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ABSTRACT

In our work we aimed on study of growth and viability of early somatic embryos of spruces
(ESEs) treated by heavy metals (cadmium and lead) for twelve days. Particularly, we studied
the influence of three concentrations (50, 250 and 500 pM) of cadmium (Cd(NOs),) and lead
(Pb(NO3),) on growth and viability of early somatic embryos (ESEs) cultures of Norway
spruce (Picea abies) and blue spruce (Picea pungens). We used a charge-coupled device
(CCD) camera and computer programs GRAB-IT and Image-Pro for observation of growth of
spruce ESEs culture. The images of ESEs clusters were recorded at the beginning of the
cultivation and in certain intervals according to the end of the cultivation. The viability of
ESEs was determined using fluorescence microscopy by double staining with flourescein
diacetate (FDA) and propidium iodide (PI). We found out that increase in ESEs clusters area
decreased with increasing cadmium concentration and lead concentration. Investigations of
plant cell viability indicated that the higher the concentration of cadmium/lead in the culture
medium, the higher the number of dead cells. The attendance of heavy metals in plant cell
activates defending mechanisms. They start synthesis of cysteine-containing compounds (e.g.
glutathione and phytochelatins) used in detoxification processes. At the end we studied the
effect of cadmium and lead on content of these thiol compounds of ESEs of spruce (Picea

spp.)-
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ABSTRAKT

V nasi praci jsme se zamé&fili na rlst a zivotnost ranych somatickych embryi (RSE) smrku,
kterd byla vystavena pisobeni tézkého kovu (kadmium a olovo) po dobu dvanacti dnt.
Konkrétné jsme studovali vliv tfi riznych koncentraci (50, 250 a 500 uM) kadmia (Cd(NO3),)
a olova (Pb(NOs),) na rist a Zivotnost kultury ranych somatickych embryi smrku ztepilého



(Picea abies) a smrku pichlavého (Picea pungens). Ke zjisténi ristu kultury RSE smrku jsme
vyuzili CCD-kameru a programy GRAB-IT a Image-Pro. Snimky shlukti ranych somatickych
embryi (SRSE) byly pofizovany na zacatku kultivace a déle v jednotlivych intervalech
méfeni. Zivotnost RSE byla stanovena pomoci fluorescenéniho mikroskopu testem ,,dvojitého
barveni* fluoresceindiacetatem (FDA) a propidium jodidem (PI). Zjistili jsme, Ze se stoupajici
koncentraci ionti kadmia a olova v médiu klesd primérny ptirastek plochy ranych
somatickych embryi. Pfi stanoveni zivotnosti roste pocet mrtvych bunék s rostouci
koncentraci iontli kadmia/olova v médiu. Pfitomnost t€Zkych kovii v rostlinné buiice aktivuje
obranné¢ mechanismy a ty startuji syntézu obrannych latek bohatych na cystein (glutathion a
fytochelatin), které jsou vyuzity v detoxikacnich procesech. Dale jsme tedy studovali vliv
kadmia a olova na obsah vySe zminénych thiolovych slou¢enin v RSE smrku (Picea spp.).

Klic¢ova slova: smrk ztepily, smrk pichlavy, Picea abies, Picea pungens, rané somatické embryo
kadmium, olovo, analyza obrazu, Zivotnost rostlinnych bun¢k, thioly.

UVoD

Studium vlivu tézkych kovli na smrk je v pfirozenych podminkach velmi narocné,
proto se hledaji moznosti, jak tento vyzkum co nejvice zjednodusit. Jednou z moznosti je
studium explantatovych kultur. V nasem piipadé byly vyuzity kultury ranych somatickych
embryi (RSE) smrku ztepilého a smrku pichlavého. Byla prokdzana zna¢na podobnost mezi
vyvojem a strukturou RSE a ranych zygotickych embryi /1/, proto je mozné pouzit kulturu
RSE jako odvozenou modelovou kulturu, u které se daji pfedpokladat podobné fyziologické
odpovédi jako u zygotické embryogeneze.

Pii somatické embryogenezi vznikaji embrya ze somatickych (télnich) bunék.
Charakteristické rysy vzniku ranych somatickych embryi u jehlicnanii byly popsany mnoha
autory /2-10/. Rana somatickd embrya smrku (RSE) se skladaji z embryonalni skupiny,
embryonalnich tubularnich bun¢k a embryonalniho suspenzoru. Buiiky embryonalni skupiny
se stale deli a jejich prodluzovanim na distalnim konci vznikaji tubuldrni buiiky, z nichz
vznik4 embryondlni suspenzor, jehoz buniky jsou uvoliiovany do média /2, 11/. Dochazi tak k
neustalému oddélovani novych tubularnich a suspenzorovych bun¢k smérem od embryonalni
skupiny a tvofi se shluk ranych somatickych embryi (SRSE). Shluky ranych somatickych
embryi jsou kultivovany v Petriho misce na kultivaénim médiu.

Jako vhodny nastroj pro sledovani riistu kultur RSE smrku se ukazala byt analyza
obrazu (IA). Vzhledem ke své jednoduchosti a dobré reprodukovatelnosti je pouzitelna pro
studium somatické embryogeneze také u fady jinych rostlinnych druht. Své uplatnéni nalezla
také v pfipadé automatického sledovani produkce somatickych embryi /12/ ptipadné tvaru,
velikosti nebo barvy kultury. Metoda nachazi uplatnéni pii studiu suspenznich kultur i kultur
rostoucich na tuhych a polotuhych médiich /13/. Pied pouzitim IA pfi experimentu je nutné
nejdiive optimalizovat nastaveni CCD kamery a podminky, za kterych experiment probiha
/14, 15/.



Pro stanoveni viability bylo vyuzito tzv. ,testu dvojitého barveni®, ktery je zaloZzen na
selektivni permeabilit¢ cytoplazmatické membrany, naptiklad pro propidium jodid - PI. Jiné
metody vyuzivani enzymové aktivity v zivych buiikach (fluoresceindiacetat /FDA/ je Stépen
esterazami na detekovatelny fluorescein a zbytky kyseliny octové). Dale je mozné sledovat
funk¢éni metabolizmus bunék. Jednu z moznosti pfedstavuji intraceluldrni esterazy. Esterazy
katalyzuji hydrolytické Stépeni molekul jednoduchych esterti obsahujicich kratké uhlikaté
fetézce /16/. V rostlinnych buiikach a pletivech se €astni mnoha biochemickych déjt, napft.
vystavby bunécné stény /17/, degradace nékterych xenobiotik /18, 19/ a signalnich procesu
/20/. Z vySe uvedeného vyplyva, ze esterazy piedstavuji znacny potencial pro rostlinné
biotechnologie. Diky své souvislosti s bunéénym metabolizmem slouzi esterazy jako ukazatel
Zivotaschopnosti (viability). Kromé toho nékteré prace upozornily na fakt, ze je aktivita
intracelularnich esteraz bunécné suspenze ptimo umérna poctu zivych bunék /21/.

Cilem prace bylo sledovani vlivu tézkych kovli na kulturu ranych somatickych embryi
smrku. Zaméfili jsme se predevsim na vliv t€zkych kovil na rist a zivotnost kultury. Déle
jsme se snazili stanovit kadmium a olovo v biologickém vzorku. A proto je potiebné vyvijet
pfesné analytické metody s nizkymi limity detekce pro stanoveni tézkych kovi v
biologickych, environmentalnich i potravinaiskych vzorcich /22-26/. Nejbéznéji vyuzivané
techniky pro stanoveni té¢zkych kovi jsou atomova absorp¢ni spektrometrie s atomizaci v
plamenu a nebo v grafitové kyveté. Pro velmi pfesné stanoveni se pouziva atomova absorpcni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem /27-31/. Mezi vysoce senzitivni techniky také
patii elektroanalytické postupy s detekénimi limity v nM a pM koncentracich. Diferencni
pulzni voltametrie v kombinaci s anodickym rozpouSténim patii mezi nejcitliveéjsi
elektroanalytick¢é metody vyuzivané pro detekci tézkych kovu /26, 32/. Stanoveni tézkych
kovi bylo provedeno pravé pomoci diferencni pulzni anodické rozpoustéci voltametrie
(DPASYV). Kromé tézkych kovl lze u rostlin stanovit také thiolové slouceniny, jako jsou
glutathion a fytochelatiny /32-35/, jejichz syntézou se rostliny intenzivné brani proti ptisobeni
tézkych kovi. Mechanismy detoxikace a metabolismu toxickych tézkych kovi jsou
intenzivné studovany u riznych organismi jiz po mnoho let /36-40/. Vysledky téchto studii
ptispivaji nejen k lep§imu pochopeni zakladnich biologickych mechanismi probihajicich v
zivych organismech, ale také pti tvorbé novych biotechnologickych postupt a zafizeni.

MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material

Byly vyuzity kultury ranych somatickych embryi smrku ztepilého (Picea abies /L./
Karst.), klony 2/32 a 3/5 H, a smrku pichlavého (Picea pungens Engelm.), klon PE 14. Klony
2/32 a 3/5 H pochazi ze smrku ztepilého horského klimaxového typu z pokusné plochy v
Beskydach. Klon PE 14 byl odvozen ze smrku pichlavého, byla pouzita zrala semena ze
vzrostlého stromu Picea pungens Engelm. ’Argentea’ v arealu Mendlovy zemédé€lské a
lesnické univerzity v Brn€. Kultury jsou udrzovany za striktné sterilnich podminek (flow box
Galaire HF 36) tim zpusobem, ze se vzdy po 14 dnech kultivace pasazuji. Pii pasazi jsou z
hornich partii shluki ranych somatickych embryi (SRSE) odebirany ¢asti s vyvinutymi



skupinami embryonalnich bunék o hmotnosti pfiblizné 2,5 — 5,0 mg a pfendSeny na novou
Petriho misku s LP/2 médiem. SRSE jsou kultivovany ve tmé pii teploté 23+2 °C. Pti
experimentech byly SRSE kultivovany ve sterilnich plastovych Petriho miskach (primér 90
mm, 30 ml LP/2 média). Na jednu misku ptipadlo vzdy 10 SRSE.

Kultivaéni médium

Vsechny vyse uvedené kultury jsou dlouhodobé kultivovany na kultivatnim médiu
LP/2 /11/, které je modifikovano 9 uM 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a 4,4 uM
benzylaminopurinem /7/. Pti ptipravé kultivaniho média byly anorganické i organické slozky
rozpustény v deionizované destilované vod¢, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7 — 5,8 pomoci
KOH/HCI (pH metr Schott CG 842). Nasledn¢ byla anorganicka ¢ast média sterilizovana pii
teploté 121°C a tlaku 100 kPa po dobu 30 minut (Tuttnauer 3870 EA); organicka cast byla
sterilizovana membranovou filtraci (Whatman Puradisc 25 AS 0,2 um).

Pii pokusech byly vyuzity modifikace média. Do zakladniho média byl pfidan chelat
olova (Pb-EDTA) a chelat kadmia (Cd-EDTA) v koncentracich 50 uM, 250 uM a 500 pM.
Roztok Pb-EDTA byl ptipraven podle /41/. Zasobni roztok Pb(NO;), (Cd(NOs),) byl smichan
s kyselinou etylendiamintetraoctovou (EDTA) v poméru 1:1 pii teplot¢ 50°C po dobu 1 h.
Komplex Pb-EDTA (Cd-EDTA) byl pfidan k anorganické ¢asti kultivaéniho média.

Analyza obrazu SRSE

Pro zjisténi plochy jednotlivych SRSE byla nutna digitalizace obrazu kazdé Petriho
misky. Digitalizace byla provadéna pomoci kamery CCD Sony (UPV-GDS 8 000) a
programu GRAB-IT. Pro vyhodnoceni jednotlivych ploch byl vyuzit program IMAGE —
PRO. Plochy byly zjistovany na za¢atku a poté v pribshu experimentu. Udaje byly dale
zpracovany v programu Microsoft Excel; vysledkem byl primérny ptirtistek SRSE.

Stanoveni Zivotnosti pomoci fluorescen¢nich barviv

Soucasn¢ s rustem SRSE byla sledovana zivotnost embryi. Pro vlastni sledovani
zivotnosti bun¢k bylo vyuzito barveni fluorescen¢nimi barvivy — propidium jodidem (PI) a
fluoresceindiacetatem (FDA) podle metody /42/. PI neni propoustén pies cytoplazmatickou
membranu dovnitt zivé buiky. V piipad¢ mrtvé bunky, kterda méa nefunk¢ni cytoplazmatickou
membranu, se dostava dovnitt a zpiisobuje cervené fluorescencni zbarveni. FDA je v zivych
buikidch Stépen na octan a fluorescein, ktery vydava zelené fluorescencni zbarveni. Pii
vlastnim barveni byla odebrana horni ¢ast SRSE, ktera byla umisténa na podlozni skli¢ko a
nasledné byla zakapnuta suspenzi (37 ul destilované, 10 ul PI a 3 pul FDA) /43/. Po péti
minutach inkubace se pfipraveny preparat pozoroval pomoci inverzniho fluorescen¢niho
mikroskopu Olympus AX 70 pii zvétSeni 4 x 10 a 10 x 10. Pro pozorovani bylo vyuzito filtru
WU, excitace pti vinové délce 330 — 385 nm. Pfi sledovani preparati byla potizena jejich
fotodokumentace digitdlnim fotoaparatem Olympus Camedia C-4040 ZOOM. Zivotnost byla



vypocitana pomoci analyzy obrazu; program IMAGE — PRO vypocital zastoupeni ¢erven¢ a
zelené zbarvenych bunék, tedy bun¢k mrtvych a Zivych.

Stanoveni Zivotnosti pomoci aktivity intracelularnich esteraz

SRSE byly odebrany z pevného média, nasledné byly promyty 50 mM fosfatovym
pufrem (pH 8,7) a byly uchovavany pfi teplot¢ —20 °C. Po rozmrazeni byly vzorky doplnény
na celkovy objem 1 ml extrakénim pufrem (250 mM fosfatovy pufr, pH 8,7) a
dithiothreitolem (DTT, cilova koncentrace 1 mM) a desintegrovany ve sklenéném pistovém
homogenizatoru (Kavalier, Ceska republika), ulozeném v ledové lazni po dobu 10 min.
Ziskané rostlinné homogenaty byly umistény v ledu do ultrazvukové 1azn€ po dobu 1 min. a
poté byly centrifugovany (10 000 g, 15 min, 4 °C). Alikvot supernatantu byl pfidan do reakéni
smési obsahujici fosfatovy pufr (1 M, pH 8,7) a 5 mM FDA, jehoz zasobni roztok v
bezvodém acetonu byl uchovavan v uzavienych nadobkach pii —20 °C. Mnozstvi acetonu v
reakéni smési nepiekrocilo 1 % (v/v). Po 15 minutové inkubaci v termostatu pii 45 °C byla
zméfena fluorescence (RF-551, Shimadzu Scientific Instruments Inc., USA) — excitace 490
nm / emise 514 nm. Aktivita esterdz v IU (jedna mezinarodni jednotka uvolni pfi vyse

uvedenych podminkach 1 pmol fluoresceinu za minutu).

Elektrochemicka analyza

DPASYV analyza byla provadéna pomoci elektrochemického analyzatoru AUTOLAB
(EcoChemie, Netherlands) v zapojeni s tfielektrodovou celou VA-Stand 663 (Metrohm,
Switzerland). Byla pouzita pracovni elektroda — HMDE (plocha rtutové kapky: 0.4 mm?),
referentni elektroda (Ag/AgCl, 3 M KCl) a uhlikova ty¢inka jako pomocna elektroda. Ziskana
data byla upravena matematickou korekci podle algoritml navrzenych Savitzkym a Golayem
implementovanych do GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly provadény pfi
laboratorni teploté, v potencidlovém rozsahu od —1,2 V do +0,1 V, potencidlovy krok 1,05
mV, pulzni amplituda 25,05 mV, casovy interval 0,2 s, doba akumulace 240 s, potencial
akumulace —1,1 V. Jako zédkladni elektrolyty byl pouZit acetatovy pufr (0,2 M CH;COOH +
0,2 M CH3;COONa) a 0,1 M KCI. Stanoveni thiolovych slou¢enin bylo provedeno pomoci
techniky adsorptivni pfenosové rozpoustéci diferencni pulzni voltametrie (AdTS DPV) -
Brdickova reakce. Pii této metodé¢ je na povrch pracovni elektrody (rtutové kapkova
elektroda) adsorbovan fytochelatin (PC) z velmi malého mnozstvi vzorku (3-5 pul). Pfebyte¢né
mnozstvi fytochelatinu bylo z povrchu pracovni elektrody odmyto pienesenim elektrody do
vody a nésledné¢ do roztoku zékladniho elektrolytu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Byl sledovan vliv iontl tézkych kovl na kultury ranych somatickych embryi (RSE)
smrku ztepilého (Picea abies /L./ Karst.), klony 2/32 a 3/5 H, a smrku pichlavého (Picea
pungens Engelm.), klon PE 14. Rust kultur a odumirani RSE bylo studovano pfi tfech
koncentracich Pb(NOs), a Cd(NO;), v kultivatnim médiu. Zakladnimi parametry pro



sledovani vlivu abiotickych a biotickych stresti na kulturu RSE smrku je rhstova kiivka a
zivotnost. Abychom mohli sledovat rist kultur a srovnat jednotlivé varianty s tézkymi kovy,
musime vyuzit objektivni metody, které toto umozni. Jednou z vhodnych metod, kterad
charakterizuje rtst kultur RSE smrku, je metoda analyzy obrazu (image analysis, IA). Pomoci
této metody byly zjistény plochy jednotlivych shluk ranych somatickych embryi, které
davaji zakladni informaci o pribéhu jejich rastu. IA je analyticky néstroj pii studiu rastu
bunécnych kultur. Vzhledem ke své jednoduchosti a dobré reprodukovatelnosti je pouzitelna
pro studium somatické embryogeneze u tady rostlinnych druht. IA se ukazala byt vhodnou
alternativni metodou pro stanoveni rustu k metodé gravimetrické, ktera je pii stanoveni
nejcastéji vyuzivana. Pomoci IA Ize stanovit plochu (pfiristek plochy za cas) RSE bez
zasahovani do kultivovaného biologického materialu, a tim nedochazi k destrukci nebo
kontaminaci kultury (u gravimetrické metody nelze zajistit). Nevyhodou IA zlstava
nespravné vyjadieni rastu kultur, nebot SRSE smrku jsou prostorové tutvary, a proto
vyjadieni jejich rtstu pomoci plochy je neptfesné. Z tohoto divodu byla IA porovnédna s
klasickou metodou sledujici rust biologického materidlu — vazenim (gravimetrickd metoda)
/14/. Z vysledkt byl patrny podstatny rozdil mezi ptirtstky plochy a hmotnosti. Po dobu 14
dnti (béznd doba kultivace) ovSem maji rustové kiivky ziskané obéma metodami stejny
charakter, proto 1ze vazeni nahradit analyzou obrazu, ktera je pro stanoveni rustu kultury RSE
smrku vhodnéjsi.

Po vybrani vhodné metody pro stanoveni rustu jsme jiz mohli pfistoupit ke sledovani
vlastniho vlivu tézkych kovi (Pb-EDTA, Cd-EDTA) na kulturu RSE. Na Obr. 1A,B je
ukazan vliv Pb-EDTA a na Obr. 1C,D vliv Cd-EDTA na jednotlivé SRSE smrku ztepilého
2/32 a smrku pichlavého PE 14. Sledovali jsme rist jednotlivych SRSE v pfitomnosti tézkych
koncentraci 250 uM doslo k vyrazné rastové depresi. U koncentrace 500 uM jsme opakované
pozorovali vyrazny efekt zvétSeni plochy SRSE, coZ je pravdépodobné zplsobeno zvysenym
pfijmem vody do SRSE, ktery se tak patrné snazi sniZit koncentraci t€Zkého kovu uvnitf
shluku.
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Obr. 1: Viliv téZkych kovi na rist SRSE smrku;

koncentrace tézkych kovu (Pb-EDTA, Cd-EDTA) v kultivaénim médiu 0, 50, 250 a 500 uM.
(A) Viiv Pb-EDTA na rust SRSE klonu 2/32;

(B) Viiv Pb-EDTA na rist SRSE klonu PE 14;

(C) Vliv Cd-EDTA na rist SRSE klonu 2/32;

(D) Viiv Cd-EDTA na rust SRSE klonu PE 14.

Dalsi moznosti, jak sledovat vliv téZkych kovli na kulturu RSE smrku, je stanoveni
Zivotnosti kultury. Zivotnost RSE smrku byla stanovena pomoci a) tzv. dvojitého barveni
fluorescencnimi barvivy — fluoresceindiacetaitem (FDA) a propidium jodidem (PI) a b)
sledovanim funk¢éniho metabolizmu buné¢k pomoci intracelularnich esteraz. Pti sledovani
zivotnosti RSE byl zjistén ofekavany pribeéh, tedy maximalni toxicita u nejvyssi aplikované
koncentrace (u stanoveni zivotnosti pomoci fluorescencnich barviv) a snizujici se aktivita
intracelularnich esteraz se stoupajici koncentraci t€zkého kovu v kultivaénim médiu.

Zdrojem tézkého kovu v médiu byl chelat (Cd-EDTA, Pb-EDTA), nebot’ pii vyuziti
soli tézkych kovl (dusi¢nany, sirany, acetaty) dochéazelo k reakcim s ostatnimi slozkami
média a vysledna koncentrace tézkého kovu v médiu tak byla nejista /32/. Vhodnost chelatu
byla prokazana v nékterych pracich /14, 41, 44, 45/. Ke zjisténi stanoveni mnozstvi kadmia a
olova v biologickém vzorku byla vyuzita diferen¢ni pulzni anodicka rozpoustéci voltametrie
(DPASV). Tato metoda patii mezi nejcitlivéjsi elektroanalytické metody vyuzivané pro
detekci te€zkych kovii /26, 32/. Mnozstvi Pb detekované v SRSE je velmi nizké (v desitkach az
stovkach pg Pb na 100 mg), ale jeho mnozstvi postupné se zvysSujici se koncentraci nartista.
Pti aplikované externi koncentraci 50 a 250 uM jsme pozorovali postupnou zvysSujici hladinu
olova v SRSE, tato hladina se vSak v ¢ase od 96 h ménila velmi zvolna. U koncentrace 500
uM byl pozorovan linearni vzestup mnozstvi Pb v SRSE. Tyto pozorované efekty
pravdépodobné souvisi s aktivitou detoxika¢nich mechanismii bunék a jejich schopnosti
piezivat v prostiedi v pfitomnosti Pb.

Kromé tézkych kovii lze u rostlin stanovit také thiolové slouceniny, jako jsou
glutathion a fytochelatiny /32-35/, jejichz syntézou se rostliny intenzivné brani proti piisobeni




tézkych kovll. Mechanismy detoxikace a metabolismu toxickych tézkych kovii jsou
intenzivné studovany u riznych organismu jiz po mnoho let. Dale jsme tedy studovali vliv
kadmia a olova na obsah vySe zminénych thiolovych sloucenin v RSE smrku (Picea spp.).
Stanoveni thiolovych sloucenin bylo provedeno pomoci techniky adsorptivni pfenosové
rozpoustéci diferencni pulzni voltametrie (AdTS DPV) - Brdickova reakce. Na ziskanych
voltamogramech byly pozorovany elektrochemické odezvy v podobé péti thiolovych signala
— Coy, RS,Co, Caty, Cat, a Cats. Signal Co; odpovidal redukci Co*" na Co° (~-1,0 V), signal
komplexu kobaltu s fytochelatinem oznadeny jako RS*Co (~ —1,2 V) a dalsi i katalytické
piky Cat; (-1,2 V); Cat, (1,3 V) a Cat; (—1,4 V) /23/. Redukéni signal kobaltu(Il), ktery je
pozorovan v zakladnim elektrolytu pfi potencidlu —1,2 V, se posouvd v pritomnosti
fytochelatinu smérem do pozitivnich potencidlti. Pozorované zmény signalu souvisi s vazbou
kobaltovych komplexii do struktury PC za vzniku specifického komplexu RS,Co. Navic jsme
sledovali rozdily v potencidlech a vySkach katalytickych signalii mezi glutathionem a
fytochelatinem. Zmény pravdépodobné souvisi srozdilnou chemickou strukturou
studovanych peptidi. Obsah studovanych thiolovych slou¢enin ve SRSE roste se zvySujici se
koncentraci té¢zkého kovu v kultivaénim médiu a s dobou kultivace (od 30 uM do 95 puM)
(Obr. 2 A,B).

Obr. 2: Vliv téZkych kovu na obsah thiolovych latek ve SRSE;

koncentrace tézkych kovi (Pb-EDTA, Cd-EDTA) v kultivaénim médiu 0, 50, 250 a 500 [IM.
(A) Viiv Pb-EDTA na obsah thiolovych latek ve SRSE;

(B) Viiv Cd-EDTA na obsah thiolovych latek ve SRSE.
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Cilem prace bylo sledovani vlivu iontl t€zkych kovl na kultury ranych somatickych
embryi smrku. Byl sledovan rist a odumirani ranych somatickych embryi pii tfech
koncentracich olova a kadmia (50 uM, 250 uM a 500 uM) v médiu. U sledovanych klonta
byly pozorovany podobné reakce na ptitomnost iontii t€Zkého kovu v médiu. Se zvySujici se



koncentraci iontii t€Zkého kovu a s dobou kultivace klesal pramérny pfiriistek plochy SRSE.
Pozorovani zivotnosti bunék ukazalo, Zze s rostouci koncentraci ionti t€zkého kovu v médiu
roste mnozstvi mrtvych bun¢k. Déle bylo stanoveno Pb detekované v SRSE. Jeho mnozstvi je
velmi nizké (v desitkach az stovkach pg Pb na 100 mg), ale postupné nariista se zvysujici se
koncentraci. Spolu s mnozstvim téZkého kovu jsme se zajimali o obsah thiolovych slouc¢enin
ve SRSE, jejichz syntézou se rostliny intenzivné brani proti pusobeni tézkych kovt. Zjistili
jsme, ze obsah studovanych thiolovych slouc¢enin ve SRSE roste se zvysujici se koncentraci
tézkého kovu v kultivaénim médiu a s dobou kultivace (od 30 uM do 95 uM). Ziskané
vysledky mohou byt vyuzity k dalSimu studiu vlivu tézkych kovi na somatickou
embryogenezi smrku ztepilého a smrku pichlavého a pfi studiu jejich obrannych reakeci.
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