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ABSTRACT

In our experiments, we studied growth and development of early somatic embryos (ESEs)
cultures of Norway spruce (Picea abies). The growth of ESEs is influenced by sub-
cultivation. It was ascertained by image analyse method that increase of SRSE area is
dependent on initial size of sub-cultivated part of original ESEs and on spatial orientation of
embryos. In the concrete area of ESEs less increased if the spatial orientation was not kept
original. Orientation influence on ESEs growth increased together with the age of culture. On
the basis of the mentioned results, embryos viability in individual ESEs parts was determined
by double staining using fluorescein diacetate and propidium iodide. Embryos viability was
higher in outer parts of the cluster then in inner parts of cluster. The embryos obtained from
different cluster parts were sub-cultivated and their subsequent growth was monitored.
Increase of ESEs clusters area sub-cultivated from outer cluster parts was higher in
comparison with area increase of ESEs clusters from inner cluster parts. That is why
differentiation of Norway spruce early somatic embryos culture was confirmed.
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ABSTRAKT

V nasem experimentu jsme studovali riist a vyvoj explantidtové kultury ranych somatickych
embryi smrku ztepilého (Picea abies), ktera vytvati shluky. Riist shlukli ranych somatickych
embryi (SRSE) je ovlivnén procesem pasazovani. Pomoci metody analyzy obrazu bylo

zjisténo, ze priristek plochy SRSE po pasazovani je zavisly na jeho pocatecni velikosti a také



na prostorové orientaci embryi. Pfi nedodrZeni pivodni orientace byl pfirtistek plochy SRSE
mensi. Se stafim kultury vliv orientace SRSE na jeho riist roste. Na zéklad€ tohoto zjiSténi
byla stanovena zivotnost embryi v jednotlivych c¢astech SRSE fluorescen¢nimi barvivy
fluoresceindiacetatem a propidium jodidem. Zivotnost embryi byla vyssi ve vnéjsich astech
shluku. Embrya z jednotlivych ¢asti shluku byla dale pasdzovana a byl sledovan jejich dalsi
rust. PfirGstek plochy SRSE pochézejicich z vnéjSich casti byl vétsi nez prirtistek SRSE
z vnitinich ¢asti. Byla potvrzena diferenciace embryogenni kultury ranych somatickych
embryi smrku ztepilého.

Klic¢ova slova: smrk ztepily, Picea abies, analyza obrazu, rané somatické embryo

UvVoD

Studium vlivu cizorodych latek (napt. téZkych kovii) na smrk ztepily (Picea abies /L./
Karst.) je v pfirozenych podminkdch velmi ndro¢né, proto se hledaji moznosti, jak tento
vyzkum co nejvice zjednodusit. Jednou z moznosti, které se v posledni dob¢ stile castéji
vyuziva, je studium explantatovych kultur ranych somatickych embryi smrku ztepilého [15].
Zakladem embrya u somatické embryogeneze jsou buniky somatické. Byla prokdzana znacna
podobnost mezi vyvojem a strukturou ranych somatickych embryi a ranych zygotickych
embryi, proto je mozné pouzit somaticka embrya jako odvozenou modelovou kulturu, u které
se daji predpokladat podobné fyziologické odpovédi jako je tomu u zygotické embryogeneze
[7,10,24].

Explantatové kultury rostlin vznikaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za
definovanych experimentalnich podminek, spocivaji tedy v oddéleni urcité Casti ze sterilné
napéstované nebo povrchové sterilizované rostliny a umisténi této casti rostliny do sterilniho
prostfedi, kde se kultivuje. Pro odvozeni explantatové kultury je vhodné jakékoliv rostlinné
pletivo, nebot’ vSechny bunky v rostlinném organismu jsou totipotentni. Riist a vyvoj
explantatovych kultur ovliviiuji kultivaéni podminky (rstové médium, svételny rezim,
teplota atd.), kter¢ mohou stimulovat a wurychlovat pribéh morfogenniho procesu
(organogenezi, somatickou embryogenezi, somatickou polyembryogenezi, pylovou
embryogenezi ¢i androgenezi).

Pii somatické embryogenezi vznikaji embrya ze somatickych bun¢k. Charakteristické
rysy vzniku ranych somatickych embryi u jehli¢nant byly popsany mnoha autory [5-11].
Jadro tubularni bunky (megakaryocyt) se rozdéli na dv€ jadra; prvni postupuje k polu a druhé
se stava apoptotické a je eliminovano [9,10]. Prvni jadro se nasledné nékolikrat déli a vznikaji

tak embryonalni buiiky vytvarejici rané somatické embryo (Obr. 1A). Rana somatickd embrya



smrku (RSE) se sklddaji z embryondlni skupiny, embryondlnich tubuldarnich bunck
a embryonalniho suspenzoru (Obr. 1A,B).

Obr. 1: (A) Schéma vzniku somatickych embryi u smrku; z piivodniho jadra tubularni bunky
(megakaryocytu) se vytvari rané somatické embryo s embryonalni skupinou (a),
embryonalnimi tubularnimi bunkami (b) a embryondalnim suspensorem (c).

(B) Mikroskopicky snimek raného somatického embrya smrku ztepilého, klon 2/32
(Mikroskop Olympus AX 70);, embryonalni skupina (a), embryondlni tubularni
bunky (b), embryonalni suspensor (c); usecka: 250 um.

Buiikky embryonalni skupiny se stale dé€li a jejich prodluZzovanim na distalnim konci
vznikaji tubuldrni buiniky, z nichZz vznikd embryondlni suspenzor, jehoz bunky jsou
uvolnovany do média [2,5]. Dochéazi tak k neustalému odd€lovani novych tubularnich
a suspenzorovych bun€¢k smérem od embryondlni skupiny a tvoii se shluky ranych
somatickych embryi (SRSE), jak je ukdzédno na Obr. 2a,b,c. Shluky ranych somatickych
embryi jsou kultivovany v Petriho misce na kultivaénim médiu. Pfi pasazi jsou odebirany
¢asti shlukid s vyvinutymi skupinami embryondlnich bun¢k o hmotnosti cca 2,5 — 5,0 mg

a jsou prenaSeny na novou Petriho misku s médiem (Obr. 2d).



Obr. 2: Shluky ranych somatickych embryi (SRSE); klon 2/32, po dvoutydenni
kultivaci in nature, fotografie z riizného uhlu (Fotoaparat Olympus Digital
Camera C-4040 ZOOM); 0° (a), 45° (b), 90° (c); Petriho miska se SRSE
napasazovanymi na kultivacnim médiu (d).

Mezi nejcasteji vyuzivané metody pro stanoveni rustu rostlinnych kultur je vazeni
cerstvé hmotnosti kultury nebo pocitani bun¢k. V ptipadé kultur ranych somatickych embryi
smrku je vhodné vyuzit metody analyzy obrazu (IA - image analysis). IA je vhodnym
nastrojem ke sledovani rastu SRSE smrku v podminkdch in vitro. Pfi experimentu
probihajicim v Case nemusime zasahovat (odbér vzorki) do kultivovaného biologického
materialu, cemuz pii vazeni nelze zabranit. Gravimetrickd metoda (vdZeni) umoziuje pouze
pozorovani na zacatku a na konci experimentu, nebot’ pii vazeni dochazi k mechanickému
poskozeni struktury SRSE a tim ke zpomaleni jejich ristu. K vlastni analyze obrazu je
vyuzivana CCD-kamera (charge-coupled device) a pocitacové programy GRAB-IT a Image-
Pro. Analyza obrazu je metodou, u které Ize sledovat rist i u zna¢né heterogennich struktur
SRSE bez zasahu do rostouci kultury [16,18].

Pro stanoveni zivotnosti bunék se vyuziva tzv. ,test dvojitého barveni, zalozeny na
selektivni permeabilit¢ cytoplazmatické membrany, a dale aktivita intracelularnich estaras.
Esterasy katalyzuji hydrolytické stépeni molekul jednoduchych esterii obsahujicich alkoholy
s kratkym uhlikatym fetézcem [4]. Diky své souvislosti s buné¢nym metabolizmem slouzi
esterasy jako marker Zivotaschopnosti (viability) bun¢k [12,22,23]. N&které prace ukazaly, ze
aktivita intracelularnich esteras bunécné suspenze je ptimo imérnéd poctu zivych bunek [20].
Vyuziti aktivity intracelularnich esteras je vhodnym néstrojem pro stanoveni zivotnosti kultur
ovlivnénych tézkymi kovy, na které se zamétuji dalsi naSe prace [1,17,21]. Krom¢ jiz

zminénych metod bylo vyuzito barveni shluka 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridem (TTC).



Cilem prace byla optimalizace prace s kulturami ranych somatickych embryi smrku
ztepilého. Predevsim bylo zapotiebi optimalizovat zplisob udrzovani kultury (pasaZovani),
ktery ma zéasadni vliv na dalsi rGst kultury. Déle byla navozena otdzka, zda jsou rana
somatickd embrya smrku ztepilého kultivovanad v podminkach in vitro schopna organizace
a tvorby struktur, které nemaji v pfirozenych podminkéach obdoby. Pfi studiu tvorby struktur
SRSE jsme vyuZzily nuklearni magnetickou resonanci (NMR).

Princip nuklearni magnetické rezonance vychéazi z poznatki kvantové mechaniky.
Dtlezitou roli zde hraje spin, vnitfni stupeil volnosti dané castice. NMR vyuziva
magnetickych vlastnosti jader n€kterych atomt, ptesnéji atomu, jejichz jadra maji spinové
kvantové Cislo I = 1 (Castice s polovi¢nim spinem oznacujeme jako fermiony a vztahuje se na
né¢ Fermiho-Diracova statistika). Vyznamné jsou piedev§im jadra vodiku, nebot’ vodik je
obsazeny ve vodé. Jadrem vodiku je proton, ktery ma polovi¢ni spin. Diky tomu ma i jaderny
magneticky moment. Zaptusobime-li na jadra vodiku silnym magnetickym polem, dochazi
k excitaci jeho jader. Ponékud zjednoduSené si to mizeme piedstavit tak, Ze se spin ,,srovna
se do jednoho sméru“. Kdyz do ,srovnanych jader” nasledné¢ vySleme razantni
radiofrekvencni impuls, vychyli se jadra s riiznou intenzitou, ale po urcité chvili se s riznou
rychlosti opét znovu sefadi do jednoho sméru. Navrat do rovnovazného stavu se popisuje jako
tzv. FID (free induction decay, volné¢ doznivani indukce). Pravé pomoci FID lze zachytit
1 velice jemnou odpoveéd bunécénych struktur. Tato elektromagnetickd ozvéna je nasledné
pocitatem zpracovana do digitdlntho formatu, ktery diky specidlnimu grafickému
softwarovému vybaveni umoznuje vytvofit piesny obraz struktury. Praktické vyuziti v mnoha
biologickych disciplinam umoznila metoda NMR zobrazovani (MR imaging, zkracené téz

MRI) [3].

MATERIAL A METODY
Rostlinny material

Pti experimentech byla vyuzita kultura ranych somatickych embryi smrku ztepilého
(Picea abies /L./ Karst.), klon 2/32 (horsky ekotyp, Beskydy). Kultura byla odvozena na
ustavu botaniky a fyziologie rostlin AF MZLU v B¢ dle postupu [5,11] ze zygotickych
embryi.

Kultivaé¢ni médium
Vsechny vySe uvedené kultury byly dlouhodobé kultivovany na kultivacnim médiu

LP/2 [2], které bylo modifikovano 9 uM 2.4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a 4,4 uM



benzylaminopurinem [10]. Anorganické i organické slozky média byly rozpustény
v deionizované destilované vodé, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7 — 5,8 pomoci KOH/HCI
(pH metr Schott CG 842). Nasledn¢ byla anorganickd cast média sterilizovana pii teploté
121°C a tlaku 100 kPa po dobu 30 minut (Tuttnauer 3870 EA); organicka cast byla
sterilizovdna membranovou filtraci (Whatman Puradisc 25 AS 0,2 pum). Embrya byla
kultivovéna ve sterilnich sklenénych Petriho miskach (pramér 90 mm, 30 ml LP/2 média). Na
jednu misku pfipadlo vzdy 10 SRSE. SRSE byla pasdzovana pod mikroskopem (PZO,
Poland) po 14 dnech za striktné sterilnich podminek (flow box Galaire HF 36). Pfi pasazi byly
z hornich partii SRSE odebirany c¢asti s vyvinutymi skupinami embryonalnich bunék
o hmotnosti ptiblizné¢ 2,5 — 5,0 mg a pienaSeny na novou Petriho misku s LP/2 médiem.

SRSE byly kultivovany ve tmé pfi teploté 23 + 2 °C.

Riistové analyzy
ViZeni SRSE
Riist SRSE byl zjistén vazenim, které bylo provadéno ve flow-boxu (Galaire HF 36)

na analytickych vahach (Denver Instrument APX-153). SRSE byly velmi opatrné o¢istény od
média pomoci fosfatového pufru (pH 7.0).

Analyza obrazu SRSE

Pro zjisténi plochy SRSE byla nutna digitalizace obrazu kazdé Petriho misky.
Digitalizace byla provaddéna kamerou CCD Sony (UPV-GDS 8 000). Pro vyhodnoceni
jednotlivych ploch byl vyuzit program IMAGE — PRO®.

Stanoveni zZivotnosti bunék

Test dvojitého barveni

Pro sledovani Zivotnosti bunék bylo vyuzito barveni bunééné suspenze
fluorescencnimi barvivy — propidium jodidem (PI) a fluoresceindiacetatem (FDA). Barvivo
propidium jodid bylo propousténo pies cytoplazmatickou membranu dovnitf builky
a zpusobovalo ve fluorescencnim mikroskopu v piipadé¢ mrtvé buiiky Cervené fluorescencni
zbarveni. Fluoresceindiacetat byl v zivych buinkach $tépen na octan a fluorescein, ktery
vydaval zelené fluorescencni zbarveni.

Pii vlastnim barveni byla odebrana ¢ast shluku ranych somatickych embryi (podobné

jako u pasaze) a byla vytvotena suspenze s 37 pul destilované vody, 10 ul propidium jodidu



a 3 ul fluoresceindiacetatu [9]. Po péti minutach inkubace pii laboratorni teploté bylo mozné
ptipraveny mikroskopicky preparat sledovat pomoci inverzniho fluorescencniho mikroskopu
Olympus AX 70 pfi zvétSeni 4 x 10 a 10 x 10. Pro pozorovani bylo vyuzito filtru WU,
excitace pii vinové délce 330 — 385 nm. Pfi sledovéani preparati byla pofizena jejich
fotodokumentace digitalnim fotoaparatem Olympus Camedia C-4040 ZOOM.

Z takto ziskanych digitalnich obrazi bylo mozné pomoci metody analyzy obrazu (za
vyuziti programu Image—Pro Plus, verze 1.3, Sony) ziskat pfiblizné procentudlni zastoupeni

zeleng a Cervené zbarvenych ploch, vyjadiujicich ziva a mrtva embrya.

Stanoveni aktivity intraceluldarnich esteras

SRSE byly promyty extrakénim pufrem (50 mM fosfat, pH 8,7) a byly uchovavany pii
teploté —20 °C. Po rozmrazeni byly doplnény na objem 1 ml extrakénim pufrem (250 mM
fosfat, pH 8,7 + 1 mM DTT - dithiothreitol) a desintegrovany ve sklenéném pistovém
homogenizatoru (Kavalier, Ceskd Republika) ulozeném v ledové lazni. Homogenat byl
centrifugovan (10 000 g, 15 min, 4 °C, centrifuga MR 22, Jouan, USA). Alikvot supernatantu
byl pfidan do reakéni smési obsahujici fosfatovy pufr (1 M, pH 8,7) a 10 uM FDA, jehoz
zasobni roztok v bezvodém acetonu byl uchovavan v dobfe uzavienych nadobkach pii —
20 °C. Po 15 minutové inkubaci v termostatu (suchy blok, Major science, Taiwan) pii 45 °C
byla zmétena fluorescence (RF-551, Shimadzu Scientific Instruments Inc., USA) — excitace
490 nm / emise 514 nm. Aktivita esteras v IU (jedna mezinarodni jednotka uvolni pfi vySe
uvedenych podminkach 1 umol fluoresceinu za minutu) byla pfepocitana na absolutni

hodnoty.

Barveni 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridem

Déle byla zjisténa zivotnost SRSE barvenim 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridem
(TTC). Barveni TTC patii mezi metody, které vyuzivaji barevnych reakci vyvolanych procesy
probihajicimi v Zivych bunkéch (oxidacné-redukéni reakce pii dychani). V zivych buiikach
dochdzi ke tvorbé cervenych nerozpustnych derivath tetrazolia [13]. Pfi barveni byly SRSE
inkubovany v bezbarvém 1% roztoku TTC po dobu 24 hodin. TTC byl nasan zivymi bunikami
a byl oxidativnimi enzymy redukovan na Cerveny formazan [19]. Mrtvé buiky zlstaly po
inkubaci s TTC bezbarvé. Inkubace probihala ve tmé pti laboratorni teploté. Po 24 hodinach
inkubace byl SRSE pozorovan mikroskopem Olympus (SZH 10) a pomoci digitalniho
fotoaparatu Olympus Digital Camera C-4040 ZOOM byla potizena fotodokumentace.



Nuklearni magneticka resonance

Experimenty byly provadény na piistroji MRI system vybavenym 4,7 T magnetem
s horizontalnim otvorem o praméru 20 cm, ktery operoval p¥i 200 MHz pro 'H.

S vyuzitim MRI byly snimény obrazy vazené koncentraci jader 'H. Ve zvoleném
mist¢ vzorku byla excitovana 2 mm tloustka fezu a sniméan obraz o velikosti 30 x 30 mm (256
X 256 pixels) s rozlisenim 0.117 mm/pixel. Méfené shluky byly kultivovany v plastikovych
Petriho miskach o priiméru 50 mm. Pro zobrazeni byla pouzita klasicka spin echo technika
s echo ¢asem TE = 13.5 ms, opakovaci periodou TR = 3.8 s a MR signal byl 2x akumulovan.

Data byla vyhodnocena programem Marevisi.

Svételna mikroskopie SRSE

SRSE byly velmi opatrné roziedény v destilované vodé a nakapnuty na podloZni
sklicko. Mikroskopicky preparat byl pozorovan pfistrojem Olympus (AX 70) pfi zvétSeni
10krat.

Digitalni fotografie SRSE
SRSE byly fotografovany z rizného uhlu pfimo na LP/2 médiu pomoci digitalniho
fotoaparatu Olympus Digital Camera C-4040 ZOOM.

Statistické metody

Pro statistické hodnoceni bylo vyuzivano tabulkového procesoru Excel (Microsoft).

VYSLEDKY A DISKUSE
Morfologie RSE a SRSE

SRSE smrku jsou kultivovany na LP/2 médiu po dobu 14 dni ve tmé. Pomoci
svételného mikroskopu byla pozorovana jejich morfologie. RSE se skladaji z embryonalni
skupiny, embryondlnich tubularnich bunék a embryonélniho suspenzoru (Obr. 1B). Bunky
embryonalni skupiny se stale déli a jejich prodluzovanim na distalnim konci vznikaji
tubularni buniky, z nichz vznikd embryonalni suspenzor, jehoz bunky jsou uvoliiovany do
média. Neustalym oddélovanim novych tubuldrnich a suspenzorovych bunék RSE smérem od
embryonalni skupiny se tvoii SRSE. Na Obr. 2a,b,c je ukdzdn SRSE pfi jeho snimani

z riiznych uhld. Jak je z obrazku dobte patrné, nejvhodnéjsim se zda byt tthel 90°, u kterého je



prostorova struktura SRSE velmi dobfe pozorovatelna. Prostorova struktura jednotlivych

SRSE byla sledovana pomoci digitalniho fotoaparatu Olympus 4040 Zoom.

Subkultivace SRSE

Subkultivaci nazyvame dobu, po kterou jsou shluky umistény na stejném kultivacnim
médiu. Po této dobé nasleduje pasdzovani na Cerstvé kultivaéni médium. Pasazovat je nutné
v exponencialni fazi rastu kultury. Jiz predchozi pokusy [15] potvrdili, Ze je velmi dilezité
dodrzovat u vSech SRSE, kultivovanych na kultivaénim médiu v Petriho miskach, stejnou
pocatec¢ni velikost shluku pti pasazovani, nebot’ pfi riznych pocatecnich velikostech SRSE, je
ptirGstek plochy SRSE rlzny, a to v zéavislosti na dobé kultivace. S rostouci pocatecni
velikosti pasazovaného SRSE klesa jeho primérny pfirtstek. Pti pfili§ malych pocatecnich

velikostech (cca 5 mm? a mensich) piiristek SRSE rovnéz klesa (Obr. 3A).

Riistové krivky kultury RSE

Nejprve jsme stanovili zakladni ristové parametry studované kultury. Rustové kiivky
byly ziskany gravimetrickou metodou (vazenim) a metodou analyzy obrazu (IA), kterd je pro
kulturu RSE smrku ztepilého nejvhodnéjsi [16,18]. Ziskali jsme rhstové kiivky vyjadiené
pomoci zavislosti priristku hmotnosti (plochy) SRSE na dob¢ kultivace. Doba kultivace byla

shodna s délkou subkultivace (Obr. 3B).
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Obr. 3: (A) Zavislost prirustku SRSE na jejich pocatecni velikosti; priumérnou pocdatecni
velikost SRSE zndzornuje osa x;, mereno v3, 6 a 9 dnech;, chybova usecka
vyznacuje stredni chybu.

(B) Rustova krivka; 14 dnu kultivace, hodnoty vyjadruji prumeér ze 40 SRSE; chybova
usecka vyznacuje stiedni chybu.



Analyza obrazu

Pii zjiStovani plochy SRSE byly obrazy jednotlivych Petriho misek digitalizovany
pomoci CCD-kamery. Petriho miska s SRSE byla nejprve umisténa pod objektiv kamery a
osvétlena zafivkami ze spodu a dvou stran. Pro kalibraci digitalizovaného obrazu pomoci
programu IMAGE-PRO PLUS bylo nutné¢ nasnimat vhodné métitko. Samotné digitalizace
byla fizena PC prostfednictvim programu GRAB-IT. Pro ziskani kvalitniho obrazu bylo
nezbytné nastavit vhodnou expozici a rozliSeni kritického detailu (misto nejostiejSiho vidéni
predmétu). Ziskany digitalizovany obraz byl uloZzen do vytvofené slozky paméti pocitace.
Metoda umoznila velmi rychle a snadno vypocitat plochu vSech digitalizovanych SRSE pfi
jejich automatickém nacteni v programu. Pfi konstantnim nastaveni metody bylo mozné
studovat pouze zmény plochy SRSE v case. Pokud byly SRSE velmi malé velikosti (do 10
mm?) bylo potieba kazdé digitalizované SRSE v programu ruén& oznaéit, protoZe automatické
nacteni vyrazné zvysilo chybu stanoveni (vice nez 15%). Cely postup zjistovani ploch
jednotlivych SRSE je shrnut na Obr. 4. Pii vypoctu ptirtistku SRSE jsme vychazeli z pavodni
velikosti. Vysledny pfiriistek predstavuje procento, o kolik se dany SRSE po dobu kultivace
zvetsil. Pro vypocet byla vyuzita nésledujici rovnice:

Pp=((In/lo)—1). 100 [%], kde

Pp = pfirastek SRSE vyjadfeny v procentech,
In = plocha SRSE po n dnech kultivace [mm?],
Io = plocha SRSE na zaéétkg kultivace [mm?].

Zjisténé plochy jednotlivych
SRSE v zadanych jednotkach




Obr. 4: Schéma analyzy obrazu SRSE; Petriho miska se shluky ranych somatickych embryi (a),
digitalizace obrazu Petriho misky pomoci CCD-kamery (b) a programu Grab-IT (c),
zjisteni plochy shluku pomoci programu Image-Pro (d),
zjistené vysledky jsou dale zpracovany v programu MS Excel (e).

Struktura SRSE
Studium redoxni aktivity SRSE

Pro studium vnitini struktury SRSE bylo nutné nechat shluky kultivovat po delsi dobu.
Pti delsi kultivaci tvofi shluky odlisné oblasti na povrchu a uvnitt shluku (Obr. 5A). Tyto
oblasti byly rozliSeny na zaklad¢ testu zivotnosti, kdy byl osmitydenni SRSE obarven 2,3,5-
triphenyl-tetrazolium-chloridem (TTC). Vnégjsi ¢ast shluku se po aplikaci TTC obarvila

cervené, vnitini Cast zastala bezbarva (oxidacné-redukeni reakce pii dychani) (Obr. 5B).

b - vnitfni ¢ast
A

Obr. 5: (A) Zndzorneéni struktury SRSE.
(B) Stanoveni Zivotnosti 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridem (TTC); &8 tydnii
kultivace; pohled z vrchni casti (1) pohled zespodu (2); vnéjsi c¢ast SRSE (a),
vnitini cast SRSE. (b).

Urceni Zivotnosti dvojitym barveni FDA/PI a stanovenim esterdzové aktivity

Pro ziskani vice informaci o Zivotnosti RSE z jednotlivych ¢asti shluku byly shluky
kultivovany po dobu Sesti tydnt, s pasaZemi po dvou tydnech, a byly poté rozdéleny na Sest
casti (Obr. 6A). U RSE z jednotlivych ¢asti byla stanovena zivotnost pomoci flourescenc¢nich
barviv - fluorescein diacetatu (FDA) a propidium jodidu (PI). RSE z vnitinich ¢asti shluku se
velmi Spatné barvila, velka ¢ast z nich zlstala neobarvena, coz bylo pravdépodobné
zpisobeno produkei latek zabranujicich vstupu fluorescencnich barviv dovnité builky. Ze
ziskanych snimkd bylo mozné pomoci metody analyzy obrazu (za vyuziti programu Image—
Pro Plus, verze 1.3, Sony) ziskat pfiblizné procentualni zastoupeni zelené¢ a Cervené
zbarvenych ploch, vyjadiujicich ziva a mrtvd embrya (Obr. 6B). RSE z vnéjsich ¢asti shluku

mély zivotnost témér stejnou jako je obvyklé u shlukt starych 14 dni. Diky pasazim, které



byly provadény kazdych 14 dni, byla tedy Zivotnost vné&jSich casti Sestitydennich shluku
podobna jako u shluki starych dva tydny. Zmény Zivotnosti RSE odebranych z vnéjSich ¢asti
shluku stanovené metodou ,,dvojitého barveni (FDA/PI) a esterazovou aktivitou v zavislosti

na délce kultivace znazornuji Obr. 6C a Obr. 6D.
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Obr. 6: (A) Schéma rozdeleni SRSE; 6 tydnii kultivace.

(B) Stanoveni Zivotnosti RSE pomoci IA; RSE (~1 mg) pochdzela ze shluku
rozdeleného na Sest casti; z digitalniho obrazu z fluorescencniho mikroskopu
Olympus AX 70 (zvétseni 10 x 10) bylo pomoci IA ziskano zastoupeni zelenych
ploch (Zivych embryi), ty byly programem Microsoft Excel prepocitany na
procenta vyjadrujici Zivotnost RSE.

(C) Stanoveni zZivotnosti RSE v zavislosti na délce kultivace; 6 tydnii kultivace.

(D) Esterazova aktivita RSE v zavislosti na délce kultivace; 6 tydnu kultivace.

Schopnost riustu ESE odebranych 7 riiznych casti SRSE

Abychom zjistili Zivotaschopnost RSE, byla embrya odebranad z jednotlivych casti
Sestitydenniho shluku (6 ¢asti, stejné jako u testu zivotnosti) pfemisténa na Cerstvé kultivacni
médium a byla kultivovana po dobu Sesti tydnl, s pasdzemi po dvou tydnech. Cilem
experimentu bylo sledovani pfiristkii plochy shluki (pomoci metody analyzy obrazu) z
jednotlivych ¢&asti Sestitydenniho shluku. Nejvétsi rozdily mezi jednotlivymi ¢astmi byly

zaznamenany v prvnich 14 dnech kultivace. Vnégjsi ¢asti mély ptirtstek o 59,4 % vétsi, nez



byl ptirastek vnitinich ¢asti. Pfi dalSich pasazich se rozdily mezi vnéjSimi a vnitfnimi ¢astmi
zmenSuji. Po Ctyfech tydnech kultivace byl rozdil obou ¢asti 31,2 %, po Sesti tydnech
kultivace jiz jen 6,5 %. Nejvetsi rozdily byly mezi casti ve stiedu shluku a castmi
povrchovymi, kde rozdil v pfirtistku byl po prvnich dvou tydnech az 254,8 %, po Ctyfech
tydnech 36,6 % a po Sesti tydnech uz jen 30,1 % (Obr. 7A). Z namé&fenych udaji vyplyva, ze
¢im blize se pasdzovand embrya nachdzi uvniti shluku (centripetalné ke sttedu shluku), tim
pomaleji po pasazi pfirdstaji a tim del§i dobu trvé, nez se jejich rychlost riistu dostane na
obvyklou uroven. Z vysledku lze konstatoval, Zze embrya ze vSech ¢asti Sestitydenniho jsou
schopna pokracovat v dal§im vyvoji, pfestoze se vSechny zivé bunky embryi ze spodnich ¢asti
shluku pii zjisStovani Zivotnosti pomoci testu ,,dvojit¢ho barveni” neobarvily flourescencnimi

barvivy. Byla ovSem potvrzena teorie, ze jsou RSE ve shluku organizovand, pfinejmensim se

wewr

Vliv staii na SRSE riist
Snazili jsme se zjistit, jak staré musi byt shluky, aby jiz nedoslo k obnoveni rtstu. Pti

V4

studiu oxidaéné-redukéni reakce pii dychani pomoci TTC bylo zjisténo, ze se vnitini Cast
osmitydenniho shluku neobarvila, tzn. ze bunky embryi z vnitini ¢asti shluku byly jiz mrtvé.
Byl tedy proveden podobny pokus jako u Sestitydenniho shluku, kdy byl shluk vypreparovan
na Sest Casti. Byl sledovan rozdil v pfirtstcich plochy casti ve stiedu shluku a castmi
povrchovymi. Intervaly zvolené pro tento pokus byly 4, 8 a 12 dni (Obr. 7B). Po 12 dnech byl
ptirastek plochy vnéjsi ¢asti 86 %, coz opét odpovida ptirGstku plochy u dvoutydennich
shlukii. Naproti tomu byl pfirGstek plochy vnitini ¢asti po 12 dnech pouze 7,7 %. Byl tedy

potvrzen vysledek zivotnosti s TTC, vétSina bun€k embryi z wvnitini ¢asti pivodniho

osmitydenniho shluku byla mrtva a nebyla tedy schopna dalsiho ristu.
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Obr. 7: (A) Rust RSE z jednotlivych Casti shluku starého 6 tydmi; hodnoty vyjadiuji primeér ze 4 SRSE; chybova usecka
vyznacuje stiedni chybu.
(B) Ruist RSE z jednotlivych casti shluku starého 8 tydmii; hodnoty vyjadruji primeér ze 15 SRSE; chybova usecka
vyznacuje stredni chybu.



Studium SRSE pomoci nukledrni magnetické rezonance

Po zjisténi odlisnosti ve struktuie shluku byla nastolena otazka, jestli vnitini struktura
shluku nesouvisi s transportem latek z kultivacniho média do shluku. Pro zji$téni transportu
latek bylo vyuZito koncentrace jader 'H, ktera byla sledovana za pomoci metody NMR
(nuclear magnetic resonance). Zaroven byla u shlukil zjisténa hmotnost susiny. Na zakladé
znamého mnozstvi susiny v kultivaénim médiu, byla stanovena barevna stupnice, kterd nam
ukazuje mnozstvi susiny, a tim tedy i mnozstvi vody, v kazdé casti shluku. Mnozstvi vody v
jednotlivych ¢astech jsou ukdzéana graficky (Obr. 8). Pro zobrazeni byla pouzita klasicka spin
echo technika s echo ¢asem TE = 13.5 ms, opakovaci periodou TR = 3.8 s a MR signal byl 2x

akumulovan.
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Obr. 8:  (A) Mnozstvi vody ve SRSE zjisténé pomoci NMR; koncentrace jader 'H
koresponduje s mnozstvim vody ve SRSE.
(B) Mnozstvi susiny ve SRSE; hodnoty prepocteny porovnanim barevné stupnice
z obsahu susiny obsazené v kultivacnim médiu, doba kultivace 56 dni.

Z naméfenych udaji 1ze vysledovat, e ve vn&jsi &asti shluku je koncentrace jader 'H
v&tsi, nez ve vnitini asti. Jak bylo déle zjisténo, rozdil koncentraci jader 'H ve vngjsi a
vnitini ¢asti se s dobou kultivace spiSe zvétsuje. V prvnich Ctyfech tydnech se jevi shluk
RSE jako jednolity utvar, s dalsi dobou kultivace se rozdily v koncentracich jader 'H uvnitf
shluku zvyraznuji, a tak nelze jiz hovofit o jednolitém utvaru. Spolu s mnoZstvim koncentrace
jader "H se méni i vizualni vzhled embryi uvnité a na povrchu shluku; zatimco na povrchu

jsou RSE zietelné rozlisitelnd a embryonalni skupina je orientovana centrifugdlné, uvnitt



shluku se tvori tézko definovatelna hmota sloZzena z RSE a latek slizovitého charakteru, ktera
pravdépodobné zabraniuje proniknuti fluorescen¢nich barviv do RSE, a tim znemoZiiuje zjistit

zivotnost RSE za pomoci testu ,,dvojitého barveni”, jak jiz bylo uvedeno vyse.

Vliv prostorové orientace SRSE na jeho riist

Pomoci NMR bylo zjisténo, Ze obsah vody ve shluku neni ve vSech jeho ¢astech
stejny, to by mohlo znamenat, Ze uvnitf shluku existuji cesty pro transport zivnych latek z
kultiva¢niho média. Snazili jsme se zjistit, jaky vliv ma orientace shluku na kultivanim
médiu a jaky vliv bude mit zména prostorové orientace shluku na jeho rtst. Predpokladali
jsme, ze zména orientace bude mit vétsi vliv  u starSich shluka, nebot’ jiz budou pevnéji
vytvofeny transportni cesty pro pfesun zivnych latek. Pro experiment byly vyuzity shluky
staré¢ dva a Sest tydnl, polovina shlukll byla na Petriho misku umisténa stejné jako byla
kultivovana pied pokusem, druha polovina byla otocena o 180°. Rozdil v pfirtstku byl
zaznamenan jiz mezi dvou- a Sestitydennimi shluky, které¢ byly na kultiva¢ni médium
umistény stejné jako byly kultivovany pied pokusem. Dvoutydenni shluky mély ptirtstek
plochy primémé o 41,1 % vétsi nez shluky Sestitydenni. Tento rozdil je zptisoben riznym
vyvojovym stadiem, ve kterém se razn¢ staré shluky nachazeji. Shluky pasazované
z vyvojove starSich embryi rostou pomaleji nez shluky pasdzované z dva tydny starych
embryi. Cilem experimentu bylo hlavné sledovat rozdil mezi rizné orientovanymi shluky. V
ptipadé dvoutydennich shlukl byl rozdil mezi shluky umisténymi stejn€ a shluky otocenymi
vzhiiru nohama po 14 dnech 10,3 % (Obr. 9A), u Sestitydennich shluki byl rozdil 24,3 %
(Obr. 9B).
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Obr. 9: (4) Vliv prostorové orientace SRSE pri pasdZovani; 2 tydny staré shluky, hodnoty
vyjadruji prumeér ze 15 SRSE,; chybova usecka vyznacuje stredni chybu.
(B) Vliv prostorové orientace SRSE pri pasazovani; 6 tydnii staré shluky, hodnoty
vyjadruji prumér ze 4 SRSE,; chybova usecka vyznacuje stiedni chybu.



Z vysledki vyplyva, Ze je nutné pii pasazovani dbat nejen na dodrZeni stejné velikosti
SRSE, ale také na dodrzeni stejné prostorové orientace. U starSich shluki je vliv orientace na
rust veétsi. Z toho lze vyvozovat, ze u starSich shlukid jsou jiz pevnéji vytvotfeny transportni
cesty pro transport latek z kultivacniho média a jejich poruseni ma za nasledek zpomaleni

rustu shluku a nutnost vytvotfeni novych transportnich cest.

ZAVER

Cilem prace byla optimalizace prace s kulturami ranych somatickych embryi smrku
ztepilého. Z vysledkl vyplyva, ze je nutné pii pasdzovani dbat nejen na dodrzeni stejné
velikosti SRSE, ale také na dodrzeni stejné prostorové orientace. U starSich shluka je vliv
orientace na rust vétsi. Z toho lze vyvozovat, Ze u starSich shluki jsou jiz pevnéji vytvoreny
transportni cesty pro transport latek z kultivacniho média a jejich poruseni ma za nasledek
zpomaleni rdstu shluku a nutnost vytvofeni novych transportnich cest. Pfi zkoumani vlivu
pasazovani a délky kultivace na rast kultury jsme zjistili, Ze je kultura RSE smrku ztepilého

schopna se v podminkach in vitro organizovat do struktur, které jest¢ nebyly podrobné&;ji

popsany.

PODEKOVANI

Piispévek vznikl za podpory FRVS 180/2004 a 164/2004, IGA MZLU 3/2004, IGA FaF VFU
1G342012, GACR ¢&. 525/04/P132 a Narodniho vyzkumného centra LNOOAOS].

SEZNAM POUZITE LITERATURY

Adam V, Kizek R, Vacek J, Klejdus B, Trnkova L, Havel L, 2003: Analysis of cysteine, glutathione
and phytochelatins by high-performance liquid chromatography with electrochemical
detection. CHEMagazin, 16: 8-11.

Arnold S., 1987: Improved effeciency os somatic embryogenesis in mature embryos of Picea abies
(L.) Karst. Journal of Plant Physiology, 128: 233-234.

Bartusek K., Puczok V., 1993: An NMR multifid method for measurement of magnetic-field gradient.
Measurement Science & Technology, 4 (3): 357-361.

Bornscheuer U.T., 2002: Microbial carboxyl esterases: classification, properties and application in
biocatalysis. FEMS Microbiology Rewiews, 26 (1): 73-81.

Durzan D.J., Jokinen K., Guerra M.P., Santerre A., Chalupa V., Havel L., 1994: Latent diploid
partenogenesis and parthenote cleavage in egg-equivalents of norway spruce. International

Journal of Plant Sciences,155: 677-688.


http://www.journals.uchicago.edu/IJPS/home.html
http://www.journals.uchicago.edu/IJPS/home.html

Durzan D.J., 1996: Protein ubiquination in diploid parthenogenesis and early embryos of Norway
spruce. International Journal of Plant Sciences, 157 (1): 17-26.

Gupta P.K., Durzan D.J.,, 1986: Somatic polyembryogenesis from callus of mature sugar pine
embryos. Bio-Technology, 4 (7): 643-645.

Gupta P.K., Dandekar A.M., Durzan D.J., 1988: Somatic proembryo formation and transient
expression of a lucirefase gene in douglas-fir and loblolly-pine protoplasts. Plant Science, 58
(1): 85-92.

Havel L., Durzan D.J., 1996: Apoptosis in plants. Botanica Acta 109 (4): 268-277.

Havel L., Durzan D.J., 1996: Apoptosis during diploid parthenogenesis and early somatic
embryogenesis of Norway spruce. International Journal of Plant Sciences, 157 (1): 8-16.

Havel L., Durzan D.J., 1999: Somatic Embryogenesis in Woody Plants. In. Jain S.M., Gupta P.K.,
Newton R.J. (Editors), Kluwer Acad. Publ., Dordrecht, Boston, London, p. 125.

Jokinen K.J., Durzan D.J., 1994: Properties of rescued embryonal suspensor mass of Norway spruce
(Picea abies L. Karst.) determined by the genotype and environment in vitro. Silva. Fenn., 28:
95-106.

Jones K.H., Senft J.A., 1985: An improved method to determine cell viability by simultaneous staining
with fluorescein diacetate propidium iodide. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, 33
(1): 77-79.

Khatun S., Flowers T.J., 1995: The estimation of pollen viability in rice. Journal of Experimental
Botany, 46 (282): 151-154.

Mlejnek P., Prochazka S., 2002: Activation of caspase-like proteases and induction of apoptosis by
isopentenyladenosine in tobacco BY-2 cells. Planta, 215 (1): 158-166.

Petiek J., 2003: Vliv iontl olova na rana somaticka embrya smrku ztepilého (Picea abies /L./ Karst.) a
smrku pichlavého (Picea pungens Engelm.). Diplomova prace, MZLU s. 88.

Pettek J., Vacek J., Vitecek J., Vlasinova H., Kizek R., Havel L., 2004: Application of computer
image analysis for study of lead (Pb-EDTA) effect on growth and viability of early somatic
embryos of the Norway spruce (Picea abies /L./ Karst.). Plat Cell Report, in press.

Petiek J., Vacek J., Kizek R., Vitecek J., Havel L., 2004: The influence of heavy metals (Pb-EDTA,
Cd-EDTA) on growth and viability of early somatic embryos of Norway spruce (Picea abies
/L./ Karst.). Acta Physiologiae Plantarum, 26(3):207.

Petiek J., VlasSinova H., Kizek R., Vacek J., Vitecek J., Havel L., 2003: Computer processing for
image analysis of early somatic embryos growth of Norway spruce (Picea abies /L./ Karst.).
MendeINET, MZLU Brno.

Songstad D.D., Duncan D.R., Widholm J.M., 1990: Proline and polyamine involvement in chilling

tolerance of maize suspension-cultures. Journal of Experimental Botany, 41 (224): 289-294.


http://www.journals.uchicago.edu/IJPS/home.html

Steward N., Martin R., Engasser J.M., Goergen J.L., 1999: Determination of growth and lysis kinetics
in plant cell suspension cultures from the measurement of esterase release. Biotechnology and
bioengineering, 66 (2): 114-121.

Vacek J., Petiek J., Kizek R., Havel L., Klejdus B., Trnkova L., Jelen F., 2004: Electorochemical
determination of lead and glutathione in a plant cell culture. Bioelectrochemistry, 63:347-351.

Vitecek J., Adam V., Kizek R., Petiek J., Novotna P., Babula P., Havel L., 2004. Chem. Listy in press.

ViteCek J., Adam V., Petiek J., Vacek J., Kizek R., Havel L., 2004. Plant Cell Organ and Tisue
Culture in press.

Vlasinova H., Havel L., 1999: Continuous somatic embryogenesis in Japanese maple (Acer palmatum

Thunb.). Journal of Plant Physiology, 154: 212-218.



