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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou somatické embryogeneze u
Picea abies. Soucasti prace bylo srovnavani Zzivotaschopnosti rostlin pii pouziti
rustovych regulatoru v médiu pred procesem maturace a bez nich. Hlavni pozorovani
vlivli regulatord bylo zaméteno na posledni fazi maturace a fazi konverze v rostliny.
Vyzkum probihal v laboratofich Mendelovy univerzity v Brné na Ustavu biologie
rostlin. U podminek v pocate¢nich fazich byla uméle udrZzovana temnostni faze, stabilni
teplota vzduchu 23+2°C spole¢né s umélou cirkulaci vzduchu. V nasledujicich fazich
byla tfizend fotoperioda, stabilni teplota vzduchu na trovni 23+2°C s umélou cirkulaci
vzduchu v kultivaéni mistnosti. Ve vyzkumu se projevil vliv rastovych regulatorti u
rostlin v kone¢né fazi maturace. Stejny vysledek byl zjistény i u konverze v rostliny,
kde byl zaznamenan pomalejsi vyvoj kofenli a nadzemnich ¢asti rostlin u varianty s

ptidavkem regulatort ristu.

Kli¢ova slova: in vitro, konverze, maturace, Picea abies, riistové regulatory,

somatickd embryogeneze
Abstract

This work deals with somatic embryogenesis of Picea abies. Part of this work
was to compare the viability of plant growth regulator when used before maturation and
without them. The main observations of the effects of regulators focused on the final
phase of maturation and phase conversion in the plants. The research was conducted in
laboratories Mendel University at the Department of Plant Biology. For conditions in
the early stages was artificially maintained darknes phase stable air temperature of
23+2°C together with artificial air circulation. In the following phases photoperiod was
controlled, stable air temperature at 23+2°C with artificial air circulation in the
cultivation room. Effect of growth regulators used before maturation was studiedon
plants at the final stage of maturation and during conversion to plants. Slower
development of roots and aerial parts of plants in the variant with added growth

regulators was observed.

Key words: conversion, in vitro, growth regulators, maturation, Picea abies, somatic

embryogenesis
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1 UVOoD

Picea abies patii mezi nejvyznamngjsi dieviny v Ceské republice z hlediska
hospodaiského 1 svym rozsifenim. Pivodni populace, které se na naSem Uzemi
zachovaly rozdélujeme na 3 ekotypy. Jedna se o ekotyp vysokohorsky, horsky a
chlumni. Rozmnozovéani téchto dievnich populaci je vysoce obtizné kvili stari
jednotlivych stromi a prodluzujicimi se intervaly mezi kvetenim. U jehli¢natych dievin,
nejvyznamnéji u smrku, je moZné pouzit k reprodukci a konzervaci vyZadovanych

genotypil klonové mnozeni, asexualni indukci embryi ze somatickych bungk, tzv.

somatickou embryogenezi (MALA a kol., 2010)

Proces regenerace jehlicnatych difevin pomoci somatické embryogeneze
zahrnuje fadu definovanych vyvojovych etap, které vyzaduji fadné splnéni jednotlivych
krokdi pro Gsp&sné dokondeni kroka dalsich (PINKASOVA, 2012). Vysledky tedy
potvrzuji fakt, ze smrk mutze byt povazovan pro proces somatické embryogeneze za
modelovou dfevinu, jelikoz je schopen reagovat na mnoho rozdilnych postupi

(CERMAKOVA, 2012).

Somaticka embryogeneze je nazev pro proces, ve kterém je vyuzivano embrya z
télnich bunék. Pro tato embrya z télnich bunék se vyuzivd nazev somatickd embrya.
Tato embryogeneze je jednim z mnoha moznych zpusobid pro kultivaci in vitro. Tato
embryogeneze ma potencial jakozto levny nastroj na produkci velkého mnozstvi
geneticky identickych embryi. Aby toto bylo mozné, je nutné znat piesné jeji prub¢h a
podminky, za kterych bude mozné produkovat uspéSné se vyvijejici embrya

(KADLECOVA, 2010).

Maturace je nazev pro proces, ktery obsahuje obdobi od samotného vyvinu
somatickych embryi a pokracuje az do vysuSovani, které je poslednim krokem pted
samotnym klicenim. Aby embrya dosdhla spravného stupné zavrSeni dozravani, tak
musi dosdhnout optimalni morfologickou a fyziologickou zralost. Samotny vyvin
somatického embrya jehlicnanti musi byt iniciovany blokaci bunééné proliferace a to
diky odstranéni auxinu a cytokininu a ndsledné pokracovat aplikaci ABA. Tyto zmény

rostlinnych hormont v kultivaénim médiu znamenaji dileZitou vyvojovou zménu, ktera

vvvvvv

KRAJNAKOVA, 2010)



Tato priace se zabyva somatickou embryogenezi, piedevSim posledni fazi
maturace a konverzi v rostliny. Experiment byl provadén na kultufe smrku ztepilého na
pdé Mendelovy univerzity v Brné na Ustavu biologie rostlin. Pokus byl provadén ve
flow-boxu, ve sterilnich podminkach se sterilnimi pfistroji. Kultury v jednotlivych
fazich byly uloZeny v kultiva¢ni mistnosti podle faze vyvoje bud’ ve tmé, nebo pfii
fizené fotoperiod¢€ pii 23+2°C s fizenou cirkulaci vzduchu. Pozorovani bylo provedeno
v posledni fazi maturace pied desikaci. Poté probchlo srovnani v posledni fazi na
zakotenovacim médiu a v posledni fazi konverze v rostlinu a posouzeni jednotlivych
variant. Na vyhodnoceni vysledku bylo vyuzito matematicko-statistickych postupt v
programu Microsoft Office Excel 2007.
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2 CIL PRACE
e Vyhodnoceni zdvérecné faze maturace pii riznych postupech, jeji grafické
znazornéni.
e Zaznamenani konverze v rostliny u variant s podporou rustovych regulatort a
bez rustovych regulatord.
e Rozhodnuti o efektivnosti predmaturacni faze bez ristovych regulatort pro

podporu produkce rostlin z embryogenalniho mnoZeni.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Smrk ztepily (Picea abies)

Tento statny strom z ¢eledi borovicovité, patii mezi hospodaisky vyznamné
deviny severni a stfedni Evropy (MUSIL, HAMERNIK, 2007). Patii mezi Evropsky
nejvyssi stromy (KREMER, 1995).

3.1.1 Systematické zarazeni

Rige: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Odd¢leni: nahosemenné (Pinophyta)
Ttida: jehli¢nany (Pinopsida)

Rad: borovicotvaré (Pinales)

Celed’: borovicovité (Pinaceae)

Rod: smrk (Picea) (NOVAK, 1976)

3.1.2 Morfologie a biologie smrku

Tento jehlicnaty strom dortsta vysky 50m, avsak jsou i vyjimky které dortistaji
az 70m. Patfi mezi nejpolymorfnéjsi stromy svého rodu. Nachazi se ve velmi
rozséhlych aredlech. Je velmi dobie pfizplisobivy. Vezmeme-li na porovnani smrky
ztepilé, kazdy z jednoho konce aredlu, dostavi se ndm vysledkti, ze jsou tyto stromy
velmi rozdilné. Davody rozdilti jsou rizné. Mohou mit napiiklad jiné tvary koruny,
nebo byti ovlivnény prostiedim, ale také je to ddno dédi¢nosti (MUSIL, HAMERNIK,
2007).

Kmen smrku poznéate podle jeho piimého, §tihlého az vélcovité vzhledu. Casto
mé dosti vyvinuty kofenovy nabéh (MUSIL, HAMERNIK, 2007). Hladk4 a tenka kiira
stromu zpoc€atku hnédé posléze Cervenohnédé barvy je dobrym pozndvacim znakem.
Borka smrku je do stafi stromu velmi slabd, Supinovita s nadechem cervenohnédé az
Sedohnédé barvy (KOLIBACOVA, CERMAK, URADNICEK, 2002). Ve spodni &asti
kmene byva &asto popraskana (MUSIL, HAMERNIK, 2007). Vyznaduje se Zlutobilym

zbarvenim dfeva s dobte rozeznatelnymi letokruhy, kde je velmi rychly ptechod jarniho
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a letniho dieva (KOLIBACOVA, CERMAK, URADNICEK, 2002). Dfevina je
oblibena pro svoji dobrou zpracovatelnost, kterd je dana pevnosti, meékkosti, lehkosti a
pruznosti dfeva. Ve dfevé se nachdzeji drobné pryskyticné kanalky s vicevrstevnymi

denovymi kanalky.

Smrk ztepily patfi mezi stromy, které ¢asto podléhaji vétrnym boutim (MUSIL,
HAMERNIK, 2007). Tento znak je dan kofenovym systémem, ktery je od jinych
stroml velmi variabilni, vyznacujici se mélkou kofenovou soustavou, nedostatecné
zakotvenou v padé (MUSIL, HAMERNIK, 2007), (KOLIBACOVA, CERMAK,
URADNICEK, 2002). Nejsnadngjsi cilem vétru jsou monokultury smrkii zakotveny na
podmacené¢ piadé. Pfi promrzani pudy, dochazi ke zlomim stromu (MUSIL,
HAMERNIK, 2007). Na vyvoj kofene maji vliv padni podminky. Kofeny smrku
vyhledavaji piidy s dostatkem kysliku, pidy zasobené dostatkem Zivin. V takto dobrych
podminkach, mohou vytvofit svislou, husté prokofenénou kotfenovou soustavu,
dosahujici hloubky okolo 6 m (MUSIL, HAMERNIK, 2007). Nejlepsi ptidou pro smrky
byva nejvrchnéj§i humusovy horizont. Vyznacuje se dostatkem Zivin, provzdusnénim,
kotfenovy systém neni prorostly do takové hloubky. Kofeny mohou i pti dotyku srtistat

k sob& (MUSIL, HAMERNIK, 2007).

Koruna smrku zaujima kuzelovitého vzhledu, ktera do svého staii je velmi
Spicatd (KREMER, 1995). V nizsich oblastech, si pov§imneme Sir§ich korun smrku, nez
je to v horskych oblastech, zde uvidime uZzsi koruny stromu. Pokud se poloha stromu
nachazi na stanovisti kde ¢asto vane z jedné strany vitr miizeme mluvit o jednostranné
vlajkové koruné. Ve stejném piipadé¢ je to 1 v zimnich mésicich, kdy dochazi k

obrouseni strany stromu snéhem (MUSIL, HAMERNIK, 2007).

Vétveni u smrku je rozmanité, uvadi se 3 typy. Prvnim typem je vétveni
hiebenité, dal$i moznosti je deskovity typ a na posledni misto zaujima jezovity typ, u
kterého se jedna o prechodny typ (MUSIL, HAMERNIK, 2007). V dolni &asti kmene
smrku nachazime vétve pieslenité, po nahlédnuti do prostfedni ¢asti koruny stromu, ale

uvidime vétve docela rovné odstavajici nebo malinko vystoupavé (KREMER, 1995).

ProtoZe se jedna o jehli¢naty strom je na misté se zminit o stavbé jehlic. Jehlice

byvaji 1-2 cm dlouhé, tmavozelené barvy. Po dotyku ucitime, Ze jsou dosti tuhé,

13



typickym znakem jak hmatatelnym tak i viditelnym je Ctythranny a zaSpicatély tvar

jehlic (KREMER, 1995), (KOLIBACOVA, CERMAK, URADNICEK, 2002).

Doba kveteni je od mésice dubna do mésice kvétna. Samci kvéty SiStice byvaji
vejcovitého tvaru dordstajici 2-2,5 cm. Vyrustajici mezi jehlicemi. Samici SiStice
dortstaji az 6cm. Specifické postaveni je pro né vzprimené, prisedlé, zdobené
purpurové cervenou barvou nékdy také zelenou barvou. Vyristajici na horni ¢asti
koruny (KREMER, 1995), (KOLIBACOVA, CERMAK, URADNICEK, 2002),
(MUSIL, HAMERNIK, 2007).

Také pozndme smrk podle ptevislych, hnédavych SiSek. Jejich velikost je v
rozmezi 10-15x3-4 cm. Na povrchu se vyskytuji ploché, tenké Supiny, které po padu se
nerozpadaji. Dozravani Sifek je hned prvnim rok na podzim (KOLIBACOVA,
CERMAK, URADNICEK, 2002).

Semena jsou 2-5 mm dlouha. Hnédavé nékdy az Cerné barvy. Jeho tvar je
smackle vejcovité a kiidlo 1zickovité prohloubené, které jde snadno oddélit. Pocet déloh
v semenatku je od 5 do 10 (KOLIBACOVA, CERMAK, URADNICEK, 2002),
(MUSIL, HAMERNIK, 2007).

V dnesni dob& ma smrk ztepily zastoupeni v Ceské republice 53% lesnich ploch.
Je to dano castou vysadbou. Pokud by jsme brali pfirozené zastoupeni dosahoval by
podet 11% (MUSIL, HAMERNIK, 2007). Pivodni vyskyt byl od Skandinavie po
Balkan od 800 m nad mofem. Diky umélému rozsifeni ¢lovékem se s timto stromem

muzeme setkat vSude na svété (KREMER, 1995).

Mezi ptibuzné druhy patii smrk sibifsky (Picea obavata), liSici se kratkymi

jehlicemi. Jeho §isky jsou od ztepilého s celokrajnymi a zaokrouhlenymi Supinkami.

14



Obr. 1: Zralé sistice a kvéetenstvi Q(KREMER, 1995)

3.2 MnozZeni smrku

Mezi mnozici metody patii autovegetativni metody. Pod tim si muizeme
piedstavit in vitro a fizkovaci postupy. Patfi mezi rychlou reprodukci populace dievin.
Té&mito zphsoby zarutujeme genetické identity dieviny (JURASEK, MARTINCOVA,
2004).

3.2.1 Rizkovani

Pokud porovname tizkovani s metodou in vitro, dojdeme k vysledku, Ze jde o
metodu technologicky jednodussi i uskute¢nitelné v souladu s vybavenim lesnickych
$kolek. Hlavnim dilezitym krokem je vysev a piiprava mate¢nic dfevin (JURASEK,
MARTINCOVA, 2004).

3.2.2  Vybér matecnice

Matecnici vybirame podle cile prace. JestliZze se jedna o vegetativni mnoZeni s
cilem zachrany genofondu, nebo se jedna o Slechtitelsky projekt nebo zda jde o béznou
produkci sadebniho materidlu. Pro odbér jsou vyuzivany i matecnice, které byly pro

tento ucel vypéstovany. Také je mozné vyuzit mateCnice z klonového archivu
(JURASEK, MARTINCOVA, 2004).
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3.2.3 Termin odbéru

Odbér tizkt je mozny ve tfech terminech. Prvni termin je v zimnim obdobi
(jedna se o mésice leden az unor). V tuto ro¢ni dobu maji fizky vysokou zakotenovaci
schopnost. DalSim terminem je jarni obdobi a to v mésici biezen. Zde maji
zakotenovaci schopnost, ale nemusi byt vynalozena energie k vyhfevu skleniku.
Poslednim terminem je letni obdobi, mésic Cerven. V tento termin jsou odebirany
polovyzralé vyhony. Usili je vynaloZeno na stinéni. Je oviem nizsi radiace (JURASEK,

MARTINCOVA, 2004).

3.2.4 Postupy odbéru letorosti

Ze stromi odebereme celé letorosty. Odbér provadime zahradnickymi ntizkami a
to v prechodu dvouletého a jednoletého dieva. Letorosty vybirdme aby byly vitalni,
zdravé a hlavné dobie vyvinuté. Nesmi mit poskozené jehlice a zadné karenc¢ni jevy.

Bézna délka fizki se pohybuje od 8 do 15 cm (JURASEK, MARTINCOVA, 2004).

=

Obr. 2: Odbér rostlinného materialu pro Fizkovani z matecniho stromu (JURASEK,
MARTINCOVA, 2004)

3.2.5 Manipulace s letorosty
Nastiihané vétve smrkli musime chranit pfed pfehfatim a pred ztratou vlhkosti.

Proto vétve uskladnime v uzavienych piepravnich obalech, nejcastéji jsou to platové
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pytle. Které uschovame ve stinu a prepravime do skladistnich mistnosti, kde je mizeme
ponechat maximaln¢ 4 tydny. Optimalni skladovaci teplota se pohybuje od +2 az do
+4°C. OvSem nejvhodnéj$im krokem je provadét odbér letorostii z mateCnic pied
samotnym fizkovanim. Vyhneme se timto skladovani a hlavné potenciondlnimu

nebezpeti poskozeni JURASEK, MARTINCOVA, 2004).

3.2.6 Dalsi dilezité kroky

Dale se s odebranymi letorosty manipuluje v oblasti mnozirem. Zde se ovéri
rychlost zakofenovani fizku. Umisti se do zastinénych patenist’ a zvoli se nejvhodnéjsi
sloZzeni média pro zakofenéni fizkd. Poté se upravi tizky a aplikuje se stimulator.
Nasleduje zapichovani fizkti do substratu a péce béhem jejich zakotenovani. Dilezitym
faktorem po ¢as vSech procesti je udrzovat optimalni mikroklimatické podminky v
mnoZarné. Mezi posledni kroky patii otuZovani zakofenénych tizky (JURASEK,

MARTINCOVA, 2004).

Obr. 3:Rizky zapichané do zahonu v mnozdrné (JURASEK, MARTINCOVA, 2004).
3.3 Invitro
Oznaceni in Vitro je obecnym nazvem pro metody vyuZzivajici explantatové
kultury. Jde o kultivaci izolovanych rostlinnych ¢asti za sterilnich podminek
(PINKASOVA, 2012). Tuto védeckou metodu pouzivame v genetice tak i ve fyziologii.
Ta ma vyznam v klonovani nejlepSich vybranych jedinci ohroZenych genofondu, v

produkci geneticky identického materidlu pro pokusy ve Slechtitelstvi nebo pro
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zabezpe&eni kvalitniho sadbového materidlu (CERMAKOVA, 2011/2012). Dosahneme
cile dopéstovat geneticky stabilniho materidl bez virt, bakterii, houbovych chorob a
patogennich mikroorganismii. Patfi sem 1 mnoZeni cestou somatickd embryogeneze,

kterd usp&$né regeneruje rostliny, predevsim jehliénaté stromy (PINKASOVA, 2012).

3.4 Somaticka embryogeneze

Patii mezi jednu z metod kultivace in vitro, ktera umozni uschovat a také
reprodukovat cenny genotypovy material ptivodnich populaci (MALA, CVIKROVA,
CVRCKOVA, MACHOVA, 2010). Jedna se o proces, pii kterém se embryo vyviji ze
somatickych bunék (také se jim fika télni buitky) (KADLECOVA, 2010). Somaticka
embrya se po vzniku nijak neli§i od zygotickych embryi. At se jedna o biologické 1
morfologické vlastnosti. Vytvafeni somatickych embryi jde dvéma cestami. Prvni pfima
cesta probiha pod induktivnim vlivem hormonti z jedné burniky, nebo skupiny bungk
somatickych organt. Nepiima cesta je z nediferencovanych bunck embryogenniho
kalusu nebo z bunéénych suspenzi a také z protoplastovych kultur (MALA a kol.,
2010). Nejcastéji se vyskytujici cesta byva piima somaticka embryogeneze

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

Pro iniciaci mitotického déleni a determinaci embryogenniho stadia je dulezita
piitomnost fytohormonid. Vznik embryogeneze zavisi na faktorech jako jsou typ a
koncentrace fytohormont, pivod a fyziologicky stav explantatu (DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010).

Tato technologie je vyuzivdna v praxi pii mnozeni vanocnich stromeckda,
mnozeni stromil s dobrymi vlastnostmi dieva k danému ucelu jako je tieba papirensky
pramysl, k zichrané¢ cenné¢ho rostlinného materidlu a mnoho dalSich vyuziti

(KADLECOVA, 2010).

Jednotlivé faze somatické embryogeneze lze rozdélit do ctyt kroki

(CERMAKOVA 2011/2012):

e Indukce: jde 0 nastartovani vyvoje somatickych embryi
e Proliferace: multiplikace riistu embryogennich bunék
e Maturace: faze zrani somatickych embryi a desikace

e Konverze embryi do somatické rostliny
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3.4.1 Indukce

Jde o fazi, kde dochdzi k odebrani embryogenniho pletiva z primarniho
explantatu na indukénim médiu (CERMAKOVA 2011/2012). Jako vhodny material se
pouzivaji sami¢i gametofyty, ale i megagametofyty bez vyvinutych embryi. Jako dalsi
moznost primarniho materidlu jsou sami¢i gametofyty s intaktnimi zygotickymi embryi,
kotyledonarni embrya izolovana ze semen odebranych z SiSek. Také ze skladovanych
suchych semen a mladych semenackid Médium je vétSinou obohaceno o fytohormony,
hlavné o auxiny a cytokininyDURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). Kultivaéni
médium obsahuje hlavné synteticky auxin 2,4-D. Ten je v nizSich koncentraci a dokaze
indukovat vznik plodi bez opyleni kvétd (VLASINOVA, 2005). Podle zveiejnénych
vyzkumi, nejlépe prosla indukce na tuhém médiu. Mezi faktory ovlivitujici indukéni
fazi patii koncentrace zékladnich latek v médiu, pH, agar, svételny rezim a hladina
jontd dusiku (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010). Po odebrani z mateiské rostliny
uskladnime explantaty do tmy pii teploté 22-25°C (CERMAKOVA 2011/2012).
Jakmile dorostou do velikosti n€kolik milimetrii je embryogenni pletivo pfeneseno na

proliferaéni médium (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.4.2 Proliferace

Proliferace nebo jinak fe¢eno udrzovani, je navazujici faze na inicia¢ni fazi. Jde
o neustaly riist embryogennich bunék (PINKASOVA, 2012). Po pieneseni kultury na
prolifera¢ni médium je pravidelné, po 10-14 dnech provadéna subkultivace bunék na
erstvé médium. (KADLECOVA, 2010). Pokud prodluzujeme dobu subkultivace, vede
to ke ztraté embryogenniho potencionalu a zvySenému poctu embryi s abnormalnimi
strukturami.  Kultury uskladfiujeme ve tmé, pii 22-25°C  (DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010).

Proliferatni médium obsahuje niz§i koncentraci auxinli a cytokinini i1 niz$i

mnozstvi sacharézy (CERMAKOVA, 2012).

3.4.3 Maturace a desikace

Tteti krok je takzvané dozravani. Jednd se o vytvoreni zralych somatickych
embryi na kalusovém pletivu (PINKASOVA, 2012). P¥i maturaéni fazi embryo zméni
svoji stavbu. Embryo roste a hromadi v sobé zasobni latky. O této fazi se pojednava
jako o neslozitéjsi fazi celé somatické embryogeneze (MAULEROVA, 2007).
Maturacni faze potiebuje zménu ristovych regulator a riznych koncentraci cukru v
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médiu. U jehlicnatych stromti je maturace podporovana ptidavkem ABA. Jeji funkci je
zabranéni predéasnému dozrani embryi (CERMAKOVA, 2011/2012). Doba maturace
probihé asi 6 tydnd (MAULEROVA, 2007). Jako koneéna fize maturace je podstoupeni
susSiho obdobi sazenic. Faze vysuseni je pfirozend udalost béhem vyvoje semena a
nazyvame ji desikace. Nastoupeni desikace vyvolava signal ke zméné zrani embrya k
nastoupeni kli¢eni (MAULEROVA, 2007). Pfi Gplném vysuSeni dojde ke stimulaci
ristu embrya, kde bylo aplikovano vice osmotika (CERMAKOVA, 2011/2012). Po
ukonceni desikace dojde k ukonceni faze ptipravy na kliCeni a nastupuje posledni faze
zvana konverze (PINKASOVA, 2012).

3.4.4 Kliceni a konverze

U faze germinace (kli¢eni) jde o prechod embryi do rostliny (PINKASOVA,
2012). Zacatek kliceni nastavd prodluZzovanim kotene. Jakmile se ukon¢i stadium
prodluzovani epikotylu, pii kterém se vytvaii jehlice, dojde k fazi konverze, tedy k
uplnému zavéru somatické embryogeneze kdy dojde k pfeméné embrya na plné¢ funkéni
autotrofni rostlinu (MAULEROVA, 2007). Poté je nutné piejit k pieneseni rostliny do
pudy ve skleniku. Kli¢eni se provadi na médiu bez rtstovych hormont a s nizkym
obsahem sachardzy, cytokinind a auxind (CERMAKOVA, 2011/2012),
(MAULEROVA, 2007). Ve skleniku udrzujeme dostatenou teplotu a tlumené svétlo.
Po aklimatizaci pfeneseme rostliny do Skolek nebo na pokusné plochy. Musime i po

pienosu 3 tydny udrzovat vysokou vzdusnou vlhkost (CERMAKOVA, 2011/2012).

3.5 Kultiva¢ni médium

SloZeni kultivacniho média zavisi na pozadavku rostliny. Pievazné se sklada z
vody, mineralnich latek, cukri, aminokyselin, fytohormond, soli a vitamini

(DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.1 Makroprvky
Patfi mezi nejpotiebnéj$i a nejvyuzivanéjs$i prvky. Mezi makroprvky patii

N,Mg, S, Ca, P, K (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.1.1 Dusik
Dusik je dilezitym prvkem, ktery pfidavame do média ve formé¢ amonné soli
(NHsNO3) a ve formé dusi¢nanu (KNO3), [Ca(NOs)2]. Smrky nemohou syntetizovat

dusik na organické molekuly, proto transportuji latky xylémem z kotfend do nadzemni
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casti. Zde se uskute¢ni asimilace, kde dojde k redukci (NOj3) pomoci enzymu nitrat
reduktazy na formu (NOy). Dalsim krokem je dusitan pfeménén na amoniak (NHj3),
pomoci enzymu nitrit reduktazou. Celd pfeména dusitanu na amoniak probihd na
listech. Jelikoz je amoniak toxicky pro jehlicnaté stromy musi se pieménit na
slou¢eniny a to na aminokyseliny jako je asparagin, arginin, glutamin a dal$i moznosti

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

35.1.2 Sira

Sira je obsazena v aminokyselindich metioninu a cysteinu. Pokud je sira
piijimana koteny, tim padem dochazi k inhibici piijmu selenu. Ten ovSem je nezbytny,
ale nenahradi siru (PROCHAZKA, MACHACKOVA, KREKULE, SEBANEK A
KOLEKTIV, 1998).

Sira je pfijata jako siran SO4%. Jako prvni krok je pieména SO na
adenozinfosfosiran. Sira miZe byt asimilovana do redukované i neredukované formy.
Sira se skupinami -SH, -S-, -S-S- se mtize vyskytovat v aminokyselinach jako je cystein
a metionin. Asimilace na redukované¢ formy probiha v chloroplastech. Avsak v
tylakoidech membréany chloroplastu se vyskytuje sira jako soucast sulfolipidi. O siie je
také psano také jako o ligandu vazajici kovy (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).
Velmi vzacny piipad u rostlin je deficit siry (PROCHAZKA, MACHACKOVA,
KREKULE, SEBANEK A KOLEKTIV, 1998).

3.5.1.3 Vapnik

Vépnik se nachazi v navazané form¢ na bunécnou sténu a buné¢nou membranu.
lonty Ca®* jsou vazané na oxalat, jehoZ funkce je v osmoregulaci buiiky. V buiikach je
nizky obsah volnych ionti Ca®*, mnoZstvi se pohybuje okolo 0,1uM. Piijem iontti Ca*
velmi ovliviiuje pH. Vyrazny vyznam ma vapnik pro délni bunék a zmnozeni kofent.
Ptfi nedostatku vapniku v rostliné dochidzi k nekr6zdm na vrcholu vyhonki

(DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.1.4 Fosfor

Esencialni prvek fosfor je k nalezeni ve struktufe nukleovych kyselin, nebo také
se vyskytuje v podobé fosfolipidi v biomembran€. Hlavnim vyznamem fosforu je
zabezpeceni energetického metabolismu a to pomoci pyrofosfaitové vazby mezi atomy

fosforu. Dalsi vyskyt fosforu je v buiikdch s vakuolami. Zde méame dvé formy. Prvni
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formou je metabolickd zasoba. Jde o formu fosfoesteril, které¢ jsou v mitochondrii a
cytoplazmé. Dalsi forma je metabolicka zasoba, kde se jedna o pyrofosfat vyskytujici se
ve vakuolach.. Hlavni zdroj fosforu z média je prostfednictvim slouceniny KH,PO,.
Nedostatek fosforu pozname podle projevu zpomaleného ristu a podle syté zeleného

zbarveni listti (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.1.5 Draslik
Draslik ma funkci v regulaci vodniho provozu. Jednd se o prvek, ktery je
vyznamnym osmotikem a jeho vyznam se projevuje 1 v dlouzivém riustu bunék
(PROCHAZKA, MACHACKOVA, KREKULE, SEBANEK A KOLEKTIV, 1998).
Draslik je velmi dobfe mobilni prvek pii transportu xylémem a floémem na
dlouh¢ vzdalenosti. Hlavni funkci méd v osmotické regulaci buiiky. Také je aktivatorem

mnoha enzymil. Uvadi se, ze vice jak 50 enzymu je diky drasliku stimulovano nebo

aktivovano (DURKOVIC, KRAJINAKOVA, 2010).

3.5.1.6 Horicik

Hoi¢ik je tuzce spojen s fotosyntézou (PROCHAZKA, MACHACKOVA,
KREKULE, SEBANEK A KOLEKTIV, 1998). Jedna se o centralni atom vyskytujici se
v molekule chlorofylu fotosystému I a II. Diky hoic¢iku se zachovavaji tercidlni
struktury enzymsubstratového komplexu. Aby mohl enzym RNA polymerdzy byt
aktivni a syntetizovat molekuly RNA vyzaduje piitomnost hoi¢iku (DURKOVIC,
KRAIJNAKOVA, 2010). Podili se na vytvofeni gran a svétlosbdrnych pigmentd v
chloroplastech (PROCHAZKA, MACHACKOVA, KREKULE, SEBANEK A
KOLEKTIV, 1998).

3.5.2 Mikroprvky

Jednd se o prvky, které se nevyskytuji ve velkém mnozstvi jako naptiklad
makroprvky, ale i v malém mnozstvi jsou pro rostlinu nepostradatelné. Do této skupiny
patii prvky jako Zn, Cu, Mn, Fe, B, Cl, Co, Mo (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.21 Zinek

Jehli¢naté stromy zinek p¥ijimaji jako iont Zn®*. Vytvaii tetraedrické komplexy.
Vyznamny je pro proces proteosyntézy nebo pro syntézu tryptofanu. Nedostatek zinku
ma za nasledek nevyvinuti chloroplastli, snizené mnoZstvi chlorofylu a také kratké

internédia na malych vyhonech (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).
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3.5.22 Med

Dieviny pfijimaji méd v podobé dvojmocného kationtu nebo v podobé
méd’chelatového komplexu. Méd’ nalezneme v rostlinnych butikdch navdzanou hlavné
na chloroplastech. Pokus strom trpi deficienci médi projevuje se to na zmén¢ struktury
chloroplasti. Vytvaifi molekuly plastokyaninu, intermediatu v elektronovém
transportnim fetézci mezi fotosystémem I a II. Je zaneseny do struktury enzymu lakazy.
Ta je zapotiebi pro syntézu dalSich ptenaSeCti elektront. Spole¢né se zinkem tvofi
strukturu enzymu superoxid dismutdzy (Cu-Zn.SOD). Enzym je vyuZivan pro
neutralizaci vysoko reaktivniho superoxidovanych radikalti O, ty se nachazi predevsim
v chloroplastech mladych listi. Mald cast je lokalizovana v mitochondriich

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.2.3 Mangan

Mangan je piijiméan jako iont Mn** (DUKROVIC, KRAJNAKOVA, 2010). Jeho
funkce je pii vytvafeni lamelarni struktury tylakoidi v chloroplastech. Jedna jako
koenzym nebo aktivator dehydrogendz, hydroxylaz, dekarboxyldz a dalSi enzymt
(PROCHAZKA, MACHACKOVA, KREKULE, SEBANEK A KOLEKTIV, 1998). Je
zaClenén do Hillovy reakce ve fotosystému II, pii této reakci dochdzi k hydrolyze vody
na kyslik a proton. 4 atomy tvoii enzym o kterém se predpoklada, ze katalyzuje tuto
reakci. Nedostatek se projevuje ve zméné struktury chloroplastd (DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.2.4 Zelezo

Zelezo je vazano ve stromech na chelatové komplexy. Volné ionty Fe** a Fe** se
nachazeji v buiikach v malych koncentracich. Stromy mohou piijimat pouze Fe?*. Proto
jsou ionty Fe** redukovany na Fe?*. Redukce probihd na povrchu kofentl. Poté jsou
transportovany do cytoplazmy. V Zelezoproteinové skupiné je Zelezo navazané na -SH
skupinu a to na cysteinu nebo anorganické siry. Jako zastupce je naptiklad feridoxin,
ktery ma funkci pfenasece elektront v reakci katalyzovaného nitrit reduktdzou, sulfat
reduktazou a také nitrogendzovym komplexem. Zelezo je vyznamny prvek v oblasti
biosyntézy chlorofylu. V podminkach in vitro je rast jehlicnatych dfevin podpoieny

pridavkem chelatu FeNaEDTA (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).
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3.5.25 Bor

Prvek boru je dilezity pro dostate¢ny floémovy transport sachar6zy. Nezbytnou
funkci prokazuji pti kliceni pylu. Plni funkci posla ve fyziologickych procesech
(PROCHAZKA, MACHACKOVA, KREKULE, SEBANEK A KOLEKTIV, 1998).

Bor nalezneme ve form¢ borat esterti. Ty jsou soucasti hemicelulozy, ktera tvoti
bunéénou sténu. Nedostatek boru se projevuje v inhibici ristu primarnich a

sekundarnich kofenti (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.2.6 Chlor

Dieviny piijimaji chlor ve formé& chloridd CI. Funkci CI' je v oblasti
osmoregulace a kompenzace naboji. Chloridové ionty pfevazné ovliviiuji funkci
praduchi. Pii dostateéném zvyseni mnozstvi iontu K* priduchi se oteviraji. P¥i nizkém
obsahuj iontu K maji signal k zavfeni priduchi. Jsou také soucasti regulace
osmotického potencidlu vakuol, ale také phsobi jako kofaktor v Hillove reakci u
hydrolyzy vody. Chloridy aktivuji enzymy jako je asparagin syntetaza, ten premeni
glutamin na asparagin a kyselinu glutamovou. Také je vyuzivan v metabolizaci dusiku

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.2.7 Kaobalt
Kobalt je soucasti vitaminu Bi,, ten zasahuje do syntézy nukleovych kyselin

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.2.8 Molybden
Tento prvek byva ptijiman ve formé vodniho roztoku jako molybdenan (MoO4*

). Enzymy nitrogendza a nitrat reduktaza jsou komplexy, které obsahuji ve své struktuie

molybden (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.3 Vitaminy
Vitaminy jsou dilezitou slozkou pro biochemické reakce probihajici za
morfogenickych procesii. Do média pro kultivaci v in vitro podminkach se ptidavaji
skupiny vitaminu jako jsou B; (tiamin), Bs (pyridoxin), kyselina nikotinova a myo-
inozitol. Ve specifickych ptipadech se také mizeme setkat s pfidavkem vitaminu jako je
vitamin C, E, kyselina pantotenova, kyselina listova. Tyto vitaminy se pfidavaji v
pfipadech pokud si je konkrétni rostlina, kultura vyzaduje (DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010).
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3.5.4  Aminokyseliny

Aminokyseliny slouzi jako ndhrada za ionty NH,4". Je tomu tak, kviili procesu
asimilace kde je anorganicky dusik pifemén do aminokyseliny. Ty jsou dale vyuzity v
procesu proteosyntézy, kde jsou jako zdkladni stavebni jednotky v enzymech a
proteinech. Jediné aminokyseliny L-izomery jsou biologicky aktivni. Nejvice
vyuzivanou aminokyselinou je glycin. Ten slouzi pfi ochrané¢ buitkovych membran pied

osmotickymi a tepelnymi stresy (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.5 Cukry

Dreviny ztraci v podminkach in vitro schopnost autotrofie. Proto se do média
musi pfidavat exogenni zdroj uhliku. Tuto funkci pfebira cukr a to sachar6za. Sachar6za
ovSem ma inhibicni vliv na biosyntézu chlorofylu a fotosyntézu. Pii autoklavovani se
meéni sachardza na glukézu a fruktozu. Po pokusech se doslo k vysledku, ze kultury 1épe

rostou na autoklavovaném médiu, nez na sachardéze sterilizovanou filtraci

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.6 Fytohormony

Fytohormony napomahaji explantatové kultuie regulovat jejich rtst. Jedna se o
chemické pienasece signalti pro rist. Tyto nositelé jsou v dievindch v malém mnozstvi,
vzhledem k vysoké aktivit¢ uz pii malych koncentracich. V explantatové kultuie
rozdélujeme fytohormony na exogenni a endogenni (DURKOVIC, KRAINAKOVA,
2010).

Exogenni fytohormony pfidavame do média podle rastového procesu v
experimentu. V in vitro kultufe jsou endogenni fytohormony syntetizované bunkami.
Tato syntéza miize byt na vice rostlinnych pletivech zardz. Dal jsou fytohormony
transportovany z mista vzniku na misto ptsobeni. Jejich zédkladni charakteristicky rys je
jejich ovliviwgjici vliv v Sirokém rozsahu biologickych procesti. Nejvyznamnéj$imi
fytohormony pro dieviny jsou auxiny a cytokininy. Ostatni fytohormony aplikujeme v
piipadé¢ urcitych situaci. Endogenni fytohormony v oblasti biosyntézy, jsou ovliviiovany
exogennimi fytohormony. Novymi postupy v dne$ni dob& je pouZzivani chemickych
sloucenin, které maji fytohormonalni povahu s regulacnim vlivem na rlstové procesy
rostliny. Jako ptiklad chemické slouc¢eniny mizeme uvést brassinosteroidy, kyselinu

salicylovou nebo urodil a mnoho dalsich (DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).
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Fytohormon:

Hlavni uc¢inek v podminkach in vitro:

Auxiny:

kyselina indol-3-octova (IAA)

kyselina indol-3-maslova (IBA)

kyselina 1-naftyloctova (NAA)

kyselina fenyloctova (PAA)

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)
kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T)

kyselina 4-chlor-indoloctova (4-CI-1AA)
kyselina 4-chlorfenoxyoctova (4-CPA)

tvorba adventivnich kofentl (pfi vyssi
koncentraci)

tvorba adventivnich vyhonkt (pfi nizkych
kon.)

indukce somatické embryogeneze (hlavné
2,4-D)

bunécné déleni

tvorba a rist kalusu

inhibice prodluzovacich riistu kotenti
inhibice rustu axilarnich pupend

Cytokininy:

6-benzylaminopurin (BAP)

zeatin (2)

zeatinribozid (ZR)
izopentenyladenin (iP)

kinetin (KIN)

tidiazuron (TZD)
2-chloro-4-pyridyl-fenylmocovina
(4-CPPU)

tvorba adventivnich vyhonki (pfi vyssi
konc.)

inhibice tvorby adventivnich kotfent
bunécné déleni

tvorba a rlst kalusu

stimulace rastu axilarnich pupenti
inhibice prodluzovaciho ristu vyhonkt
inhibice starnuti listt

Gibereliny:

kyselina giberelova (GA3)
giberelin 1 (GAL)
giberelin 4 (GA4)
giberelin 7 (GA7)

prodluzovaci rast vyhonkt

piekonani dormance semen, apikalnich
pupent

nebo somatickych embryi

inhibice tvorby adventivnich kofent
inhibitor biosyntézy podporujici tvorbu
kotfenil

inhibitor biosyntézy ulehcujici aklimatizaci

Kyselina abscisova:

dozravani somatickych embryi
uleh¢eni procesu aklimatizace ex Vitro
podpora nastupu dormance

Etylén: starnuti listd

tvorba a inhibice adventivnich vyhonku
Polyaminy: podpora tvorby adventivnich kofent
putrescin podpora tvorby vyhonkt
spermin podpora somatické embryogeneze
spermidin

Tabulka 1: Ucinky fytohormonii na kultivaci drevin v podminkdch in vitro (DURKOVIC,

KRAJNAKOVA, 2010).
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3.5.6.1 Auxiny

Auxiny patiti mezi bézné¢ vyuzivané fytohormony. Slouzi k  podpote
morfogeneze explantatové kultury, hlavné s piidavkem cytokinini. Mezi piirodni
auxiny syntetizované in planta patii IAA, IBA, PAA, 4-CI-IAA. Jako syntetizované
auxiny uvadime NAA; 2,4-D; 2,4,5-T; 4-CPA. Jejich hlavnim charakterem
exogenni aplikaci je vliv na tvorbu adventivnich kofent. AvSak ve vysoké koncentraci
maji na kofeny inhibi¢ni u¢inek (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). Zvysenim
koncentrace cytokininli a snizenim koncentrace auxini dojdeme k tvorbé novych
vyhonkll v explantatové kultufe. Vyrovnané koncentrace aplikujeme na indukci tvorby
kalusové kultury dfevin dvoudéloznych. Dieviny jednodé€loZzné potiebuji ke vzniku
kalusu jen samostatny auxin ve vysSich koncentracich. Auxiny maji za nasledek inhibici
vici prerastani axilarnich pupentt na vyhonky. Explantitové kultury pfijimaji auxiny
pfes fezné rany. Z divodu nepropustnosti auxinii pres epidermis. Pifjem fytohormonu
zprostiedkovava difize s aktivnim pfenosem pomoci nosice a je velmi rychly. Z bunky
jsou transportovany prostfednictvim pienaSece. Jako prenasec je transmembranovy PIN
protein Auxiny patii mezi slouceniny rychle vycCerpané z kultivatniho média.
Explantatova kultura pfijme auxin, ktery nasledn¢ reaguje v metabolismu s dalsimi
slou¢eninami. Pfipojenim auxinu s malymi molekulami je nazyvano konjugace. Po
konjugaci vytvofime estery,amidy a glykosidy, které se po sléze stdvaji neaktivnimi

(DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

e 2,4-D: Radime ho mezi syntetizované auxiny. Patii k silnym slouéeninam.
Pfedevsim u inhibice tvorby kalusu a somatickych embryi. Oslabeny ucinek je v
piipadé tvorby primordii adventivnich kofent a inhibice rtstu axilarnich
pupentl. Tuto funkci piebiraji auxiny IBA nebo IAA (DURKOVIC,
KRAJNAKOVA, 2010).

e JAA alIBA: Auxin IAA patfi mezi nejméné stabilni slouceniny, které podléhaji

oxidaci pti pusobeni svétla. Stejné jako IAA také IBA podléha fotooxidaci.

Blokovani transportu auxinti, zavisi na TIBA a NPA. Je to zplisobeno vazanim
na auxinoveé nosice. Jako antiauxin, konkurujici pfi navazovani na auxinovy receptor se

chova PCIB (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).
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3.5.6.2 Cytokininy

Vétsina téchto hormont je odvozen z purinovych latek. Muzeme, ale také nalézt
nepurinové latky, které hraji v rostlin¢ stejnou roli jako cytokininy. Jsou tvoieny v
kofenech odkud jsou dale vedeny do nadzemnich &asti rostliny (PSOTA, SEBANEK,
1999). Cytokininy rozdélujeme na piirodni kam patii Z, DHZ, iP, DHZE,iPA, BAP,
ktery je nejvice pouzivany. Skladaji se z purinové baze. Nektera izolovana pletiva nebo
organy nemohou v in vitro podminkach dobfte biosyntetizovat endogenni cytokininy. Z
toho to divodu byly objeveny syntetické cytokininové analogy (DURKOVIC,
KRAJINAKOVA, 2010).

Cytokininy bez purinové bdze maji vysokou aktivitu a uplatiiuji se v kultivaci
dfevin. Zde fadime TDZ, 4-CPPU. Analogy, slozen¢ z purinové baze maji zastupce jako
je KIN. Hlavni vlastnosti cytokininli je U¢inek na morfogenetické procesy jako je
stimulace bunéného déleni. Pii absenci cytokinini dochdzi k prodlouZeni stidia
metafdze. To znamend, Ze maji vliv na regulaci syntézy proteind, které se podileji na

tvorb& aparatu déliciho vieténka (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

Cytokininy se vyzaduji pro zabezpeceni proliferace kalusovych bunék. Vysoké
koncentrace inhibuji prodluzovaci rist vyhonkt. Ty zstavaji zakrslé a nemohou se
pouzit na zakofenovani. Zvlastni aplikace cytokinini zamezuje starnuti explantatové
kultury nebo inhibuji nadmérnou tvorbu kofend. V metabolizmu jsou Z, ZR, 2-iP dale
konjugovany nebo také oxidovany. Cytokininy jakou DHZ, DHZR, BAP jsou pouze
konjugovany. Stabilni slouc¢enina je cytokinin BAP. Mezi nepurinové a chemicky
stabilni cytokininy fadime 4-CPPU, TDZ a metabolizovany vétSinou volny,
nekonjugovany je TZD. Do molekuly t-RNA je zabudovan nativni cytokinin
(DURKOVIC, KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.6.3 Gibereliny
Patfi mezi terpenoidni slouceniny. Jsou tvofeny z kyseliny mevalonové.

Produkuji je mladé listy, semena a kofeny (PSOTA, SEBANEK, 1999).

Utinkem giberelinti se jedna ohledn& pieklenuti dormance semen nebo pupen,
stimulace prodluZzovani rastu vyhonku. Také podporuji kveteni a degradaci zasobnich
latek v semenech. Inhibi¢ni vliv maji gibereliny na tvorbu somatickych embryi, nebo na

tvorbu adventivnich vyhonkl a kofenll. Projev inhibi¢nich reakei zavisi u druhti dfevin
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na genotypu. Zname asi 90 giberelind, kde pouzivané jsou GAjz, GA;, GAs a Vv
neposledni fadé GA; (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). Pokud se vyskytuji v
rostling ve vy$§im mnozZstvi, neptisobi toxicky (PSOTA, SEBANEK, 1999).

Inhibitory jako paclobutrazol, ancymidol patii mezi vice vyuzivané nez samotné
gibereliny. Maji ucinek k podpofe dozravani embryi, zvySeni schopnosti adventivni
rhizogeneze vyhonki, v neposledni fad¢ ulehuji proces aklimatizace v podminkach ex
vitro (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.6.4 Kyselina abscisovd
Stejné jako v ptipad¢ giberelinli jsou tvofeny z kyseliny mevalonové. Ze starych

listt, kde je tvofena ABA, je transportovana do dalSich ¢asti rostliny.

ABA se vyznacuje ulohou v dormanci embryi a pupenii. Také mé vysoky tcinek
pii opadu listd. Pii stresovych podminkéach, které jsou zplsobeny suchem je
akumulovana ABA. Tato vlastnost ma vliv na otevirdni a zavirdni pruchodi. ABA v
prostiedi in vitro zpisobuje inhibici ristu vyhonkd a kliceni embryi. Flurid je
inhibitorem biosyntézy ABA. Inhibitor blokuje 1 syntézu chlorofylu. Dormanci
explantatové kultury se zabrafiuje pouzitim fluridonu (DURKOVIC, KRAINAKOVA,
2010).

3.5.6.5 Etylen

Etylen patti do kategorie plynl. Biosyntéza ectylenu pii dozravani ploda a
starnuti se zvySuje. V in vitro je stimulovana biosyntéza etylenu pomoci auxinu a
stresovych faktorti. OvSem inhibitorem biosyntézy etylenu je AVG. Negativni vliv
etylenu je podpora starnuti listi, zvySena citlivost na adventivni organogenni podm¢t.
AVG blokuje prekurzor etylenu ¢imz je ACC. Aplikaci ACC napomahdme k zvySeni
mnoZstvi etylenu v pletivech (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.6.6 Polyaminy

Ve dfevinach se vyskytuji vysoké hladiny alyfatickych polyamind, které
pomahaji v rstu. Polyaminy jsou brany za nepravé fytohormony protoze je pridavame
do média ve vysokych koncentracich. K nejpouzivangj§im aminim zmifiujeme
putrescin, spermicin, spermin. Hlavni G¢inek maji ve stimulaci rlstu a na déleni bunky.

Také lze zvySovat regeneraci vyhonkil, kofenli a embryi. MlZeme tim i regulovat
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kveteni. Syntetizaci methioninu vychazi arginin, spermin a spermidin (DURKOVIC,

KRAJNAKOVA, 2010).

3.5.6.7 Kyselina jasmonova

Poranénim pletiv dojde k degrada¢nim procestim lipidii v bunééné membrané a
tim se tvoii kyselina jasmonova. Aktivuji syntézu stresového proteinu. Také dale ptisobi
na morfogenezi, podporu regenerace. Vychazi sloucenina jako je kyselina linolenova

napomaha k biosyntéze kyseliny jasmonové (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010).

3.5.7 Gelotvorné ¢inidlo

Agar nebo dalsi gelotvorné Cinidla se pouzivaji na ptipravu tuhych nebo takeé
polotuhych médii. Agar je ptirodni produkt, ktery je tvoien smési polysacharidt.. Hlavni
vyhodou je, Ze nereaguje s dalSimi pfisadami v médiu. Enzymy explantatu agar nestépi
a je stale stabilni i pfi tepelném rozsahu kultivace (DURKOVIC, KRAINAKOVA,
2010).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

K experimentu byla pouzita embryogenni kultura smrku ztepilého (Picea abies),
z linie 111-3-3. Vzorek byl ziskan od Ing. Biljany Pord’evi¢ z Ustavu biologie rostlin,
Mendelovy univerzity v Brné. Embryogenni kultura byla poprvé odebrana na

proliferaéni médium dne 19.2.2014

4.2 Kultivaéni podminky

Celd experimentalni prace byla provadéna na Ustavu biologie rostlin,

Mendelovy univerzity v Brné.

Kultury byly zalozeny a dale pasazovany ve sterilnich podminkach ve flow-boxu
(Thermo scientific, Heraguard). Kultivace byla uskutecnéna v klimatizované kultivacni
mistnosti. Prvné v tmavém prosttedi a v posledni fadé¢ v kultivaéni mistnosti s

pravidelnou fotoperiodou v zavislosti na f4zi somatické embryogeneze.

Pouzita média byla sloZena viz. Tabulka 2,3,4,5.

LP matura¢ni : 300ml (pH 5,7 - 5,8)

Makroprvky 0,750¢g
Mikroprvky 0,300ml
Inositol 0,030¢g
Kasein 0,300g
Sacharosa 8,19
Phytagel 1,059
ABA 32uM 0,0025¢g
Glutation 0,150¢g

Tabulka 2: Slozeni maturacniho média na 300ml, pri pH 5,7 - 5,8
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LP tekuté: 300ml (pH 5,7 - 5,8)

Makroprvky 15ml
Mikroprvky 0,150ml
Fe 0,750ml
Vitaminy 0,300ml
Inositol 0,030g
Kasein 0,150g
Sacharosa 69

Tabulka 3: Slozeni tekutého média na 300ml, pri pH 5,7 - 5,8

LP zakoienovaci I.: 300ml (pH 5,7 - 5,8)

Makroprvky 0,750g
Mikroprvky 0,300ml
Inositol 0,030g
Kasein 0,300g
Sacharosa 4,59
Manitol 39
Gerlit 1,059
Aktivni uhli 1,29
Glutation 0,150¢g

Tabulka 4: Slozeni zakorenovaciho média 1. na 300ml, pri pH 5,7 - 5,8

LP zakoienovaci IL.: 300ml (pH 5,7 - 5,8)

Makroprvky 0,375¢g
Mikroprvky 0,150ml
Inositol 0,015¢g
Kasein 0,150¢g
Gerlit 1,059
Agar 1,29
IBA 0,18uM
Glutation 0,075¢g

Tabulka 5: zakorenovaciho média Il. na 300ml, pri pH 5,7 - 5,8
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V nasledujicich Tabulkach 6,7,8,9 je uvedeno slozeni makroprvkl, mikroprvki,

zeleza a vitaminl obsazenych Vv kultiva¢nich médiich.

KH,PO,4 3,49
KNOs 19,09
NH4NO; 24,09
MgSQO,4.7H,0 3,79
CaCl,.2H,0 2,059
Tabulka 6: Slozeni makroprvkii 50 ml/l
MnS0O,.4H,0 2,239
ZnS04.4H,0 0,869
H3BO3 0,629
KJ 0,083¢g
Na;Mo00O,.H,0O 0,025¢g
CuS0..2H,0 0,0025¢
CoCl,.2H,0 0,0025¢
Tabulka 7: Slozeni mikroprvkii 0,5ml/|

FeSO, . 7TH,0O 2,780g
Na;EDTA . 2H,0 3,723¢g
Tabulka 8: Slozeni FeEDTA 5 ml/I

Thiamin HCI 0,109
Nikotinova kyselina 0,059
Pyridoxin 0,05¢
Glycin 0,209

Tabulka 9: Slozeni vitamini 1 ml/l

4.2.1 Proliferace

V tomto zac¢ate€nim pokusu byla pouzita zZivna média LP. Jak bylo uZ zminéno, prvni
odebrani embryogenni kultury na proliferaéni médium prob&hlo dne 19.2.2014. Odbér
ze zalozenych prolifera¢nich kultur byl pifepasaZzovan kazdych 14 dni na nové Zivné LP
médium. Vzniklé embryogenni pletivo bylo peclivé vybrano a pfeneseno na LP

médium, za pomoci sterilni jehly. Svételny mikroskop slouzil k lep§Simu pozorovani a
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vybéru embryogennich kultur. Cilem tohoto kroku bylo sezndmit se praktikami, nastroji
a s celou provadénou metodou. Po ptenosu byly kultury na Petriho miskach uskladnény

v kultiva¢ni mistnosti ve tmé pii 25 °C. Tento postup byl opakovan az do data 4.8.2014.

4.2.2 Maturace

Pro proces zrani embryi byla embrya pfenesena z proliferacniho média na maturac¢ni.V
této fazi byly embryogenni kultury rozdélily na 4 typy experimentu. Hlavnim cilem je
urcit zda se lépe bude dafit kulturam, kultivovanym pted maturaci na médiu s ristovymi
regulatory nebo na médiu bez ptidanych rustovych regulatort. Také zda je pro kulturu
je lepsi ji roztiepat po dobu jedné minuty pied nanesenim na matura¢ni médium. Nebo
zda se ji bude Iépe dafit po vlozeni poloviny inokula. Kultury byly ponechany na
maturacnim médiu do 11.9.2014. Poté byly pfeneseny na stejné maturacni médium. Byl
sledovan vyvoj vznikajicich somatickych embryi, pocet vyvinutych embryi a barevné
zmény. Po ukonceni maturacni faze byl na Petriho miskéach spocitan pocet vzniklych
embryi v globularni, prekotydonarni a kotyledonarni fazi vyvoje a byly zaznamenany

nekrozy.

roztfepana masa rannvch
Meédmm s nistovimi somatickych embryi v mizném
regulatory stadium vvvoje

polovina masy rannych
somatickych embryvi v
rizném stadim vivoje

rozttepana masa rannych
Medum bez mistovymi somatickych embrvi v nizném
regulatory stadim vivoje

polovina masy rannych
somaticlkoych embryi v
riznem stadium vivoje

Obrdzek 6: Schéma rozdéleni pokusu.

4.2.3 Desikace
Faze desikace je nejdilezitéjsi fazi celé somatické embryogeneze
(MAULEOVA, 2007). Vzniklé embryogenni kultury vlozime na Petriho misku s

filtracnim papirem. Vcéetné vysuSovaciho procesu, musime nastolit i vlhkost prostiedi,
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pridanim destilované vody. Aby se destilovana voda nedostala k filtracnimu papiru byla
embrya vlozena na filtraéni papir do malych vnitinich misek a ve vnéjSich Petriho
miskach byla nalita destilovana voda. Proces desikace probihal po dobu 3 tydni. Misky

byly ulozeny v kultiva¢ni mistnosti ve svételné fazi s teplotou okolo 25°C.

4.2.4 Germinace (kli¢eni)

Po fazi desikace byla vybrana zrald embrya pienesena na zivnd média urcéena k
zakotenovani. Stale byl sledovan vyvoj embryi u vSech variant. Média obsahovala
pridavek aktivniho uhli. Tato fize méla za cil dosahnout rozvoje zralych embryi do
juvenilni rostlinky. Jedna se tedy o prodlouzeni, vyvoj kofenli a nadzemni Casti. Zde
byly pozorovany zmény v rychlosti vyvoje mezi jednotlivymi variantami a to tedy mezi
piidavkem ristovych regulatort a bez ristovych regulatorti. Na zakotfenovacim médiu
jsem ponechala rostliny mésic a poté jsem pienesla znova kultury na nové zakoteniovaci

médium kde byly kultury ponechény dal$i mésic.

425 Konverze

U faze nazyvané aklimace dochazi k pieneseni zakofenéné rostlinky z média do
pudniho substratu. Postupné zac¢iname rostlinky aklimatizovat do podminek ex vitro.
Kvétinace umistime do skleniku s dostatkem svétla a zakryjeme mikrotenovym sackem.
Pro udrzeni vlhkosti rostlinky rozpraSovacem stiikame destilovanou vodou. Postupné
odkryvame sacek az dojdeme k fazi kdy mikrotenovy safek neni potfeba a mizeme

rostlinky prenést do Skolek.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Vyhodnoceni vysledkii zacind od doby maturace, kdy byl experiment rozdélen
na 4 kategorie. Vyhodnoceni bylo provedeno matematicko-statistickymi metodami S
vyuzitim programu Microsoft Office Excel 2007. Byly vypocitany zékladni statistické
data jako jsou prumér, smérodatnd odchylka a konfidencni interval. Pro vyhodnoceni
byla pouzita hladina pravdépodobnosti 95%. Zaznamenané hodnoty jsou pouze
orientani z davodu nepiesného pocitdni vzniklych globuli, prekotydonald,
kotyledonalti a nekroz. Dale vyhodnotime zda je to statisticky prukazné nebo zda

statisticky nepritkazné z 95%.

V lednu 2015 doslo ke kontaminaci varianty bez rdstovych regulatori s
polovinou embryogenniho kalusu. Z tohoto diivodu jiz nebylo ddle moZno pokracovat s

danou variantou.

e Médium s ristovymi regulatory (LP)

G P K N

1 47 9 14 18

2 92 19 16 32

3 53 23 16 22

4 51 9 15 23

5 49 8 22 29

6 72 6 9 33
PUMER 60,66667 12,33333 15,33333 26,16667
SMODCH 16,25491 6,315765 3,815174 5,520165
CONFIDENCE 4,475941 1,739105 1,050544 1,520029

Tabulka 10: Vypocitané hodnoty z média u kultur s riistovymi regulatory a

roztiepané na tiepacce. (LP-T)
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G P K N
Stadia vyvoje somatickych embryi

Graf 1: Priumeérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur u kultur s
ristovymi regulatory a roztrepané na trepacce. (LP-T)

Chyboveé usecky zobrazuji konfidencni interval pro pravdépodobnost P=0,5

Podle Grafu 1 jsou rozdily mezi jednotlivymi kategoriemi statisticky prikazné s

pravdépodobnosti 95%.

G P K N

1 72 46 41 11

2 71 25 28 15

3 61 23 27 36

4 73 42 30 41

5 82 40 23 24

6 56 32 36 39
PUMER 69,16667 34,66667 30,83333 27,66667
SMODCH 8,473816 8,634556 5,983774 11,74261
CONFIDENCE | 2,333344 2,377605 1,647688 3,233437

Tabulka 11: Vypocitané hodnoty z média u kultur s ristovymi regulatory a

neroztrepané na trepacce. (LP-3)
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Graf 2: Priumérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni

interval pro pravdepodobnost P=0,5 u kultur s rustovymi regulatory a neroztiepané

trepacce. (LP-3)

Podle Grafu 2 jsou vysledky statisticky pritkazné u lobularniho stadia, u dalSich jsou

rozdily nepriikazné s pravdépodobnosti 95%.

e Bez rustovych regulatort (LP-RL)

G P K N
1 41 8 8

2 31 19 12 17

3 62 1 6 15

4 70 6 15 15

5 28 12 4 21

6 52 13 13 14

PUMER 47,33333 9,166667 9,666667 15
SMODCH 15,44524 6,094168 3,944053 3,872983
CONFIDENCE 4,252991 1,678086 1,086032 1,066462

Tabulka 12: Vypocitané hodnoty z média u kultur bez riistovych reguldtorii a

roztrepané na trepacce. (LP-RL-T)
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Graf 3: Primérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni
interval pro pravdepodobnost P=0,5 u kultur bez riistovych regulatorii a roztiepané
trepacce. (LP-RL-T)

Podle Grafu 3 jsou vysledky u globularniho stadia a nekroz statisticky prtikazné, u

dalsich kategorii neprikazné s pravdépodobnosti 95%.

G P K N

1 39 39 6 16

2 26 26 13 22

3 9 9 12 52

4 33 33 22 20

5 52 52 6 19

6 39 39 20 23
PUMER 33 33 13,16667 25,33333
SMODCH 13,27906 13,27906 6,175669 12,13352
CONFIDENCE 3,656511 3,656511 1,700528 3,341076

Tabulka 13: Vypocitané hodnoty z média u kultur bez ristovych reguldtorii a

neroztiepané na tiepacce. (LP-RL-3)
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Graf 4: Priumérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni
interval pro pravdepodobnost P=0,5 u kultur bez riistovych regulatorii a neroztiepané
na trepacce. (LP-RL-3)

Podle Grafu 4 jsou vysledky statisticky prukazné s pravdépodobnosti 95%. Je ziejmé,

ze vysoky podil nekrotickych embryi souvisel s timto oSetfenim.

vvvvvv

dfevin a dosahla i na praktickou realizaci. Z jedenacti druht smrkl, u kterych byla
zaznamenana regenerace cestou somatické embryogeneze do soucasné doby, pet taxont
je uz hodnocenych v klonovych pokusech nebo v mnozitelskych programech velkého
rozsahu (DURKOVIC, KRAINAKOVA, 2010). K pokusu jsem si vybrala smrk ztepily

(Picea abies).

Pokus byl rozdélen do 2 kategorii, pfiCemz kazda kategorie rozdélena do dalSich
dvou pododdéleni. Jedna se o kategorie bez ristovych regulatort s roztfepanim a
polovinou embryondlniho kalusu; s riistovymi regulatory bez roztfepani a s polovinou

embryonélniho kalusu.

Podkategorie LP-T byla statisticky prikazna. Napoditala jsem zde v primérnych
hodnotach pocet globuli 60,6, prekotydonaly 12,3, kotyledonaly 15,3 a nekrézy mély
primérnou hodnotu 26,16. Podkategorie LP-3 byla statisticky neprikazna. Napocitala
jsem zde v primérnych hodnotach pocet globuli 69,16, prekotydonaly 34,66,
kotyledonaly 30,83 a nekrdézy méli primérnou hodnotu 27,66. Podkategorie LP-RL-T

byla statisticky nepruikazna. Napocitala jsem zde v primérnych hodnotach pocet globuli
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47,33, prekotydonaly 9,16, kotyledonaly 9,66 a nekrézy méli primérnou hodnotu 15.
Podkategorie LP-RL-3 byla statisticky prikazna. Napocitala jsem zde v primérnych
hodnotach pocet globuli 33, prekotydonaly 33, kotyledonaly 13,16 a nekrozy méli

pramérnou hodnotu 25,33.

Jsou zde vysoce znatelné rozdily mezi variantami LP a LP-RL. U vzorkd LP-RL
byly priimérné hodnoty poc¢tu embryi zhruba na polovi¢nich hodnotach, nez je tak tomu
u vzorkl LP. Jediny ptipad, kde tento rozdil nebyl natolik znatelny , byl ptipad srovnani
LP-RL-3 s vzorky LP-T a LP-3 a to pouze v primé&mych hodnotach u nekréz. Durkovi¢
s pani Krajiidkovou (2010) uvadeji, ze moznym feSenim toho problému by bylo vyuziti
jednoho z mnoha SetrnéjsSich protokoli, pfi kterych bylo zaznamenano zlepSeni
jakéhokoli stadia somatické embryogeneze. Tyto protokoly maji za cil vysokou

produkci somatickych embryi na zakladani testovacich vysadeb.

Mezi variantami -T a -3 jsou taktéz rozdily jak u varianty LP tak i u LP-RL. U
LP a LP-RL bylo vzdy dosdhnuto vysSich primérnych hodnot ve variantach -3. Nejvice
tento rozdil byl znatelny u prekotydonalu a kotyledonalu. Ve varianté LP-3 toto dosahlo

dvojnasobené¢ho priméru nez u varianty LP-T.

Rozdily konverze v rostliny jsou znatelné nejen mezi variantami LP a LP-RL,
ale i mezi variantami -T a -3. Nyni se¢ zam¢fime na kategorie LP. Jak je patrné z
Obrdzku 9 jsou u varianty LP-T nadzemni ¢asti vétsi oproti varianté LP-3(Obrdzek 10),
kdezto kotenovy systém byl u obou variant shodny. U varianty LP-3 byl prokdzan déle
trvajici efekt rustu i nadzemnich ¢asti. LP-RL-T (Obrdzek 7) se vytvofily silné, dlouhé
kotfeny, které se dale vétvily a byla u nich zaznamenéna vysoka Zzivotaschopnost.

Nadzemni ¢asti dosahovaly vétSiho vzristu oproti varianté LP-RL-3 (Obrdzek 8).

Nejlepsich vzhledovych a ristovych vysledki dosahovala varianta LP-RL-T.
Naproti tomu nejhlife dopadla varianta LP-3. Vysledek varianty LP-3 byl ovlivnén
ptidavkem rhstovych reguldtort, které zpusobily danou morfologickou odliSnost,
varianta LP-RL-T neméla ovlivnénou optimalni hormonalni skladbu a diky tomu
dosahla nejlepsitho morfologického €lenéni. Z tohoto plyne, Ze optimalnim postupem
pro somatickou embryogenezi v mém pracovnim postupu produkovat rostliny na médiu

bez ristovych regulatort.
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6 ZAVER

e Konverze rostlin je nejvyraznéjsi na Obrazku 7 kde je zaznamendna varianta LP-
RL-T. Nevyrazna byla u skupin LP, které jsou na Obrdzcich 9 a 10, jak u
varianty LP-T a LP-3. U varianty LP-RL-3 byla vyraznéjsi konverze nez v
pripadech LP-T a LP-3, ale nedosahovala tak vysoké urovn¢ jak varianta LP-
RL-3.

e Regulatory ristu se projevili jako G¢inné ve smyslu zpomaleni rdstu a také pfi
ochrang rostlin pted nekrézami. Rostliny, které nebyly osetfeny regulatory ristu
byly vice nachylné na poskozeni nekrézami, av§ak dosahovaly vyssi kvality
rostlinné hmoty. Rostliny neoSettené regulatory rastu dosahovali nizSich

prumérnych hodnot vyvinutych rostlin.
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Graf 1: Prumérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur u Kultur s
ristovymi reguldatory a roztiepané na tiepacce. (LP-T). Chybové usecky zobrazuji

konfidencni interval pro pravdépodobnost P=0,5

Graf 2: Primérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni
interval pro pravdépodobnost P=0,5 u kultur s riistovymi regulatory a neroztiepané

trepacce. (LP-3)

Graf 3: Primérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni

interval pro pravdeépodobnost P=0,5 u kultur bez rustovych regulatorii a roztiepané

trepacce. (LP-RL-T)

Graf 4: Priimérné hodnoty zastoupeni jednotlivych vyvojovych struktur, konfidencni
interval pro pravdépodobnost P=0,5 u kultur bez rustovych regulatorii a neroztiepané

na trepacce. (LP-RL-3)

46



9 SEZNAM ZKRATEK
2,4-D : kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

2,4,5-T : kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
4-CI-1AA : kyselina 4-chlor-indoloctova
4-CPA : kyselina 4-chlorfenoxyoctova
4-CPPU : 2-chloro-4-pyridyl-fenylmocovina
ABA : kyselina abscisova

ACC : kyselina 1-aminocyklopropan-s-karboxylova
AVG : aminoetoxyvinylglycin

BAP : 6-benzylaminopurin

G: globule

GALl : giberelin 1

GA3 : kyselina giberelova

GA4 : giberelin 4

GAT : giberelin 7

IAA : kyselina indol-3-octova

IBA : kyselina indol-3-maslova

iP : izopentenyladenin

iPA : izopentenyladenozin

K: kotyledonal

KIN : kinetin

LP-T: s rGstovymi regulatory, roztiepané

LP-3: s ristovymi regulatory, s polovinou embryogenniho kalusu
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LP-RL-T: bez riistovych regulatori. roztiepané
LP-RL-3: bez ristovych regulatorti, s polovinou embryogenniho kalusu
N: nekrozy

NAA : kyselina 1-naftyloctova

NPA : kyselina 1-naftylftalamova

P: prekotydonal

PAA : kyselina fenyloctova

PCIB : kyselina p-chlorofenoxyizomaslova
TIBA : kyselina 2,3,5-trijodobenzoova

TZD: tidiazuron

Z : zeatin

ZR: zeatinribozid
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10 SEZNAM PRILOH
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Obrazek 5:LP-T, presun do substratu k Obrazek 6:LP-3, presun do substratu k

aklimatizaci. aklimatizaci
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Obrazek 7: korenova a nadzemni cast Obrazek 8: korenova a nadzemni cast LP-

LP-RL-T RL-3

Obrazek 9: korenova a nadzemni cast LP- Obrazek 10: korenova a nadzemni cdast

T LP-3
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Obrazek 11 : desikace LP-T Obrazek 12 : desikace LP-3

Obrazek 14 : desikace LP-RL-3

Obrazek 15 : maturace LP-RL-T Obrazek 16 : maturace LP-RL-3
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Obrazek 17 : maturace LP-T Obrazek 18 : maturace LP-3
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