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SOMATIC EMBRYOGENESIS FOR REPRODUCTION
OF VALUABLE GENOTYPES OF NORWAY SPRUCE
(PICEA ABIES (L.) KarsT.)

Abstract

This work presents methods for induction of somatic embryogenesis, maturation
and conversion of somatic embryos. Due to hormones formed during somatic
embryogenesis (asexual or adventive) induction, the bipolar embryos with growth
apexes and roots foundations differentiate from somatic cells of primary explant.
There are no biochemical and morphological differences between somatic and
zygotic embryos. For induction of somatic embryogenesis the medium E (GupTa,
DurzAN 1986) was used supported by BAP 0.5 mg.1", kinetin 0.5 mg.l", 2.4-D 1.0
mg.l?, putrescin 0.1 mgl*. For somatic embryos maturation, 8.0 mg.l' of ABA
are necessary. After desiccation, the somatic embryos germinated in perlite. After
acclimatization, the plantlets are planted into peat substrate.
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CIL METODIKY

Cilem metodiky je vyuziti somatické embryogeneze pro zachovani a efektivni
reprodukci cennych genotypt smrku ztepilého.

UvobD

Smrk ztepily je hospodédisky i svym rozsifenim nejvyznamnéjsi dievinou v Ceské
republice. U piivodnich populaci, které se u nas zachovaly, rozliSujeme 3 ekotypy:
vysokohorsky (8. LVS), horsky (5. - 7. LVS) a chlumni (2. - 4. LVS). Reprodukce
téchto vzacnych populaci je velmi obtizna vzhledem ke stafi stromt a prodluzujicim
se intervalim kveteni. U jehli¢nanti obecné, a zejména pak u smrku, Ize k repro-
dukei a konzervaci zadanych genotypt vyuzit klonové mnozeni, asexualni indukci
embryi ze somatickych bunék, neboli somatickou embryogenezi.

Somaticka embryogeneze se definuje jako fada vzajemné provazanych procest, pii
nichz se ze somatickych bunék diferencuji embryonalni bunky vytvarejici soma-
tické embryo. Vyvoj somatického a zygotického embrya je totozny a vznikla soma-
tickd embrya se svymi biochemickymi a morfologickymi vlastnostmi neodlisuji
od embryi vzniklych zygoticky (D Amarto 1985, QUIROZ-FIGUEROA et al. 2006).
Somaticka embrya se primo vytvari pod induktivnim vlivem rostlinnych hormonti
pfimo z jedné nebo vice haploidnich i diploidnich somatickych bunék generativ-
nich organti (nucelus, synergidni bunky) a somatickych organa (listy). Nepfimo
vznikaji z nediferencovanych bunék embryogenniho pletiva, z buné¢nych suspenzi,
nebo protoplastovych kultur.

Prvni prace o somatické embryogenezi u lesnich dfevin, které charakterizovaly rust,
metabolismus a morfogenezi suspenznich bunécnych kultur, kalusu a tzv. embryoi-
du (polarizovanych struktur pripominajicich embryo) vysly jiz v 70. letech minulé-
ho stoleti, napt. KONAR, OBEROI (1965), BANERJEE, RADFORTH (1969).

U smrku ztepilého je somatickd embryogeneze popisovana jiz od poloviny 80. let
minulého stoleti (HAKMAN et al. 1985, CHALUPA 1985, Mo et al. 1989, MALA 1991).
K indukeci somatické embryogeneze v in vitro podminkach se obvykle pouzivaji
vysoké davky fytohormont, k navozeni konverze v kompletni rostlinu pak hlav-
né kyselina abscisova a proces desikace somatickych embryi. Doneddvna byla pre-
kazkou $ir$i aplikace somatické embryogeneze nizké frekvence maturace a konver-



ze somatickych embryi (ATTREE, FOWKE 1993). Diky intenzivnimu studiu vlivu
exogennich a endogennich rostlinnych hormont (zejména auxint a cytokininii) na
diferenciaci a maturaci embryonalnich pletiv v raznych stadiich vyvoje somatic-
kych embryi se podafilo metodu somatické embryogeneze standardizovat a opti-
malizovat tak, Ze se da vyhodné vyuzit pro regeneraci konifer.

Uvedena standardizovand metodika nové popisuje vliv diaminu putrescinu na
zefektivnéni procesu somatické embryogeneze.

VLASTNI POPIS METODIKY

Standardni metodické postupy mikropropagace

Proces somatické embryogeneze lze principialné rozdélit do tfi stadii podle vyvoje
a diferenciace embryonalnich pletiv:

- indukce embryogennich procesii v rostlinném pletivu
- indukce proliferace, diferenciace a maturace embryonalnich pletiv

- konverze somatického embrya v kompletni rostlinu

1. Indukce embryogennich procesi v rostlinném pletivu

Jako vychozi rostlinny material pro indukci embryogeneze lze pouZit zrald i nezrala
extirpovana zygotickd embrya. Vytéznost (pocet ziskanych embryogennich linif) je
vy$si, pokud se pouziji pro zalozeni embryogennich linif nezrald zygoticka embrya.
Doba sbéru zavisi i na klimatickém prtibéhu roku, nejvhodnéjsi obdobi je od polo-
viny cervence do poloviny srpna (CHALUPA 1985). Pfed zpracovanim lze zdrojovy
material (nezralé $isky) uchovavat pri 4 °C. Vylu$téna nezrald semena se sterilizuji
v 1% roztoku NaClO (Savo, Bochemie, a. s., CR). Extirpovand zygotickd embrya
se umisti na modifikované médium E s obsahem makroelementti, mikroelementt
a vitamin@i podle GupTY a DURZANA (1986), viz tabulka 1. Zivné médium je kom-
pletovano kasein hydrolyzatem v koncentraci 400 mg.l", sacharézou v koncentraci
20 g.I", fytohormony a diaminem o doporucenych davkach:

BAP (6-benzylaminopurin) 0,5 mg.l"*

kinetin 0,5 mg.I"!

2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctva kyselina) 1,0 mg.I"
putrescin 1,5 g.I!



Pro zpevnéni se do média pridava gelrit 2 g.I"' (Sigma — Aldrich), pH média se upra-
vuje na 5,8. Zivna média se sterilizuji autoklavovanim pii 120 °C a tlaku 150 kPa
po dobu 20 minut. Kultivace ma probihat v klimatizovanych podminkach ve tmé,
pti teploté 22 °C. Odvozené rostouci embryogenni linie se eviduji a pasazuji kazdé
4 tydny na cerstvé médium stejného slozeni za icelem namnozeni embryogennich
kultur.

2. Indukce proliferace, diferenciace a maturace embryonalnich pletiv

Za ticelem navozeni diferenciace sméfujici k maturaci, tj. ziskdni zralych somatic-
kych embryi, se embryogenni kultury prendseji na matura¢ni médium E (stejné
slozenf jako inicia¢ni médium, viz tab. 1), ve kterém se cytokininy a auxin nahrazuji

Tab. 1: Slozeni modifikovaného zivného média E (Gupta, Durzan 1982)

Médium E mg I
KNO, 2 340
NH,NO, 225
CaCl,.2H,0 220
MgSO,.7H,0 185
KH,PO, 85
Na,EDTA 18,6
FeSO,.7H,0 13,9
H.,BO, 3.1
MnSO,.H,0 11,2
ZnS0,.7H,0 4,3
KJ 0,4
Na,MoO,.2H,0 0,1
CuS80,.5H,0 0,01
CoCl,.6H,0 0,01
Myo - Inositol 1000
Thiamin 1,0
Pyridoxin 0,5
Nicotinic acid 0,5
Glycin 2,0
L - glutamin 400




kyselinou abscisovou v koncentraci 8 mg.1" a pro stabilizaci osmotickych pomérti se
pridava 20 g.I'! polyetylenglykolu. Roztok kyseliny abscisové je tieba vysterilizovat
filtraci pfes membrdanovy filtr 0,1 um (napt. Anotop 10 Plus, Whatman) a pridat
k médiu az po jeho sterilizaci autoklavovanim. Embryogenni kultury se udrzuji ve
stejnych podminkach (ve tmé) jako pfi predchozich fazich somatické embryoge-
neze (viz 1.). Po 14 dnech se doporucuje presadit embryogenni masu na cerstvé
médium stejného slozeni. Za 5 - 6 tydnu se kultury presadi na stejné E médium,
ve kterém se kyselina abscisova nahrazuje 0,1 mg.l" kyselinou indolyl-3-maselnou
(viz obr.). Kultivace v této fazi probihd pfi 16hodinové fotoperiodé, s osvétlenim
o intenzité 30 pmol.m™.s" a pfi teploté 24 °C.

3. Konverze somatického embrya v kompletni rostlinu

Embryogenni kultury s vyvinutymi somatickymi embryi ve stadiu torpéda se kul-
tivuji 10 dni ve tmé a pfi teploté 4 °C. Nasledné se somatickda embrya oddéli od
embryogenniho suspenzorového pletiva a premisti do otevfenych Petriho misek
na filtraéni papir navlhcéeny sterilni destilovanou vodou a vlozi do exsikatoru. Ves-
kerou manipulaci s embryi je nutné provadét ve sterilnich boxech. Exsikatory se

Obr. Somatickd embrya po kultivaci na maturaénim médiu
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umisti do klimatizované mistnosti (22 °C a 16hodinova fotoperioda). Desikace pro-
bihd 10 dni v pritomnosti nasyceného roztoku hydrofosfore¢nanu sodného (95%
relativni vlhkost). Pro vykliceni se embrya pfemisti do vysterilizovaného jemného
perlitu navlhceného roztokem média E (polovi¢ni koncentrace) s koncentraci IBA
0,1 mg.l" a koncentraci sacharézy 30 g.I"'. Vyklicena embrya se presazuji do raseli-
nového substratu k dopéstovani.

SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost postupu spocivé v aplikaci optimalizované somatické embryogeneze, ktera
pro zvy$eni u¢innosti reprodukce smrku ztepilého vyuzivd diamin putrescin. Jde
o nizkomolekularni polykation, ktery se ucastni regula¢nich pochodil v pribéhu
buné¢né diferenciace, morfogeneze a pti konverzi somatickych embryi (MINOCHA
et al. 1999, MINOCHA et al. 2004, SILVEIRA et al. 2004).

POPIS UPLATNENI METODIKY

Somaticka (asexudlni, adventivni) embryogeneze je velmi perspektivni metoda
pro klonové mnozeni jehli¢nant vyuzitelna i pro genetické manipulace. Umoziu-
je jednak uchovavani a reprodukei cennych genotypti ptivodnich populaci jehlic-
natych lesnich drevin, jednak ji lze vyuzit ve slechténi. Lesni dfeviny, pro néz je
charakteristicka dlouhovékost, se vyznacuji pozdnim nastupem plodnosti, coz je
hlavni dtvod, pro¢ jsou klasické metody $lechténi pomalé. Pro urychleni slechti-
telskych postupii se v podstaté jako jedind moznost nabizi vyuziti metod genetic-
kého inzenyrstvi. Ziskdni vhodnych genotypi geneticky modifikovanych dfevin by
v blizké budoucnosti mohlo vyrazné prispét predev$im ke snizeni zatéze Zivotni-
ho prostredi. Geneticky ustavena rezistence vii¢i mikrobialnim patogentiim, hmy-
zim a dal$im $ktidciim by podstatné omezila aplikaci pesticidt a insekticidd, které
se zafazuji do potravnich fetézil, a tak negativné ovliviiuji rovnovahu biocendzy.
Navic se predpoklada, ze v pristich desetiletich silné vzroste poptavka po lesnich
drevinach, a to nejen pro potfeby pramyslu (vyroba papiru a celulézy, vyroba na-
bytku, apod.), ale i pro ekologické pozadavky (znovuzalesniovani a pro prelesnovani
soucasnych monokultur). Nadéjné je rovnéz vyuziti genetickych manipulaci pro
upravy morfologie stromu a jejich ¢asti, zmény dormance (MCAFFEE et al. 1993,
TUOMINEN et al. 1995, FLADUNG et al. 1997) a zvyseni kvality dfevni hmoty (pro
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prehled WHETTEN et al. 1998, DWIVEDI et al. 1994, FEUILLET et al. 1995, MAacKAY
et al. 1997). Genetické inzenyrstvi rovnéz umoznuje ziskat vysoké pocty vyslechté-
nych, rychle rostoucich stromi se zkracenou vegeta¢ni dobou a s vysokym stupném
schopnosti pfimo vézat vzdu$ny dusik a zlep$enymi fytoremedia¢nimi vlastnostmi
(StomP 1994). Ocekava se rovnéz vyslechténi odriid, které se budou vhodné pii-
zpusobovat extrémnim zménam prostiedi (véetné jeho znecisténi) a dokonce pod-
minkam v jinych klimatickych pasmech.

DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano: vyzkumnymi projekty Narodni agentu-
ry pro zemédélsky vyzkum MZe projekty ¢. QH 82303 a ¢. QH71290.
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OF VALUABLE GENOTYPES OF NORWAY SPRUCE
(PICEA ABIES (L.) KarsT.)

Summary

Somatic embryogenesis represents a perspective method for reproduction of rare or
bred plant genotypes. Process of somatic embryogenesis can be divided according to
the development of embryonic tissues into three stages: induction of embryogenic
processes in the plant tissues, induction of proliferation, differentiation and
maturation of embryonic tissues, and conversion of somatic embryo into complete
plant. For induction of embryonic lineages from immature zygotic embryos the
medium E with BAP 6-benzylaminopurine 0.5 mg.1*, kinetin 0.5 mg.1*, 2.4-D (2.4-
dichlorphenoxyacetic acid) 1.0 mg.l?, putrescine 1.5 g.I* was approved (GUPTA,
Durzan 1986). Then the cultures are transferred onto maturation medium E
with the same composition of ingredients but in which instead of cytokinins and
auxin the abscisid acid - 8 mg.I" - was used, and for osmotic stability the 20 g.I*
of polyethylenglycol was added. Embryogenic cultures with developed somatic
embryos in torpedo stage are cultured 10 days at 4 °C in the dark. Desiccation
could be proceeded for 10 days by means of saturated NaHPO, solution (95% of
relative humidity). Desiccating vessels with cultures are placed into air-conditioned
room (22 °C, 16h photoperiod). For germination, the embryos are transferred into
sterilized fine perlite moistened by E medium diluted 1 : 2 by distilled water with
IBA 0.1 mg . I''and saccharose 30 g . 1. Germinated embryos could be transferred
into peat substrate for further growing.
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