyuzil MS médium s pfidanim nizkych koncentraci
BAP a IBA, pfi fazi zakofenovani bylo pouzito modifikované WPM médium s nizkymi
koncentracemi IBA a NAA. Z duvodu jiz existujicich protokold o navrhu metodiky
mikropropagace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) byla pro tuto diplomovou praci

vybrana pravé tato drevina.

Tato diplomova prace ma za cil popsat, jakym zplsobem ovliviiuji brassinosteroidy
rist jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) v kultufe in vitro. Vyzkum byl provadén
v In vitro laboratofi v arealu Arboreta FLD Truba v Kostelci nad Cernymi lesy. PouZity

byly jiz zalozené kultury jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.). Byl zkouman vliv



rostlinnych hormonu na rast rostlinného materialu v riznych fazich multiplikace. Kromé
brassinosteroidl byly pouzity fytohormony benzyalaminopurinu (BAP), kyseliny indolyl-
3-maselné (IBA) a kyseliny naftyloctové (NAA). Hlavnim cilem prace bylo na zakladé
dlouhotrvajiciho vyzkumu vyhodnotit, jaké koncentrace brassinosteroiddi maiji vliv
na multiplikaci, zakofefovani a pfevod rostlin jefabu ptaiho (Sorbus aucuparia L.)

v explantatovych kulturach.
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2. RGzovité (Rosaceae)

Mezi Celed rlizovité patfi stromy, kefe, polokefe a byliny. Areal rozSifeni se nachazi
hlavné v mirnych a subtropickych oblastech severni polokoule. Listy jsou stfidavé,
jednoduché nebo slozené, s prevazné pétiCetnymi pravidelnymi kvéty. Kvétni lGzko
vznika srustem okvétnich listkl s dolni ¢asti tyCinek, tvar ma miskovity nebo barikovity.

Opyleni je obstaravano hmyzem (Mergl et al., 1984).

Plody celedi rlizovité jsou méchyrky, nazky, peckovice nebo malvice. Pletiva ¢asto
obsahuji éterické oleje, jako jsou napfiklad silice, které podmiriuji vini kvétd, napfr.
u razi. Celed zahrnuje hospodarsky vyznamné druhy, které slouzi jako ovocné nebo

okrasné dreviny a rostliny, lécivé rostliny (Kincl et al., 2000).

Mezi nejznaméjSi druhy patfi Fragaria vesca L., Geum rivale, Rubus fruticosus L.,
Rubus idaeus L., Rosa canina, Rosa rugosa, Sorbus aucuparia, Sorbus torminalis,

Sorbus aria.
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3. Jerab ptaci (Sorbus aucuparia L.)

Jefab ptaéi (Sorbus aucuparia L.) je listnata dfevina, patfici do ¢eledi rlizovitych
(Rosaceae). Plivodem patfi jak do Evropy, tak do Asie a zapadni Sibife. Dorlsta vySe
az 10 m, Casto vytvari vice kmend. Listy jsou opadaveé, lichozpefené, maji 11-15 listkd,
na koncich jsou lehce pilovité. Kvete v kvétnu, kvéty jsou bilé, v chocholicich. Plody
jefabu jsou oranzové, az Cervené kulaté malvicky, které jsou €asto vyhledavanou ptaci

potravou (Burki, Tommasini et Jakob, 2002).

Pro svoji ozdobnost je jefab oblibenym zahradnim stromem, a proto se také
vysazuje do aleji a stromofadi. Jefabu ptacimu vyhovuji susSi, propustné pudy,
ve vySSich oblastech hraje dllezitou roli pfi zpeviiovani sutovisk a lavinovych svahu.
Kofeny dobfe zpevnuji pddu a opadané listy vytvafi vyZivhou vrstvu humusu
(Lohmann, 2005).

Plody jefabu méfi v priméru 6-9 mm, dozravaji v srpnu a v zafi, jsou velmi vyzivné,
obsahuji vitamin C, karoten, organické kyseliny, sorbit, ktery se vyuziva jako nahrazka
cukru pro diabetiky a dale kyselinu parasorbinovou, ktera se vyuziva jako konzervacni
latka. Dfevo jefabu je lehké a tvrdé, vyuziva se v soustruznictvi a kolafstvi, ale i

pro vyrobu nabytku, holi a hudebnich nastroju (Lohmann, 2005).

Obr. €. 1 Jefab ptaci (Sorbus aucuparia L.) (zdroj fotografie www.nabla.cz)
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4. Pouzité fytohormony

Fytohormony jsou organické latky syntetizované v rostlinach. Jiz pfi nizkych
koncentracich reguluji ristové a vyvojové procesy, aniz by se pfi tom chemicky ménily.
Pusobi v misté vzniku nebo v €astech rostlin, kam jsou transportovany. Zakladnimi
fytohormony jsou auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen (Lustinec
et Zarsky, 2005).

Rostlinné regulatory délime na nativni (pfirozené) a syntetické. Nativni regulatory si
rostlina sama vytvafi a nazyvaji se fytohormony, syntetické regulatory nejsou soucasti
metabolismu rostlin, pfi aplikaci maji na rostliny a jejich rist bud pozitivni vliv,
nazyvame je stimulanty nebo maji naopak inhibujici vliv, to jsou tzv. retardanty.
Fytohormony indukuji chemické signaly, které vznikaji v nepatrném mnozstvi v riznych
Castech rostlin a plsobi na rizné procesy, predevsSim vyvojové, rastové a pohyboveé.
RozliSujeme ftfi skupiny fytohormonu, které plsobi prevazné stimulacné, coz jsou
auxiny, cytokininy a gibereliny a dvé skupiny fytohormonu pusobicich inhibi¢né,

abscisiny a ethylen (Prochazka et al., 1994).

Auxiny, kyselina abscisova, cytokininy, ethylen a gibereliny jsou obecné oznadovany
jako pét hlavnich skupin pfirozené se vyskytujicich rostlinnych hormonl. Auxiny a
rostlinné tkané, nicméné kyselina abscisova, ethylen a gibereliny hraji také dalezitou
roli v rastu a vyvoji rostlin. Kromé klasickych rostlinnych hormonu byly objeveny nové
pfirozené se vyskytujici latky s regulaénim ucinkem v tkanovych kulturach, jsou to
napf. polyaminy, jasmonaty, brassinosteroidy, steroly a kyselina salicylova (Gaspar et
al., 1996).

4. 1. Auxiny

Auxiny reguluji mnoho rustovych a vyvojovych procesu. V interakci s cytokininy
stimuluji dlouzivy rust, bunéné déleni a bunécnou diferenciaci. Dale stimuluji tvorbu
adventivnich kofenu, opadavani listld, kvétd a plodd. OdliSné rustové organy maji
rznou citlivost vici auxindm. Napf. auxin stimuluje rust kofenu pfi koncentraci 10.000x
nizSi nez rlst stonkd. Syntetické auxiny maji SirSi oblast pouziti z ddvodu jejich
chemické stalosti, patfi sem kyselina a-naftyloctova (NAA) a kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). Auxiny IBA, NAA a 2,4-D se €asto pfidavaji do zivnych

médii v kulturach in vitro pro iniciaci zakofefiovani (Lustinec et Zarsky, 2005).

VSechny auxiny tvofi karboxylovou skupinu v postrannim fetézci. Kyselina indolyl-3-

vvvvvv
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fadime Kyselinu 4-chlor-indolyloctovou (4-CI-IAA), k. indolyl-3-maselnou (IBA),
k. fenyloctovou (PAA), ty se vyskytuji v rostlinach v mensim mnozstvi (PodleSakova et
al., 2012).

COOH

N

N
H

Obr. &. 2: Strukturni vzorec kyseliny indolyl-3-octové (IAA)

4. 2. Cytokininy

K dnednimu dni zname pres tficet pfirozenych cytokinind. Prvni izolovany cytokinin
byl kinetin (furfurylaminopurin), v rostlinach se volné nevyskytuje, je vyrabén synteticky.
Prvni pfirozeny cytokinin byl izolovan z kukufice (Zea mays) a nazyva se zeatin.
Cytokininy jsou latky odvozené od aminopurinu (adeninu) substituovaného
na aminoskupiné v poloze 6. Jsou syntetizovany v ¢astech rostlin s intenzivnim rastem,
obzvlast v meristémech rostoucich kofenu. Mezi fyziologické ucinky cytokinind patfi
zejména syntéza bilkovin, Skrobu, chlorofylu, stimulace bunééného déleni, tvorby
pupenud, zabranéni starnuti pletiv. Z cytokininG, které se nejCastéji pouzivaji
pro kultivaci rostlin in vitro, patfi cytokininy kinetin a BAP (benzylaminopurin) (Lustinec
et Zarsky, 2005).

NH
N7 N\
o

Obr. &. 3: Strukturni vzorec benzylaminopurinu
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Cytokininy jsou vrostliné syntetizovany v kofenech, odkud jsou pomoci
transpiracniho proudu transportovany do lodyhy. Stimuluji déleni bunék, zpomaluji
odbouravani RNA, bilkovin a chlorofylu, podporuji vznik pupenl a vétveni lodyh
(Prochazka et al., 1994).
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5. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou hormony, které podporuji rist rostlin a nachazeji se ve velice
nizkych koncentracich ve vSech rostlinach. Byly objeveny vroce 1970 a po fadé
provedenych experimentl bylo zjiSténo, Ze ovliviiuji elongaci bunék, listovou

morfogenezi, starnuti, plodnost a zrani (Pereira-Netto, 2012).

V roce 1979 byly ze 40 kg brukve fepky (Brassica napus) odebrany 4 mg steroidu,
tento steroid byl pojmenovan brassinolid, byla popsana jeho struktura a podobnost se

steroidy u zvifat (Grove et al., 1979).

Brassinosteroidy jsou oznafovany jako nova skupina rostlinnych hormon, které
vyrazné podporuji rustovou aktivitu. Poprvé byly izolovany z pylu brukve fepky,
nasledné byl zaznamenan jejich obsah v dalSich 44 rostlinach a pravdépodobné jsou
pfitomné v celé FiSi rostlin. Brassinosteroidy jsou povazovany za hormony
s pleitotropnimi Uc€inky, jelikoz ovliviuji rizné vyvojové procesy, jako je rust, kveteni,
starnuti, kliCeni semen a rhizogeneze, dale zajistuji rezistenci rostlin proti rGznym

abiotickym stresim (Rao et al., 2002).

Dosud byly brassinosteroidy objeveny ve 44 druzich rostlin, ztoho je
37 krytosemennych (devét druhl jednodéloznych a 28 dvoudéloznych), pét
nahosemennych, jeden kapradorost a jedna Ffasa. ProtoZe dosud vSechny rostliny,
které byly testovany, obsahovaly brassinosteroidy, vznikla hypotéza, Ze
brassinosteroidy jsou pravdépodobné pfitomné ve v8ech druzich rostlin. Tabulka &. 1
uvadi, které rostliny brassinosteroidy obsahovaly a vjakych jejich Castech se
nachazely (Rao et al., 2002).

K vyrazné interakci brassinosteroidi dochazi s IAA, kde méni citlivost pletiv
k auxinu, ovSem pouze pokud jsou aplikovany dfive, v opacném pfipadé dochazi spise
k inhibiénim G&inkm. ZvySuji odolnost vié&i stresim, oddaluji opad listd a v nékterych
pfipadech inhibuji vznik adventivnich kofenl. Jsou aktivni pouze na svétle a

nevyskytuji se v kofenech (Cutler, Yokota et Adam, 1991).
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Tab. €. 1: Druhy rostlin a jejich ¢asti obsahujici brassinosteroidy

Cast rostliny Druh rostliny
Helianthus annuus, Alnus glutinosa, Brassica napus, Robinia pseudo-
pyl acacia, Vicia faba, Fagopyrum esculentum, Citrus unshiu, Citrus sinensis,
Cupresus arizonica, Pinus thunbergii, Cryptomeria japonica
Gypsophili  perfoliata, Beta vulgaris, Pharbitis purpurea, Brassica
campestris, Raphanus sativus, Cassia tora, Lablab purpreus, Orinthopus
semeno sativus, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vicia faba, Cannabinus sativa,
Apium graveolens
Arabidopsis thaliana, Ornithopus sativus, Pisum sativum, Lycopersicon
pryt esculentum
list Castanea crenata, Distylium recemosus, Thea sinensis
ostatni:
lata Rheum rhabarum
&ast kambia Cryptomeria japonica
stélka Hydrodictyon reticulatum

Brassinosteroidy jsou pfitomny v rostlinach v extrémné nizkych koncentracich
(v jednotkach nano-graml). Mnozstvi endogennich brassinosteroidd se [iSi
u rostlinnych pletiv. Mladé rostouci tkané obsahuji vét§i mnozstvi brassinosteroidi nez
tkané zralé. Pyl a nezrald semena obsahuji nejvétsi mnozstvi 1-100 ng.g” &erstvé
hmotnosti, zatimco vyhonky a listy obsahuji obvykle mensi mnozstvi, tj. 0,01-0,1 ng.g™

Cerstvé hmotnosti (Rao et al., 2002).

5. 1. Struktura brassinosteroidu

Brassinosteroidy jsou esencialni pfirodni fytohormony podobné ZivociSnym
steroidnim hormonudm. SloZita struktura brassinosteroidi je tvofena cholestanovym
skeletem a oxalaktonovym B-kruhem s 2 hydroxyly a dlouhymi postrannimi fetézci
(Becka et al., 2007).
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Obr. €. 4: Strukturni vzorec molekuly brassinolidu

5. 2. Vyuziti brassinosteroidt v praxi

Objevem brassinosteroidli pfed vice nez dvaceti lety vznikla nova éra ve studiich
hormonu, dfive byly znamé steroidni hormony pouze u zvifat a hub. Pokrok
ve vyzkumu brassinosteroidu byl rychly a brzy zacaly byt aplikovany v zemédélstvi.
Nové studie povazuji brassinosteroidy za velmi perspektivni pfirodni latky, Setrné
k Zivotnimu prostfedi, které jsou proto vhodné pro Sirokou aplikaci na ochranu rostlin a

zvySeni vynosu v zemédélstvi (Khripach, Zhabinskii et Groot, 2000).

Aplikace brassinosteroidli na plodiny jako jsou obiloviny, brambory, zelenina,
ovoce, houby a dale na okrasné rostliny, zvySuje jejich vynos. PFipravky
s brassinosteroidy pro maceni semen a oSetfovani nejsou vyuzivany ve velké mife, ale

jsou komeréné dostupné ve vétsiné zemi (Rao et al., 2002).

Ke zvy3eni vynosu obilovin v rozsahu 5-20 % dochazi pfi uplathovani
brassinosteroidi. Bylo popsano, Ze aplikace brassinosteroidid na semena jarniho
jeCmene ma za nasledek zvySeni obsahu vapniku potfebného k zesileni klasu a
pruznosti bunécnych stén v kofenech a v nadzemnich ¢astech (Ageeva, Prusakova et
Chizhova, 2001).

Brassinosteroidy se ukazaly byt uzite&né pfi zvySeni vynosu zemédélskych plodin.
Pomoci brassinolidu byl zvySen vytézek fazoli o 41-51 % ve vztahu k hmotnosti semen
na rostliné. Dale byla zvySena hmotnost listl dvou druhtd salatd o 25 % (Meudt et
Thompson, 1983).
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Bylo zjisténo, Ze brassinolid podporuje vyvoj bramborovych hliz, inhibuje jejich
kliceni béhem skladovani a zvySuje odolnost proti infekcim, konkrétné u Phytophthora

infestans, Fusarium suplhureum (Kazakova, Karsunkina et Sukhova, 1991).

Pfi oSetfovani rostlin proti chorobam byl zkouman i vliv brassinosteroidd. Bylo
zjisténo, Ze na rostlinach oSetfenych brassinosteroidy byl vyrazné niZ3i rozvoj houbové
infekce. Brassinosteroidy tak dodavaji rostlinam ochranny ucinek proti houbovym
patogentim. PFi oSetfovani rostlin bylo nejefektivnéjSiho ucinku dosazeno pfi postfiku
roztokem s brassinosteroidy v davkach 10-20 mg.ha™. V nékterych pfipadech byl
ucinek brassinosteroidl proti napadeni rostlin houbami vyssi nez u rostlin oSetfenych

standardnim fungicidem (Khripach, Zhabinskii et Malevannaya, 1997).

Byla testovana aktivita brassinosteroidu proti fadé vir jak zvifecich, tak lidskych.
27 derivatl brassinosteroidu bylo testovano proti viru spalni¢ek a bylo prokazano, ze
maiji protivirovy Ucinek. Hodnoty indexu selektivity (Sl) brassinosteroidt byly dokonce

vys8i nez hodnoty Sl ziskané u referen¢niho Ié€iva ribavirinu (Wachsman et al., 2002).

Studie in vitro dokazaly, ze 24-epibrassinolid je schopen snizovat nebo dokonce
zastavit rdst HIV v kultivovanych infikovanych burikach. Proto tento druh
brassinosteroidu muze byt pouzit pfi prevenci a IéCeni infekce HIV a souvisejicich
potiZi (Khripach et al., 2005).
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6. Stres rostlin

Rostliny reaguji na rGzné abiotické a biotické slozky prostfedi. Patfi mezi né
pritomnost tézkych kovu, sucho, poskozeni, vysoky obsah soli, zmény teploty a zafeni,
napadeni patogeny a Skudci. Abioticky stres vede k morfologickym a biochemickym
molekularnim zménam. Sucho, zasoleni, extrémni teploty a oxidaéni stres pusobi
Casto spole¢né a mohou vyvolat podobna poskozeni. Napfiklad sucho a zasoleni
vyvolaji pfedevSim osmoticky stres, ktery vede k naru$eni homeostazy a k redistribuci
iontd v burikach. Oxidacéni stres, ktery je ¢asto doprovazen vysokymi teplotami nebo
suchem, mlze zpusobit denaturaci bilkovin. Vyvolané stresy z prostifedi Casto aktivuji
podobné bunééné signalni drahy a buné&tné odezvy jako jsou produkce stresovych
proteinl a zvySeni tvorby antioxidantl. Biochemické adaptace u rostlin zahrnuji rizné
zmény v metabolickych reakcich. Tyto zmény zahrnuji vyvoj novych metabolickych
pochodul, syntézu specialnich bilkovin a zmény hladin fytohormon(. Adaptace
predstavuje schopnost Zivého organismu pfizpusobit se ménicimu zivotnimu prostredi
a zaroven zvysit jeho 8ance na pfeziti a schopnost reprodukce (Bajguz et Hayat,
2009).

Stres u rostlin nastava v pfipadé plsobeni stresovych faktorq, tzv. stresort. Rostliny
jsou vystavovany mnoha vnéjSim vlivim bé&hem svého Zivota. Stres vyvolava u rostlin
zpomalovani zivotnich funkci, poskozeni organt nebo dokonce uhynuti (Prochazka et
al., 1998).

6. 1. Stres z presazeni

Po pfesazeni musi rostlina rychle vytvofit nebo obnovit Sifeni kofenového systému
v hovém prostfedi, aby minimalizovala stres z pfesazeni a zajistila si tak preziti. Stres
z pfesazeni je Casto zplsobem nedostatkem vody. Rostlina ma kvali nedostateéné
vyvinutému kofenovému systému potize absorbovat potfebné mnozstvi vody. Rostliny,
které jsou pfesazené z balu nebo v pfipadé in vitro metod z nadob, nemaji stres nejen
z nedostatku vody kvuli malému kofenovému systému, ale i z ddvodu rychlé absorpce
vody pudou. Po pfesazeni nastava urcitd doba, nez rostlina vytvofi dostateCny
kofenovy systém a v tomto obdobi je nejvice nachylna na extrémni stresové faktory

jako jsou mezni teploty a svételné zafeni, nedostatek Zivin a vody (Watson, 1996).

Ke stresu strom0 a kefl dochazi pfi jejich pfesazeni na jiné stanovisté. Pokud je
vynalozena dostateCna péce pfi jejich pfesazovani, jsou rostliny schopné rychle se
pFizpusobit novému prostfedi. V druhém pfipadé rostliny trpi tzv. Sokem z pfesazeni,

ktery jejich pfivyknuti novému prostfedi brani. Pfi pusobeni stresovych faktorl neni
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rostlina schopna regenerace, vyvoje a €asto dochazi k odumieni. Obzvlasté drevinam
muze trvat tfi az pét let nez se adaptuji na nové prostfedi a pfestane na né pusobit
stres z pfesazeni. Listy a pfirGsty prytd nejsou znaky ur€ujici pfizpusobeni rostliny,
témi jsou vétveni kofenu a jejich rozSifeni do okolni pidy. Pokud se rostliné nepodafri
vytvofit novy kofenovy systém, nastava Sok z pfesazeni. Mezi pfiznaky stresu
z pfesazeni patfi odumirani, spalené nebo neobvykle zbarvené listy, nepfiristajici
stonek, prfedCasna defoliace, nevytvareni kvétd. PFi¢inami vzniku stresu z presazeni
byva poskozeni rostlinného materialu béhem pfesazeni, napadeni chorobami,
nedostate¢né vyvinuty kofenovy systém v poméru s nadzemni ¢asti rostliny, vyschnuti

kofenll mezi pfesazenim (Gauthier, Kaiser et Klahr, 2014).

21



7. Metodika

7. 1. Multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

Vyzkum multiplikace Sorbus aucuparia probihal na jiz zalozenych a iniciovanych
kulturach. Bylo pfipraveno MS médium s rdstovymi regulatory BAP (0,8 mg.I") a IBA
(0,2 mg.I'"), dale byly pfidany brassinosteroidy o 4 réiznych koncentracich. Médium
obsahovalo sacharézu (30 g.I'"), myo-inositol (100 mg.I") a agar (7 g.I'"), pH média
¢inilo 5,7. Varianty s riznymi koncentracemi brassinosteroidt byly ozna¢eny pismeny
A, B, C a D. Brassinosteroidy byly aplikovany v koncentracich 0,00 — 0,004 mg.I" (viz
tab. €. 1). Byly pouzity sklenice o objemu 200 ml s 30-35 ml zivného média a uzavieny
plastovym vickem s mikroventilaci. Sterilizace Zivhych médii probihala v uzavienych
sklenicich v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C a tlaku 105 kPa po dobu 20 minut.
Pro dodrZzeni sterility byly pryty pfesazovany ve flow boxu (laminarni box
s horizontalnim proudénim vzduchu) za pouziti sterilnich nastroji pravidelné macenych
vlihu (96% ethanol) a opalovanych nad lihovym kahanem. Pryty byly vkladany
do média po 2-3 prytech na sklenici. Pryty byly péstovany v klimatizované mistnosti

pfi teploté 22 + 1 °C s dobou sviceni 16/8 hodin (den/noc).

Tab. €. 2 Varianty pouzitych koncentraci brassinosteroid a fytohormonu

Oznadeni Koncentrace BAP | Koncentrace IBA Konpentrage .
) ! R brassinosteroidu
varianty mg.| mg.| 1
mg.|
A 0,8 0,2 0
B 0,8 0,2 0,00004
C 0,8 0,2 0,0004
D 0,8 0,2 0,004
A’ 0 0 0
B’ 0 0 0,00004
C’ 0 0 0,0004
D’ 0 0 0,004

Pokus multiplikace Sorbus aucuparia (L.) byl zaloZzen s opakovanim, pfi kterém
nebyly pouzity fytohormony IBA a BAP. Celkem bylo pouzito 14 sklenic na 1 variantu

pfi jednom pokusu. PFi multiplikaci bylo dohromady pouzito 274 prytd Sorbus aucuparia

(L.).
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Obr. &. 5 Multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) (foto autora)

7. 2. Zakorenovani jerabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

PFi iniciaci zakofefiovani byly pouzity pryty jefabu namnozené ve fazi multiplikace.
Pro indukci zakofefiovani prytd bylo pouzito 2 WPM a %2 MS médium s riznymi
koncentracemi IBA a NAA, brassinosteroidl, sachardzy, caseinu a glutaminu (viz tab.
4). U ¥ WPM média byla pfidana sacharéza (10 g.I"), myo-inositol (100 mg.I""), agar
(7 g.I'"), pfi pH 5,7. U MS média s poloviénim obsahem makro a mikro prvkd, byly
pfidany myo-inositol (100 mg.I'"), agar (7 g.I"), pH 5,7 a pomocné slozky uvedené

v tabulce &. 3.

Sklenice byly oznaCeny symbolem R a pismeny A — P. Pro zajisténi sterility byla
média autoklavovana v uzavienych sklenicich o objemu 200 ml. Pfi teploté 121 °C,
tlaku 105 kPa byla ponechéana v autoklavu po dobu 20 minut. Jednotlivé pryty byly
pfesazovany ve flow boxu sterilnimi nastroji do sklenic s zivnymi médii (30-35 ml)
uzavienych plastovym vickem. Jedna sklenice obsahovala 2-3 pryty. Sklenice s pryty
byly uloZeny v klimatizované mistnosti pfi teploté 22 £+ 1 °C s dobou sviceni 16 hodin.
Pokusy zakofernovani byly provadény v objemu 14 sklenic na variantu, kromé& variant
C-P, které byly pfipraveny po 7 sklenicich na variantu. Pfi zakofefiovani bylo celkem

pouzito 444 prytl Sorbus aucuparia (L.).
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Obr. €. 6 Pryt Sorbus aucuparia s kofenem (foto autora)

Tab. €. 3 Pokus zakofenovani Sorbus aucuparia, 2 WPM médium

Oznaceni | Koncentrace | Koncentrace NAA Kon_centracc_—: .

; 1 4 brassinosteroid
varianty IBA mg.| mg.| 1

mg.|

A 0,5 0,3 0

B 0,5 0,3 0,00004

C 0,5 0,3 0,0004

D 0,5 0,3 0,004
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Tab. &. 4 Pokus zakofenovani Sorbus aucuparia, = MS médium

Oznf’ﬂée Koncentrace | Koncentrace Konpentracg ] Koncentrace Koncen_trace Koncentrace
ni -1 -1 | brassinosteroidll | sacharézy caseinu glutaminu
varianty IBAmg.| NAA mg.| mg.l'1 g.I'1 mg.l'1 mg.l'1
AA 0,3 0 20 200 200
BB 0,3 0,00004 20 200 200
CcC 0,3 0,0004 20 200 200
DD 0,3 0,004 20 200 200
C 0,8 0 10 0 0
D 1,6 0 10 0 0
E 0,05 0 10 0 0
F 0,1 0 10 0 0
G 0,2 0 10 0 0
H 04 0 10 0 0
I 0,05 0,05 0 10 0 0
J 0,1 0,1 0 10 0 0
K 0,2 0,2 0 10 0 0
L 0,4 04 0 10 0 0
M 0,05 0 10 0 0
N 0,1 0 10 0 0
@] 0,2 0 10 0 0
P 0,4 0 10 0 0

7. 3. Prevod jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) do nesterilniho prostredi

Po fazi zakofefiovani byly pryty jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) pfevedeny

do nesterilniho prostfedi. Na pryty které nevytvofily kofeny, byl nejprve aplikovan

kofenici stimulant Stimulax | (HU-BEN), pryty byly ogi§tény, ponechany s dvéma

az tfemi listy a zasazeny do substratu, ktery obsahoval raselinu a perlit v poméru 3:1.

Kazdé Ctyfi dny byla na sazenice aplikovana zalivka s tfemi variantami koncentraci

brassinosteroidl (tab. €. 5) spolu s fungicidem Previcur 607 SL (Bayer CropScience

AG). Sazenice byly péstovany v miniskleniku v klimatizované mistnosti pfi teploté

22 + 1 °C s dobou sviceni 16 hodin. Celkem bylo do substratu pfesazeno 94 prytu

Sorbus aucuparia (L.).
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Tab. &. 5 Koncentrace brassinosteroidd v zalivce

Oznaceni varianty Koncentrace
koncentrace brassinosteroidd mg.|”
A 0
B 0,0004
C 0,004

PR

Obr. & 7 Prevedené pryty jefabu ptaCiho (Sorbus aucuparia L.) do nesterilniho
prostfedi (foto autora)

7. 4. Statistické hodnoceni

Pri statistickém hodnoceni méfeni bylo pouzZito zakladnich statistickych metod jako
aritmeticky primér a smérodatna odchylka. Analyza rozptylu a Tukeyova metoda
mnohonasobného porovnani byly pouzity pfi vyhodnoceni pfirGstu mezi jednotlivymi
koncentracemi fytohormonu a brassinosteroidu, jak pfi fazi multiplikace, tak pfi fazi
zakorefiovani. Pfi pouziti analyzy rozptylu byla vzdy urCena zakladni hypotéza Hy,
ktera tvrdila, Ze neni rozdil v délkovém pfirGstu prytl nebo kofenll mezi jednotlivymi

variantami koncentraci. V pfipadé, ze tato hypotéza byla zamitnuta a vysledek potvrdil
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statisticky vyznamny rozdil v délkovém pfirdstu prytd nebo kofenu, byla provedena
Tukeyova metoda mnohonasobného porovnani. Tato metoda porovnala rozdily variant
koncentraci pomoci primérného rozdilu v délce prytu nebo kofene a pfi jaké hladiné

vyznamnosti. Pfi vypoctech byla pouzita hladina vyznamnosti 0,05.
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8. Vysledky

8. 1. Vysledky multiplikace jefabu pta€iho (Sorbus aucuparia L.)

8. 1. 1. Vliv brassinosteroid(l a IBA na jefab ptaci (Sorbus aucuparia L.)

Tento vyzkum byl zalozen 14. 6. 2014 s pryty jefabu z jiz zalozenych a iniciovanych
kultur. Délka vyzkumu trvala 57 dni a ukonCen byl ke dni 9. 8. 2014. Vzhledem
k vysoké kontaminaci rostlinného materialu pfesazeného po jednom mésici zde

uvadim vysledky multiplikace po 29 dnech trvani pokusu.

Nejvétsi primérny pfirlst vykazovaly pryty nasazené na varianté A (1,00 + 0,42
cm), C (0,93 + 0,30 cm), B (0,88 + 0,41 cm) a nejmenSi pramérny pfirast vykazovaly
pryty varianty D (0,70 £ 0,54 cm).

Tab. &. 6 Vysledky multiplikace s brassinosteroidy a IBA

. .~ | Smérodatna | Maximalni L
Varianta Primérny Yoo Minimalni
N odchylka prirust ve o
koncentrace | pfirtist [cm] pfirtst [cm]
[cm] [em]

A 1,00 0,42 2,00 0,00

B 0,88 0,41 1,60 0,00

C 0,93 0,30 1,40 0,30

D 0,70 0,54 2,10 0,00

Jiz po jednom mésici byla nulova hypotéza H,, ktera tvrdila, Ze neni vyznamny
rozdil v pfirGstu prytd mezi variantami koncentraci zamitnuta a Tukeyova metoda
mnohonasobného porovnani prokazala statisticky vyznamny rozdil v pfiristu délek
prytd mezi variantou D a A, kde varianta A dosahovala vét§iho primérného pfirtstu

délek prytd nez varianta D.

Tab. €. 7 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani pokusu s brass. a
IBA

Porovnani mezi Primérny rozdil v Hiadi . "
variantami koncentraci pFirdstu prytd [cm] adina vyzhamnost

B-A -0.112 0.638

C-A -0.067 0.895

D-A -0.302 0.009

C-B 0.045 0.964

D-B -0.190 0.187

D-C -0.236 0.065
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Tab. €. 8 Namnozeni prytd pokusu s brassinosteroidy a IBA

. Pocatecni Pocet Prdmérna . .
Varianta . Lo "ch m “h Namnozeni
koncentrace pocet prytu n(,)voyc de a novenho prytd [%]
[ks] prytd [ks] prytu [cm]
A 42 70 0,59 166,67
B 42 59 0,63 140,48
C 42 62 0,57 147,62
D 42 59 0,60 140,48

Pfi pozorovani mnozeni prytd bylo zjiSténo, ze varianta A vytvofila nejvice novych
prytd, varianta B vykazovala nejvétsi primérnou délku nové vzniklych prytu.
8. 1. 2. Vliv brassinosteroidl na jefab ptaci (Sorbus aucuparia L.) bez pfidani BAP a

IBA

Opakovany vyzkum vlivu brassinosteroidt pfi multiplikaci jefabu ptaciho probihal
od 23. 8. 2014 do 19. 10. 2014, tedy 58 dni.

Nejvétsi pramérny pfirdst vykazovaly pryty varianty A” (1,84 + 0,63 cm), dale
varianty B” (1,50 + 0,66 cm), D" (1,37 = 0,70 cm) a nejmensi primérny pfirast délek

prytl vykazovala varianta C" (1,29 + 0,65 cm).

Tab. €. 9 Vysledky multiplikace s brassinosteroidy bez BAP a IBA

. .+ . | Smérodatna L C
Varianta Pramérny Maximalni Minimalni
o odchylka ve o o
koncentrace | pfirtst [cm] [cm] pfirist [cm] | pfirast [cm]
A 1,84 0,63 3,00 0,60
B’ 1,50 0,66 3,10 0,30
C’ 1,29 0,65 3,60 0,30
D’ 1,37 0,70 3,90 0,00

PFi pouziti analyzy rozptylu byla nulova hypotéza H, zamitnuta a Tukeyova metoda
mnohonasobného porovnani potvrdila statisticky vyznamny rozdil v pfirdstu prytd
mezi variantami C" a A’, kde pryty varianty A" dosahovaly vétSiho pfirlstu nez pryty

varianty C".
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Tab. & 10 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani pokusu s brass.
bez IBA

Porovnani mezi Prﬂm(jarny .
variantami v.rPZdII Vo, ’Hladlna .
koncentraci prirustu prytu | vyznamnosti

[cm]
B'-A’ -0.341 0.272
C-A -0.544 0.022
D-A’ -0.470 0.077
C-B’ -0.203 0.668
D-B’ -0.128 0.900
D-C’ 0.075 0.977

Pryty varianty s pfidanymi koncentracemi brassinosteroidi (0,00004 a 0,0004
mg.I"") B'a C" dosahuji nejvy$§iho namnoZeni, ovéem nejvétsi pramérné délky nové
vzniklych prytt dosahovaly pryty na variantach D° (s 0,004 mg.I"" brassinosteroidil).
Z tohoto vysledku Ize vyvodit, Zze brassinosteroidy sice nestimuluji dlouzivy rast

samotného prytu, ale spiSe jeho namnozeni a délky novych pryta.

Tab. €. 11 Namnozeni prytd pokusu s brassinosteroidy bez IBA

Varianta Povc':?tec':'rgi Po(;eth d ’P”:Gmérn’é;] Namnozeni
nov nov Yo
koncentrace poc?ksp])ry u pr;’/)tﬂy[cks] epr;tu ?cni] ° prytu [%]
A’ 24 10 1,00 41,67
B’ 28 23 0,95 82,14
C’ 29 21 0,92 72,41
D’ 25 12 1,11 48,00

8. 1. 3 Srovnani vysledkd multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

Srovnani pokustu multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) probéhlo
mezi zakladnim pokusem s pfidanymi brassinosteroidy a IBA a opakovanym pokusem
s brassinosteroidy bez IBA. Vysledky byly vypocteny po prvnim méfeni (jeden mésic)
z duvodu nezdafilosti pokusu s pfidanymi brassinosteroidy a IBA po presazeni a jeho

nasledné kontaminaci.

Vyhodnoceni potvrzuje pfedchozi vysledky, které dokazuji, ze pryty na varianté A

dosahuji nejvyssiho primérného pfirdstu, dale v poradi pryty varianty C, B a D.
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Tab. €. 12 Vysledky multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

. .+ . | Smérodatna C S
Varianta Pramérny Maximalni Minimalni
e odchylka Lo oo o
koncentrace | pfirast [cm] [cm] prirast [cm] | pFirast [cm]
A 1,00 0,42 2,00 0,00
B 0,88 0,41 1,60 0,00
C 0,93 0,30 1,40 0,30
D 0,70 0,54 2,10 0,00
A’ 1,08 0,47 1,80 0,10
B’ 0,78 0,35 1,40 0,00
C’ 0,89 0,52 2,10 0,10
D’ 0,78 0,78 3,90 0,00

u prytd nasazenych na varianté A, dale C, B a D. V tomto souhrnu je zna¢né viditelny
rozdil mezi namnozenim prytd v zakladnim a opakovaném pokusu, coz je dano
nepritomnosti cytokininu BAP a auxinu IBA. Nejvyssi primérné délky novych prytl byly
dosaZeny u koncentraci s nejvy$§im obsahem brassinosteroidt (0,004 mg.l"),
brassinosteroidy tak pfili§ neovliviuji samotnou proliferaci, jako elongaci bunék.
U médii kde nebyly pfidany fytohormony, ovlivnily brassinosteroidy znatelné i

namnozeni, které ale u vysledkd s pouzitymi fytohormony bylo také velmi Uspésné.

Tab. €. 13 NamnoZzeni pfi multiplikaci jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

. Podatecéni Podet Prdmérna .
Varianta Y s i , . Namnozeni
koncentrace pocet prytu n(,)voych delk’a nového pryta [%]
[ks] prytu [ks] prytu [cm]
A 42 70 0,59 166,67
B 42 59 0,63 140,48
C 42 62 0,57 147,62
D 42 59 0,60 140,48
A’ 24 10 0,74 41,67
B’ 28 21 0,68 75,00
C’ 29 20 0,69 68,97
D’ 25 11 0,99 44,00
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8. 2. Vysledky zakorenovani jerabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

8. 2. 1. Zakorenovani 2 WPM médium

Pokus zakofenovani jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) péstovaného na 2 WPM
médiu probihal od 20. 9. 2014 do 17. 11. 2014, tedy 59 dni.

V tomto pokusu byl zkouman jak dlouzivy rist prytd, tak tvorba kofenu a jejich délka.
NejvysSich primérnych prirlstll dosahovaly pryty nasazené na varianté B (1,97 + 0,69
cm), D (1,89 £ 0,75 cm) a nejmenSich C a A (1,28 + 0,43 cm); (1,27 + 0,65 cm).

Tab. €. 14 Dlouzivy rust prytl ve fazi zakorefovani 2 WPM

. . . | Smérodatna L N
Varianta Prameérny Maximalni Minimalni
N odchylka v o v o
koncentrace | pfirtist [cm] [cm] pfirdst [cm] pfirdst [cm]
A 1,27 0,65 2,60 0,30
B 1,97 0,69 3,30 0,50
C 1,28 0,43 2,10 0,70
D 1,89 0,75 3,10 0,50

V nasledujici tabulce je vyhodnocen priamérny rozdil v délkach prytl na jednotlivych
variantach, kde bylo prokazano, ze pfi hladiné vyznamnosti niz8i nez 0,05 jsou vyrazné

statistické rozdily mezi pfirasty prytd variantBa A, DaAaC aB.

Tab. & 15 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani v délce prytl
pokusu 2 WPM

Porovnani mezi Prl‘]m(tarny i
. ) rozdil v Hladina
variantami pFirGistu prytd | vyznamnosti
koncentraci [cm]
B-A 0.726 0.003
C-A 0.034 0.999
D-A 0.640 0.021
C-B -0.693 0.014
D-B -0.086 0.973
D-C 0.606 0.061

Nejvhodnéjsi koncentraci se jevi varianta D a C, kde pryty dosahovaly nejvyssiho

zakofenéni, oproti tomu na variantach A a B dosahovaly kofeny delSich rozméru.
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Tab. €. 16 Vysledky zakofefiovani 2 WPM

Varianta | Poget pryttr | __, "0% | poget rhizoida | Praméma délka | Zakorendly
K zakofenélych o oo o
oncentrace [ks] pryta [ks] [ks] rhizoidu [cm] | ch prytd [%]
A 20 1 1 0,40 5,00
B 28 1 1 0,40 3,57
C 14 2 2 0,35 14,29
D 20 3 3 0,20 15,00

8. 2. 2. Zakorenovani 2 MS médium s brassinosteroidy

MS médium s poloviénim obsahem prvkd bylo pouzito pro vyzkum zakoferfiovani
trvajici od 17. 11. 2014 do 11. 1. 2015, tedy 56 dni.

Pfi zkoumani délek prytd dosahovaly nejvétSiho pramérného pfirGstu pryty
nasazené na varianté AA (0,82 + 0,60 cm), dale DD (0,59 + 0,39 cm), CC (0,55 + 0,33

cm) a BB (0,47 £ 0,25 cm).

Tab. €. 17 Dlouzivy rast prytl ve fazi zakorenovani 2 MS + brassinosteroidy

. . . | Smérodatna L C
Varianta Prameérny Maximalni Minimalni
ve o odchylka ve o e o

koncentrace | pfirtist [cm] [cm] pfirdst [cm] prirdst [cm]
AA 0,82 0,60 2,20 0,10
BB 0,47 0,25 0,90 0,10
CcC 0,55 0,33 1,20 0,00
DD 0,59 0,39 1,80 0,00

Po zamitnuti nulové hypotézy H, prokazala Tukeyova metoda mnohonasobného

porovnani statisticky vyznamny rozdil v pfirastu prytd mezi variantami koncentraci BB

a AA, kdy pryty nasazené na varianté AA dosahovaly vétSiho primérného délkového

pFirstu prytl nez pryty nasazené na varianté BB.
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Tab. €. 18 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani %2 MS s brass.

Porovnani mezi Pramérny
variantami rozdil v Hladina
K . pFirlstu prytd | vyznamnosti
oncentraci
[cm]

BB-AA -0.343 0.023
CC-AA -0.271 0.090
DD-AA -0.230 0.202
CC-BB 0.073 0.922
DD-BB 0.113 0.770
DD-CC 0.040 0.984

Pokus zakofefiovani na zivném médiu 2 MS s brassinosteroidy nebyl zcela

uspésny, dokazuje to procentuelni vyjadfeni zakofenélych pryta, kde nejvyssich hodnot

dosahovaly pryty nasazené na varianté D a C, nybrz tento vysledek potvrzuje vysledky

u zakofenovani na médiu 2 WPM. Vlivem by mohla byt pfitomnost brassinosteroidu,

které nékdy inhibuji tvorbu kofena.

Tab. €. 19 Vysledky zakofefiovani V2 MS s brassinosteroidy

Varianta | Poget pryt | FO%8t | poget rhizoidd | Praméma délka | £2korenely
koncentrace [ks] zaqu(a:nelych [ks] rhizoidu [cm] ch prytu
prytu [ks] [%]
AA 28 0 0 0,0 0
BB 29 0 0 0,0 0
cC 29 1 1 3,0 3,45
DD 27 1 1 0,2 3,70

8. 2. 3. Zakorernovani 2 MS médium bez brassinosteroidu

Diky neuspokojivym vysledkim pFedchozich pokusu zakofefiovani byl zalozen

pokus na médiu 2 MS bez brassinosteroidu, aby bylo zjisténo, jaka koncentrace

auxint IBA nebo NAA je nejvhodnéjSi pro iniciaci zakofefiovani a zda se potvrdi

inhibi¢ni uCinky brassinosteroidd v zakofefiovacim médiu. Pokus byl zahajen 12. 12.
2014 a ukoncen 11. 2. 2015, celkem trval 62 dni.

NejvysSiho pfirlstu délek prytd dosahovaly pryty varianty F (0,93 + 0,46 cm), H

(0,78 = 0,95 cm) a nejmensSich hodnot pryty nasazené na varianté G (0,29 + 0,27 cm).
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Tab. €. 20 Dlouzivy rust prytl ve fazi zakorefiovani Y2 MS bez brassinosteroid(

. .~ . | Smérodatna o Minimalni
Varianta Prameérny Maximalni oo
koncentrace | pfirast [cm] odchylka prirast [cm] prirust
[cm] [cm]
C 0,33 0,29 0,90 0,00
D 0,56 0,39 1,10 0,00
E 0,49 0,46 1,30 0,00
F 0,93 0,46 2,00 0,10
G 0,29 0,27 1,00 0,00
H 0,78 0,95 3,70 0,10
I 0,40 0,43 1,40 0,00
J 0,32 0,28 1,00 0,00
K 0,40 0,28 0,90 0,00
L 0,38 0,31 1,00 0,00
M 0,36 0,29 1,00 0,00
N 0,72 0,73 2,60 0,00
@) 0,61 0,52 2,00 0,00
P 0,65 0,40 1,40 0,10

Nulova hypotéza H,, ktera tvrdila, ze neni rozdil v primérném pfirGstu prytd, nebyla
zamitnuta, vysledek Tukeyovy metody je uveden v pfiloze €. 4 a je zde vidét, ze

hladina vyznamnosti mezi jednotlivymi variantami neklesla pod hodnotu 0,05.

Nejvys8i procento zakofenéni vykazovaly pryty nasazené na varianté
K s koncentraci IBA 0,20 mg.I" a NAA 0,20 mg.I", dale varianty F (0,1 mg.I" NAA), |
(0,05 mg.I" IBA + 0,05 mg.I" NAA) a L (0,4 mg.I" IBA + 0,4 mg.I" NAA), Pryty

nasazené na variantach koncentraci M, O a P nevytvofily zadny rhizoid.
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Tab. €. 21 Vysledky zakofefiovani ¥2 MS bez brassinosteroidu

. . o Podet Y e Primérna Y
ovarianta | POSRLBV | aiorensiycn | PO%e MiZ0idl | geica mizojay | Z2koTenetych
prytu [ks] [cm]
C 12 1 2 0,4 8,33
D 14 1 1 0,2 7,14
E 14 3 4 0,2 21,43
F 12 5 8 0,3 41,67
G 14 3 7 0,3 21,43
H 11 2 4 1,3 18,18
I 14 5 6 0,4 35,71
J 14 4 6 0,3 28,57
K 14 10 16 0,5 71,43
L 14 5 11 0,8 35,71
M 14 0 0 0,0 0,00
N 10 1 1 0,2 10,00
0] 10 0 0 0,0 0,00
P 14 0 0 0,0 0,00

Nulova hypotéza Hy, ktera tvrdila, Ze neni rozdil v primérném pfirlstu kofen(, byla

zamitnuta a Tukeyova metoda mnohonasobného porovnani (pfiloha ¢&. 5) urcila

statistické rozdily mezi jednotlivymi variantami koncentraci IBA a NAA v médiu.

NejdelSiho primérného pfirGstu délek kofenl dosahla varianta L (0,8 cm), proto je

zvyraznén rozdil mezi varianty L-E, L-F, L-G, L-I a L-K (pfiloha &. 5), kde je

vyhodnocen primérny rozdil v pfiristu kofend mezi jednotlivymi varianty koncentraci

fytohormonu.
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Graf €. 1 Zavislost pramérného pfirGstu rhizoidl a zakorfenélych pryta
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Jako nejvhodnéjSi koncentraci fytohormon( pro zakoferiovani Sorbus aucuparia

proto hodnotim variantu K (0,2 mg.I" IBA + 0,2 mg.I" NAA), kde dosahly pryty

nejvy$siho procenta zakofenéni. Varianta koncentrace L (0,4 mg.I" IBA + 0,4 mg.I"

NAA) ma vsSak také z hlediska zakofenélych prytd a primérného pfirastu rhizoidu

uspokojivé ucinky.

8. 3. Vysledky prevodu jefabu pta¢iho (Sorbus aucuparia L.) do nesterilniho

prostredi

Pokus s pfesazenim prytd do nesterilniho prostfedi nebyl po 26 dnech trvani

uspésny. V tabulce jsou uvedeny pocty prytl, primérny prirast prytl a jejich mortalita,

ta byla vSak tak vysoka, Ze pokus nemohl byt statisticky vyhodnocen.

Tab. &. 22 Vysledky pfevodu prytl do nesterilniho prostredi

Oznaceni varianty

Pocet prytl

Pocet prezivsich

Prdmérny pfirast

Mortalita [%]

koncentrace [ks] prytd [ks] prytd [cm]
A 30 1 0,5 96,67
B 32 1 1 96,86
C 32 5 0,9 84,36
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9. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit viiv brassinosteroidi na rast jefabu
ptaciho (Sorbus aucuparia L.) v in vitro kulturach ve fazich multiplikace, zakofenovani
a prevodu do nesterilniho prostfedi. Vyzkum zakofefiovani ovlivnila pfitomnost
brassinosteroidi v zivném médiu, pryty tvofily kofeny pouze ojedinéle, proto bylo
pozdéji pfistoupeno k soustfedovani se na hledani média s koncentraci fytohormonu
vhodnou pro Uspésnou iniciaci zakofenovani a aplikace brasinosteroidi byla proto

vynechana.

Vyzkum multiplikace jefabu byl provadén na jiz zaloZenych a iniciovanych kulturach
jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.). Po dostate€ném namnozeni prytd zapocaly
pokusy na MS médiu s pfidanymi brassinosteroidy v koncentracich 0,0 — 0,004 mg.I" a
v zékladnim pokusu s navic pfidanymi fytohormony BAP (0,8 mg.I"") a IBA (0,2 mg.I™).
NejlepSich vysledkl v délkovém pfirGstu prytd a namnozeni dosahovaly pryty jefabu
nasazené na MS médiu s pfidanymi fytohormony. Nepfitomnost fytohormona
v opakované ¢&asti pokusu znatelné snizila namnozeni prytd, avSak nejvysSich hodnot
namnozeni zde dosahovaly pryty s pfidanymi brassinosteroidy v koncentraci 0,00004
mg.I"". S vy8&i koncentraci brassinosteroid(i (0,004 mg.I"") neni namnoZeni sice vysoké,
ale primérna délka nové vzniklych prytd je podstatné vySSi nez u prytl s nizSimi

koncentracemi brassinosteroidu.

Veliky vliv ma pfitomnost cytokininu BAP v médiu, ktery stimuluje mnozZeni pryta a
bez kterého pryty dosahuji velmi nizkého namnozeni. Marques et al. (2013) uvadi
nejvhodné&jsi koncentraci BAP v médiu 2,0 mg.I”, pii které dosahovaly pryty jefabu

bfeku (Sorbus torminalis L.) nejvy§Siho namnozeni.

Chalupa (2000) provadeél experimenty in vitro rozmnozovani jefabu ptaciho (Sorbus
aucuparia L.), které probihaly ve fazich multiplikace na zZivném médiu MS a se
stoupajici koncentraci BAP (0,2-1,0 mg.I") stoupal poget nové vytvofenych prytd,
ov8em na ukor jejich délky. Dale vysokych hodnot mnozeni dosahovaly pryty na MS
médiu s pfidanym TDZ (Thidiazuron) v koncentraci 0,05 mg.I", ovéem pryty byly velmi
kratké (0,5 + 0,2 cm). Déle byla v médiich pfitomna IBA v nizké koncentraci
(0,1 mg.I").

Ordégh et al. (2006) pouZili MS médium s poloviénim obsahem makroprvki.
Nejvétsiho namnozeni dosahovaly pryty s koncentraci fytohormond BAP (0,75 mg.l") a
IBA (0,05 mg.I"). Pozorovani vlivu fytohormont na proliferaci Sorbus redliana trvalo
50-52 dni.
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Vliv brassinosteroidi na rust Arachis hypogaea L. zkoumali Verma et al. (2012).
Explantaty byly nasazeny na MS médium s pfidanymi koncentracemi brassinosteroidd
(0,5, 1,0 a 2,0 mllI") vkombinaci s3,0 mg.l’ cytokininu BA. Vysledky byly
vyhodnoceny po 40 dnech. Pozorovani morfologickych znak( potvrdilo, Zze
brassinosteroidy vyrazné zlepSily rust explantatl. Nejvy$Si proliferace dosahly
explantaty nasazené na médiu s pfidanou koncentraci brassinosteroidd 1,0 ml.I" + 3
mg.I" BA.

Vliv koncentrace rastovych regulatort v kultivaénich médiich na pryty péti druhi
Dioscorea Spp. porovnavali Engelmann-Sylvestre et al. (2013). Polovina prytl byla
nasazena na S médium s pfidanymi koncentracemi 0,6 uM BAP, 1,07 uM NAA, 0,23
MM GAS3 bez pridanych brassinosteroidl, druha polovina byla kultivovana na EBR
médiu s pfidanymi koncentracemi giberelinu 0,23 yM GA3 a 0,1 uM brassinosteroidu.
Bylo zjisténo, ze pryty rostly Iépe na médiu s brassinosteroidy, napf. u druhu Dioscorea
alata dosahovaly pryty délek 7,93 + 3,03 mm na EBR médiu, oproti prytim na S médiu

(6,73 = 3,03 mm), méfeno po 2 mésicich.

VySe uvedené experimenty jinych autor( potvrzuji, Zze pfitomnost cytokininu BAP
v zivném médiu je nutna k dosazeni uspokojivych hodnot namnozenych prytd. Proto
v Casti multiplikace bez BAP doslo k vyraznému snizeni namnozenych prytd z dlivodu
nepfitomnosti BAP v médiu. Dale bylo zjisténo, ze pfFitomnost brassinosteroidu

v médiich pozitivné ovliviiuje proliferaci a délkovy pfirtst pryta.

Pryty namnozené ve fazi multiplikace byly pouzity pfi fazi zakofefiovani, které bylo
zkoumano na médiich MS a WPM s poloviénim obsahem makro a mikro prvkd. Pfidany
byly auxiny IBA a NAA (0,0-0,4 mg.I") a brassinosteroidy (0,0-0,004 mg.I™"). Zkouman
byl jak dlouzivy rast prytQ, tak zakofenéni a délky kofenu. Nejvy$Sich primérnych
pFirista délek pryta bylo dosazeno u 2 WPM média na variantach s koncentraci IBA
(0,50 mg.I") a NAA (0,30 mg.I") a brassinosteroidy (0,00004 mg.I""). Zakorefiovaci
pokusy s pfidanymi brassinosteroidy nebyly Uspésné, pravdépodobné z duvodu
inhibice tvorby kofen( brassinosteroidy. Nejvhodnéjsi médium pro zakorefiovani jefabu
ptadiho (Sorbus aucuparia L.) se projevilo %2 MS s koncentraci IBA (0,2 mg.I'") a NAA
(0,2 mg.I"") bez pfidanych brassinosteroidd, kde procento zakofenéni dosahovalo

necelych 72 %.

Mikrofizky endemitnich druhG jefabua byly pasazovany na MS médium
s koncentracemi hormonl a pfidavnych latek MeOBAP 0,2 mg.I", IBA 0,1 mg.l”,
glutamin 100 mg.I", kaseinovy hydrolyzat 100 mg.I"", sacharéza 30 g.I", agar 6 g.I",

pfi pH 5,8. Faze zakorefiovani probihala ve dvou fazich, nejprve byly mikrofizky
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pfesazeny na MS médium obsahujici jednu tfetinu makro a mikro prvkl. Pfidana byla
NAA (14 mg.I'"), tato faze trvala 7 dni a probihala ve tmé&, dale byly mikrofizky
pfesazeny na stejné médium, tentokrat bez pfidani auxinu a zde byly jiz kultivovany
za béznych podminek. Prvni kofeny se zacaly objevovat béhem 4-6 tydnu u 70-80 %
mikrofizkda (Mala et al., 2014).

Marques et al. (2013) popisuji dosaZeni maximalnich procent zakofenéni (67-77 %,
kde nejdelSi kofen dosahl délky 5,4 cm) u prytd Sorbus torminalis L. vloZzenych na MS
médium po dobu 42-78 hod. s koncentraci IBA (50-100 mg.I"), pfi nasledném
pfesazeni prytd a jejich aklimatizaci nedoslo k uhynu, vzhledem Kk vyvinutému

kofenovému systému byl tak pfevod do nesterilniho prostfedi 100% uspésny.

Gonzales et al. (2003) hodnotili indukci prytd a zakofenéni (lpomoea batatas L.)
s koncentracemi brassinosteroid(i (0,0-0,1 mg.I'") na MS médiu s pfidanym auxinem
IAA (0,05 mg.I'"). Bylo zkoumano pét riiznych klon(i (lpomoea batatas L.) a u vSech
doslo k nejvysSimu procentu zakofenéni (66,7-100 %) pfi koncentraci brassinosteroid(
0,01 mg.I".

Po ukoncéeni pokusU zakofefiovani Sorbus aucuparia byly pryty prevedeny
do nesterilniho prostfedi. Na pryty, které nevytvofily kofeny, byl aplikovan praskovy
stimulant, ktery podporuje tvorbu kofenl. Mortalita prytl byla vysoka (84,36-96,86 %),
pravdépodobné z nedostateéné vyvinutého kofenového systému. Na pryty dvou variant
byla dale aplikovana zalivka s brassinosteroidy, ktera mohla inhibovat ucinky pouzitého

stimulantu.

Na &ast sazenic lesnich dfevin (Pinus sylvestris, Fagus sylvatica) byla aplikovana
zalivka s brassinosteroidy v koncentraci 0,02 mg.I”, zbylé sazenice byly ponechany
pro kontrolu. Zkoumany byly pfirdsty vySky sazenic a pfirGsty kofenovych krcku,
u sazenic borovice lesni s aplikaci brassinosteroidy byly vysledky pfirlstd nizsi nez
u kontrolnich sazenic, u buku lesniho byly vysledky vyssi, ale ne s pfili§ vysokym
rozdilem od kontrolnich sazenic. Mortalita sazenic u borovice lesni (v priméru 39,72
%) byla vysSi nez u kontrolnich sazenic (36,30 %), u buku lesniho tomu bylo naopak
(22,15 %), avSak opét s nizkym rozdilem oproti kontrole (18,95 %) (Polacek, 2014).

Semena Ailanthus altissima byla nejprve sterilizovana a poté macena dva dny
v koncentracich brassinosteroidt (0,1-0,6 mg.I"). Cast semen byla ponechana
pro kontrolu. Kli¢ivost semen macenych v koncentracich brassinosteroidd byla vyssi
nez u semen ponechanych pro kontrolu. Nejvy3siho kliCeni dosahla semena

s koncentraci brassinosteroidd 0,4 mg.l" (66,8 %) oproti kontrole (49,2 %). Délkovy
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pFirCist hypocotylu byl opét nejvyssi s koncentraci brassinosteroid(i 0,4 mg.I"" (Li, Zhang

et Li, 2005).

Vliv brassinosteroidi na lesni dfeviny neni k dneSnimu dni pfili§ prozkouman.
Zkoumani brassinosteroidd v kulturach in vitro u lesnich drevin takika neprobiha, proto

jsou v diskuzi uvedeny vyzkumy i na jinych druzich rostlin.
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10. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo popsat vliv brassinosteroidu na rist jefabu ptaciho
(Sorbus aucuparia L.) v kultufe in vitro. P¥i praci v laboratofi byly pouzity jiz zalozené
kultury jefabu, jejichz primarni explantat pochazel z matefskych stromu

v Ozelefiovacim stfedisku SLP v Kostelci nad Cernymi lesy.

Pfi multiplikaci Sorbus aucuparia se jevi jako nejvhodnéjsi mnoZit pryty na MS
médiu s pfidanymi brassinosteroidy v koncentraci 0,00004 mg.I", av8ak s pfidanim
fytohormontu BAP a IBA, které vyrazné zvySuji namnozeni pryta. V pfipadé vétSiho
zajmu o délkovy pfirdst prytd oproti namnozeni doporuCuji koncentraci

brassinosteroidd zvysit na 0,04 mg.I™".

Zakoreniovani Sorbus aucuparia s pridanim brassinosteroidl se v praci dafilo velmi
obtizné. PFi absenci brassinosteroidli pryty nasazené na MS médiu s poloviénim
obsahem prvki a pridanymi fytohormony IBA a NAA (0,2 mg.I"') dosahovaly nejvyssiho
procenta zakofenéni. Vliv brassinosteroidi na zakofenovani proto navrhuji zkoumat

na tomto Zzivném médiu s brassinosteroidy ve vétsim rozpéti koncentraci.

Pfevod prytu do nesterilniho prostiedi se stal z divodu nevytvofenych kofenovych
systému takitka nemozny. Presto u prytd s aplikovanou zalivkou s brassinosteroidy
doSlo k nizSi umrtnosti. Doporucila bych tak po Uspé&Sném zakofenéni prytd a

pfesazeni do substratu aplikovat zalivku s vy$Si koncentraci brassinosteroida.

Ke zdarnému zakon&eni péstovani jefabu ptaCiho v in vitro kulturach je potieba
rozsifit oblast pozorovani ve fazich zakofenovani a pfevodu do nesterilniho prostredi.
Vhodné uréeni samotného média a koncentrace brassinosteroidd mdze mit vyznamny

vliv na vyvoj explantatd.
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13. Pfilohy

Pfiloha €. 1. Slozeni MS média (Murashige et Skoog,1962)

Sloudenina MS médium mg.I"
KNO3 1900
NH4NO3 1650
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Na,EDTA . 2H,0 37,3
FeSO4 . 7H20 27,8
HsBO; 6,2
MnSQO, . 4H,0 22,3
ZnS0O, . 4H,0 8,6
Kl 0,8
Na2M004 . 2H20 0,25
CuS0O, . 5H,0 0,02
CoCI2.6H20 0,02
Thiamine HCI 1,0
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Myo-Inositol 100
Sacharéoza 30 000
Agar 7 000
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Pfiloha €. 2. Slozeni WPM média (Lloyd et McCown, 1982)

Slougenina WPM médium mg.I"
NHsNO; 400
Ca(NO3)2 . 4H20 556
CaCl, . 2H,0 96
MgSQO, . 7H,0 370
KH,PO, 170
K>SO, 990
Na,EDTA . 2H,0 37,3
FeSO4 . 7H20 27,8
HsBO3 6,2
MnSOQO, . 4H,0 22,3
ZnSO4 . 4H20 8,6
Na,MoO, . 2H,0 0,25
CUSO4 . 5H20 0,25
Thiamine HCI 1
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Myo-Inositol 100
Sacharéza 30 000
Agar 7 000
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Pfiloha €. 3 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani pfi srovnani
méreni multiplikace jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)

Porovnani mezi Prﬂm(jarny .
variantami ,rOZdIIY . ,Hladlna .
koncentraci délce prytd | vyznamnosti

[cm]
B-A -0.112 0.967
C-A -0.067 0.999
D-A -0.302 0.092
A’-A 0.084 0.998
B-A -0.217 0.611
C-A -0.102 0.989
D-A -0.235 0.551
C-B 0.045 1.000
D-B -0.190 0.632
A’-B 0.196 0.772
B-B -0.105 0.988
C’-B 0.010 1.000
D’-B -0.123 0.975
D-C -0.236 0.351
A’-C 0.151 0.931
B-C -0.150 0.914
C’-C -0.035 1.000
D’-C -0.169 0.873
A’-D 0.386 0.046
B'-D 0.086 0.996
C-D 0.200 0.691
D’-D 0.067 0.999
B-A’ -0.301 0.351
C-A’ -0.186 0.867
D-A’ -0.319 0.308
C’-B’ 0.115 0.987
D’-B’ -0.019 1.000
D-C’ -0.133 0.975
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Pfiloha €. 4 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani pfi srovnani
méfeni délek prytl u zakofenovani jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) 2 MS médium
bez brassinosteroidd

Porov.nénl’ m.ezi Pft‘]mévr’n}'/ Hiadina
variantami rozdil v pfirastu | . _
koncentraci prytt [cm] vyznamnosti

D-C 0.232 0.993
E-C 0.154 1.000
F-C 0.600 0.115
G-C -0.032 1,000
H-C 0.457 0.550
I-C 0.075 1,000
J-C -0.004 1.000
K-C 0.075 1,000
L-C 0.054 1.000
M-C 0.039 1.000
N-C 0.395 0.797
O-C 0.285 0.980
P-C 0.325 0.897
E-D -0.079 1,000
F-D 0.368 0.782
G-D -0.264 0.970
H-D 0.225 0.996
I-D -0.157 1,000
J-D -0.236 0.989
K-D -0.157 1,000
L-D -0.179 0.999
M-D -0.193 0.998
N-D 0.163 1,000
O-D 0.053 1.000
P-D 0.093 1,000
F-E 0.446 0.488
G-E -0.186 0.999
H-E 0.303 0.947
I-E -0.079 1,000
J-E -0.157 1.000
K-E -0.079 1,000
L-E -0.100 1.000
M-E -0.114 1,000
N-E 0.241 0.994
O-E 0.131 1.000
P-E 0.171 1.000
G-F -0.632 0.052
H-F -0.143 1.000
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I-F -0.525 0.227
J-F -0.604 0.080
K-F -0.525 0.227
L-F -0.546 0.175
M-F -0.561 0.146
N-F -0.205 0.999
O-F -0.315 0.955
P-F -0.275 0.970
H-G 0.489 0.373
I-G 0.107 1.000
J-G 0.029 1.000
K-G 0.107 1.000
L-G 0.086 1.000
M-G 0.071 1.000
N-G 0.427 0.646
0-G 0.317 0.939
P-G 0.357 0.769
I-H -0.382 0.765
J-H -0.460 0.476
K-H -0.382 0.765
L-H -0.403 0.692
M-H -0.418 0.639
N-H -0.062 1.000
O-H -0.172 1.000
P-H -0.132 1.000
J-1 -0.079 1.000
K-l 0.000 1.000
L-I -0.021 1.000
M-I -0.036 1.000
N-| 0.320 0.935
O-l 0.210 0.998
P-1 0.250 0.981
K-J 0.079 1.000
L-J 0.057 1.000
M-J 0.043 1.000
N-J 0.399 0.745
O-J 0.289 0.971
P-J 0.329 0.857
L-K -0.021 1.000
M-K -0.036 1.000
N-K 0.320 0.935
O-K 0.210 0.998
P-K 0.250 0.981
M-L -0.014 1.000
N-L 0.341 0.898
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O-L 0.231 0.996
P-L 0.271 0.963
N-M 0.356 0.867
O-M 0.246 0.993
P-M 0.286 0.945
O-N -0.110 1.000
P-N -0.070 1.000
P-O 0.040 1.000
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Pfiloha €. 5 Vysledky Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani pfi srovnani
méfeni délek kofenl u zakofefiovani jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia L.) 2 MS
médium bez brassinosteroidl

Porovnani mezi Pramérny _
variantami rozdil v pfirdstu | . Hiadina _
koncentraci kofenud [cm] vyznamnosti

D-C -1.550 0.953
E-C -1.417 0.845
F-C -1.264 0.832
G-C -0.867 0.986
H-C 0.010 1.000
I-C -1.270 0.862
J-C -1.350 0.755
K-C -0.930 0.960
L-C 0.759 0.992
N-C -1.550 0.953
E-D 0.133 1,000
F-D 0.286 1,000
G-D 0.683 1,000
H-D 1.560 0.903
I-D 0.280 1.000
J-D 0.200 1,000
K-D 0.620 1.000
L-D 2.309 0.402
N-D 0.000 1,000
F-E 0.152 1,000
G-E 0.550 0.999
H-E 1.427 0.584
I-E 0.147 1,000
J-E 0.067 1,000
K-E 0.487 0.999
L-E 2.176 0.027
N-E -0.133 1,000
G-F 0.398 0.999
H-F 1.274 0.425
I-F -0.006 1,000
J-F -0.086 1.000
K-F 0.334 0.999
L-F 2.023 0.002
N-F -0.286 1.000
H-G 0.877 0.893
-G -0.403 1.000
J-G -0.483 0.996
K-G -0.063 1.000
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L-G 1.626 0.041
N-G -0.683 1.000
[-H -1.280 0.533
J-H -1.360 0.294
K-H -0.940 0.679
L-H 0.749 0.916
N-H -1.560 0.903
J-1 -0.080 1.000
K-l 0.340 1.000
L-l 2.029 0.007
N-| -0.280 1.000
K-J 0.420 0.994
L-J 2.109 0.000
N-J -0.200 1.000
L-K 1.689 0.001
N-K -0.620 1.000
N-L -2.309 0.402
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