Kryoprezervace embryogennich kultur smrku
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Uvod:

Kryoprezervace poskytuje moznost dlouhodobého skladovani rostlinného
materialu. Uskladnéni pfi teplotach blizkych -200° C je vhodnym zptsobem
jak uchovat geneticky vyznamné druhy &i odrtdy rostlin po relativné dlouhou
dobu. Tento postup se uziva i pro uchovani vybranych tkariovych kultur, u
nichZz musi zustat zachovany jejich dulezité vlastnosti, které by mohly byt
ovlivnény napf. v disledku somaklonalni variability v pribéhu dlouhodobych
kultivaci. Skladované kultury jsou zaroveri zaloznim zdrojem materiélu, ktery
muZe utrpét i vlivem nahlych a neocekavanych zmén podminek kultivace.
Pro Gspésny priibéh procesu zamrazovani i rozmrazeni a regenerace kultury
je tfeba zachovéavat presny postup jednotlivych krokd, ktery je nutné
optimalizovat zvlast pro kazdy rostlinny material. Cilem nasi prace je zjistit a
popsat fyziologické zmény, ke kterym dochazi v pribéhu kryoprezervace
embryogenni kultury smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)
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proliferace zacatek maturace
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2. aplikace sorbitolu — zac¢atek destrukce suspenzori

clovil
26

Z Jar oslawva, Vagner Mariin

165 00 Praha § — Lysolaje,

arz, Spe

Rozvojové

GF

e

OVa@Leh. z

Material a metodika

Ke kryoprezervaci pouzivame embryogenni suspenzorovou hmotu (ESM), ktera byla indukovana ze
zygotickych embryi. Pfed zamrazenim je kultura péstovana v tekutém médiu (GD + 2,4-D, BAP,
kin), potom je vystavena pusobeni sorbitolu a DMSO. Nasleduje pozvolné fizené zamrazovani az
na teplotu blizici se - 200° C. V tekutém dusiku je kultura dlouhodobé uchovavana. Rozmrazovani
zacina rychlym zvySenim teploty. Kultura je umisténa na filtracni papir a nékolikrat za sebou rychle
presazena na Cerstvé pevné médium, aby byl odstranén zbytek sorbitolu a DMSO. Regenerace
kultury za¢ina po 2 - 3 tydnech kultivace na pevném médiu. Je-li regenerovana kultura pfesazena
na matura¢ni médium (GD + ABA), dochazi k dozravani somatickych embryi.

Stav kultury je dokumentovan pomoci roztlakovych preparatt barvenych trypanovou modfi.
Anatomie zralych somatickych embryi byla studovana na parafinovych fezech barvenych jadrovou
Cerveni a alcianovou modfi. Fotografie zralych embryi byly pofizeny pomoci binokularni lupy.

K experimentim jsme pouzili embryogenni bunéénou linii smrku AFO 541, vysledky byly provéreny
na dalSich dvou bunéénych liniich smrku C110 a C111.

AFO (kontrola)

konec maturace

Proliferace: ESM je tvofena nezralymi somatickymi embryi. Casto se vyskytuji
polyembryogenni meristematicka centra (PC), na ktera jsou napojeny dlouhé

suspenzorové buiky (S). | v dlouhych meristematickych pasech jsou zfetelné
jednotlivé meristematické embryonalni ,hlavy”.

Maturace: Z polyembryogennich center se odstépuji jednotliva somaticka
embrya, jejich meristematicka ¢ast (M) se zvétsuje, postupné dochazi k polarizaci
embrya, diferencuje se apikalni i kofenovy meristém, u zralych embryi jsou uz
dobfe vyvinuté délohy. Suspenzor je postupné redukovan. Na pocatku maturace
jsou suspenzorové buriky vazany k meristematické hlavé embrya, pozdgji jsou
v3ak uvolfiovany, suspenzor se rozpada a stava se sougasti zbytkové
embryonalni hmoty. Zrala embrya jsou zcela samostatna.

Uspésnost maturace AFO zavisi na dobrém stavu kultury v proliferaci. Pro
kvalitni dal3i vyvoj je dulezity dobfe vyvinuty meristém pevné napojeny na bohaty
suspenzor tvofeny jasné orientovanymi suspenzorovymi burikami.
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AFO po rozmrazeni

58 regenerace 2 tydny po rozmrazeni

kryoprezervace
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prullferace

regenerace - 2 tydny po rozmrazeni

zde trvéa déle. Po 5 mésicich vypada uz kultura stejné jako pred
kryoprezervaci. Tomu odpovida i vysledek maturace. Kvalita i
mnozstvi somatickych embryi se vyznamné nelisi u kultury po
kryoprezervaci a u kultury kontrolni.

kryoprezervace
rozmrazeni

regenerace — 2 tydny po rozmrazeni

ESM je u linie C 111 tvofena pfedevsim samostatnymi ranymi

jako kontrola. Rana somaticka embrya nemaji dobfe vyvinuty
meristém ani kvalitni suspenzor. Proto vétinou nejsou schopna

konec maturace

6. proliferace — 5 mésict po rozmrazeni

Embryogenni kultura smrku - C 110

4 tydny po rozmrazeni

Stavba ESM je v C 110 podobna kultufe AFO — tvori ji predevaim
velka polyembryogenni centra s mohutnymi suspenzory. Regenerace

Embryogenni kultura smrku — C 111

4 tydny po rozmrazeni

somatickymi embryi. Po kryoprezervaci dochazi k pomérné rychlé
regeneraci, aviak ani po 5 mésicich nema kultura stejnou strukturu

dokongit Gsp&3né maturaci a vynos je vyrazné nizsi nez v kontrole.

7. zacatek maturace 8. konec maturace
Zaver:
AFO

V prubéhu zamrazovani dochazi k poskozeni zejména
suspenzorovych bunék, meristémy jsou ovlivnény méné. Po
rozmrazeni kultury nastava rychla regenerace. UZ po 2 tydnech
jsou v ESM patrna Gplna somatickd embrya vedle rozpadlych. Po 5
meésicich vypada kultura stejné jako pred kryoprezervaci. Rana
embrya béhem maturace dozravaji a jejich kvalita je stejna nebo
lepSi nez v kontrole.

Obecné:

Embryogenni kultura smrku muaze Gspé&3né prochazet procesem
kryoprezervace. Tolerance jednotlivych linii se v8ak lisi. Je tedy
tfeba upravit postup zamrazovani i regenerace pro kazdy
pouzivany material. Pro dal$i Uspé&Sny vyvoj embryogenni kultury
je tfeba delsi regenerace a stabilizace kultury, optimalni je
nékolikamésiéni proliferace.

konec maturace

Vliv DMSO na maturaci AFO

kontrola

+0,01% DMSO

+ 1% DMSO

Vy33i koncentrace DMSO inhibuiji vyvoj somatickych embryi. Po rozmrazeni kultury
,je nutné peclivé vyplachnout DMSO, aby dalsi vyvoj kultury nebyl negativné
ovlivnén.

konec maturace



