
ÚÚvodvod
Proces kryoprezervace je sled pProces kryoprezervace je sled přřesnesněě definovaných krokdefinovaných krokůů: zamrazen: zamrazeníí, skladov, skladováánníí, rozmrazen, rozmrazeníí a regenerace. Rostlinný materia regenerace. Rostlinný materiáál je pl je přřitom oitom oššetetřřen tak, aby byl co nejmen tak, aby byl co nejméénněě popošškozen kozen 
bběěhem zamrazovhem zamrazováánníí a skladova skladováánníí ppřři teploti teplotáách blch blíížžííccíích se ch se --200200ººC. Po rozmrazenC. Po rozmrazeníí dochdocháázzíí kk regeneraci a obnovenregeneraci a obnoveníí rrůůstu. Tento zpstu. Tento způůsob uchovsob uchováávváánníí rostlinnrostlinnéého materiho materiáálu lu 
poskytuje moposkytuje možžnost skladovat dlouhodobnost skladovat dlouhodoběě napnapřř. geneticky významný rostlinný materi. geneticky významný rostlinný materiáál. Ul. Užžíívváá se i pro uchovse i pro uchováánníí vybraných tkvybraných tkááňňových kultur, u nichových kultur, u nichžž musmusíí zzůůstat zachovstat zachováány jejich ny jejich 
ddůůleležžititéé vlastnosti, ktervlastnosti, kteréé by mohly být ovlivnby mohly být ovlivněěny napny napřř. v d. v důůsledku sledku somaklonsomaklonáálnlníí variability v prvariability v průůbběěhu dlouhodobých kultivachu dlouhodobých kultivacíí. Skladovan. Skladovanéé kultury jsou zkultury jsou záároveroveňň zzááloložžnníím zdrojem m zdrojem 
materimateriáálu, který mlu, který můžůže utrpe utrpěět i vlivem nt i vlivem nááhlých a neohlých a neoččekekáávaných zmvaných změěn podmn podmíínek kultivace.  Pro nek kultivace.  Pro úúspspěěššný prný průůbběěh procesu kryoprezervace je th procesu kryoprezervace je třřeba zachoveba zachováávat pvat přřesný postup esný postup 
jednotlivých krokjednotlivých krokůů, kter, kteréé je nutnje nutnéé ovověřěřit zvlit zvlášášťť pro kapro kažždý rostlinný materidý rostlinný materiáál.l.

MateriMateri áál a metodikal a metodika
PorovnPorovnáávali jsme anatomickvali jsme anatomickéé zmzměěny, ke kterým dochny, ke kterým docháázzíí v prv průůbběěhu kryoprezervace hu kryoprezervace 
embryogennembryogennííchch liniliniíí smrku (smrku (PiceaPicea abiesabies)) a jedle (a jedle (AbiesAbies cephalonicacephalonica). Pou). Použžili jsme ili jsme 
roztlakovroztlakovéé preparpreparááty barventy barvenéé trypanovoutrypanovou modmodřříí; ; viabilituviabilitu bunbuněěk jsme studovali k jsme studovali 
pomocpomocíí fluorescenfluorescenččnníího dvojitho dvojitéého vitho vitáálnlníího barvenho barveníí FDA (FDA (fluoresceindiacetfluoresceindiacetáátemtem) a ) a 
PI (PI (propidiumpropidium jodidem).jodidem).
Zamrazovali jsme embryogennZamrazovali jsme embryogenníí suspenzorovou hmotu (ESM) indukovanou ze suspenzorovou hmotu (ESM) indukovanou ze 
zygotickýchzygotických embryembryíí. Je tvo. Je tvořřena nezralými somatickými embryi, sestena nezralými somatickými embryi, sestáávajvajííccíími z mi z 
meristematických center, na ktermeristematických center, na kteráá jsou napojeny dlouhjsou napojeny dlouhéé a silna silněě vakuolizovanvakuolizovanéé
suspenzorovsuspenzorovéé bubuňňky. ESM je kultivovky. ESM je kultivováána 10 dnna 10 dníí v tekutv tekutéém mm méédiu; 11. a 12. den je diu; 11. a 12. den je 
vystavena pvystavena půůsobensobeníí sorbitolusorbitolu (0,2 resp. 0,4M) a 13. den je aplikov(0,2 resp. 0,4M) a 13. den je aplikováán DMSO (2%); n DMSO (2%); 
potpotéé je kultura je kultura řříízenzeněě ochlazovochlazováána. V na. V suspenznsuspenzníí kultukultuřře doche docháázzíí k rozvolnk rozvolněěnníí ESM, ESM, 
po aplikaci po aplikaci sorbitolusorbitolu jsou pojsou pošškozeny suspenzorovkozeny suspenzorovéé bubuňňky, krky, kráátkodobtkodobéé ppůůsobensobeníí
DMSO tento efekt mDMSO tento efekt míírnrněě prohlubuje. Takto pprohlubuje. Takto přřipravenipravenáá kultura pkultura přřesto mesto můžůže být e být 
úúspspěěššnněě zamrazena a skladovzamrazena a skladováána v tekutna v tekutéém dusm dusííku. Pku. Přři rozmrazovi rozmrazováánníí je dje důůleležžititéé
postupovat rychle, ppostupovat rychle, přředevedevšíším odstranit zbytky m odstranit zbytky kryopreservantkryopreservantůů, zejm, zejmééna DMSO. na DMSO. 
NNááslednslednáá regenerace ESM trvregenerace ESM trváá nněěkolik týdnkolik týdnůů. . 

ZZáávvěěryry
-- poupou žžitý postup kryoprezervace je vhodný pro embryogennitý postup kryoprezervace je vhodný pro embryogenn íí kultury smrku i kultury smrku i 

jedlejedle

-- zamrazenzamrazen íí nepnep řřeežžíívajvaj íí celcel áá somaticksomatick áá embrya, ale jen jejich embrya, ale jen jejich ččáástisti

-- vv prprůůbběěhu zamrazovhu zamrazov áánníí jsou pojsou po šškozeny nejvkozeny nejv ííce suspenzorovce suspenzorov éé bubuňňky, ky, 
vv meristematických centrech pmeristematických centrech p řřeežžíívajvaj íí jednotlivjednotliv éé bubuňňky nebo skupiny bunky nebo skupiny bun ěěkk

-- po rozmrazenpo rozmrazen íí dochdoch áázzíí kk regeneraci embryogennregeneraci embryogenn íí kultury kultury –– zz žživých bunivých bun ěěk se k se 
vyvvyv ííjejjej íí somaticksomatick áá embrya a pozdembrya a pozd ěěji i ji i polyembryogennpolyembryogenn íí komplexykomplexy

-- mnomno žžstvstv íí žživých bunivých bun ěěk po rozmrazenk po rozmrazen íí se lise li šíší u jednotlivých u jednotlivých embryogennembryogenn ííchch
linilini íí; jejich odolnost v; jejich odolnost v ůčůči pi půůsobensoben íí sorbitolusorbitolu a DMSO je dana DMSO je dan áá fyziologickým fyziologickým 
stavem kultury, anatomickou stavbou, rozpadavoststavem kultury, anatomickou stavbou, rozpadavost íí kultury atd.kultury atd.

-- schopnost regenerovat a rychlost regenerace se lischopnost regenerovat a rychlost regenerace se li šíší u jednotlivých liniu jednotlivých lini íí; je ; je 
zzáávislvisl áá nejen na mnonejen na mno žžstvstv íí žživých bunivých bun ěěk po rozmrazenk po rozmrazen íí, ale i na vlastnostech , ale i na vlastnostech 
kakažžddéé linie linie –– obecnobecn ěě na rychlosti rna rychlosti r ůůstu a na velikosti limitnstu a na velikosti limitn íího mnoho mno žžstvstv íí
bunbun ěěk nutných pro zahk nutných pro zah áájenjen íí vývoje embryvývoje embry íí a na nááslednou proliferacislednou proliferaciTato práce byla podporována grantem 

COST 871, OC 158, poskytnutým MŠMT ČR.
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Regenerace po rozmrazenRegenerace po rozmrazen íí (AFO)(AFO)

Regenerace AFO trvRegenerace AFO trv áá asi 3 týdny. U ostatnasi 3 týdny. U ostatn íích linich lini íí probprob ííhháá ve stejných krocve stejných kroc íích, ale rychlost regenerace se lich, ale rychlost regenerace se li šíší ..

1

2

4

5

6

7

2a

4a

5a

6a

1a 1b 1c

2b

5b

ESM tESM těěsnsněě po po 
rozmrazenrozmrazen íí::

kompaktnkompaktníí
meristematickmeristematickáá
centracentra

popošškozenkozenéé
suspenzorovsuspenzorovéé
bubuňňkyky

PoPoččáátek regenerace:tek regenerace:

žživivéé bubuňňky se dky se děěllíí a a 
prodluprodlužžujujíí

rozvolnrozvolněěnníí meristematických meristematických 
centercenter PoPoččáátek regenerace v detailutek regenerace v detailu

VytvVytv áářřeneníí
jednoduchých jednoduchých 
somatických somatických 
embryembry íí

Detail novDetail nověě vytvovytvořřenenéého somatickho somatickéého ho 
embrya embrya 

Samostatný vývoj Samostatný vývoj 
nových somatických nových somatických 
embryembry íí

volnvolnáá somaticksomatickáá embryaembrya

Detail rostoucDetail rostoucíího somatickho somatickéého embryaho embrya

Detail volnDetail volnéého somatickho somatickéého embrya s velkou ho embrya s velkou 
meristematickou hlavou a bohatým suspenzoremmeristematickou hlavou a bohatým suspenzorem

Detail Detail žživivéé
rostoucrostoucíí
embryogennembryogenníí
kulturykultury

ÚÚspspěěššný konec regenerace:ný konec regenerace:

vytvvytváářřejejíí se se polyembryogennpolyembryogenníí centra a centra a 
embryogennembryogenníí kultura vstupuje do vývojovkultura vstupuje do vývojovéé ffááze ze 
proliferaceproliferace

embrya, kterembrya, kteráá nepnepřřeežžila zamrazenila zamrazeníí se rozpadajse rozpadajíí

7a

SloSložženeníí prpráávvěě rozmrazenrozmrazenéé ESM v detailu: ESM v detailu: ččervenerveněě znaznaččenenéé bubuňňky jsou mrtvky jsou mrtvéé, zelen, zeleněě
zbarvenzbarvenéé jsou jsou žživivéé

Kryoprezervace Kryoprezervace embryogennembryogenn ííchch kultur jehlikultur jehli ččnannanůů
KateKate řřina Eliina Eli ášášovov áá, , Zuzana Zuzana VondrVondr áákovkov áá, Martin V, Martin V áágnergner

ÚÚstav experimentstav experiment áálnln íí botaniky AV botaniky AV ČČR, v.v.i., RozvojovR, v.v.i., Rozvojov áá 263, 165 02 Praha 6 263, 165 02 Praha 6 –– LysolajeLysolaje , , ČČRR

vondrakova@ueb.vondrakova@ueb. cascas ..czcz

Stav kultury pStav kultury přři zamrazeni zamrazeníí

AFOAFO L2L2

AR21AR21 AR19AR19

PPřřííprava k zamrazovprava k zamrazov áánníí

embryogennembryogenn íí kultura smrkukultura smrku

embryogennembryogenn íí kultura jedlekultura jedle

velmi citlivá k vnějším zásahůmodolná vůči vnějším zásahům

kultivace v tekutkultivace v tekutéém mm méédiu diu 

po aplikaci po aplikaci sorbitolusorbitolu –– rozvolnrozvolněěnníí a poa pošškozenkozeníí suspenzorsuspenzorůů

kultivace v tekutkultivace v tekutéém mm méédiu diu 

odolnější vůči vnějším zásahům citlivá k vnějším zásahům

po aplikaci po aplikaci sorbitolusorbitolu –– rozvolnrozvolněěnníí a poa pošškozenkozeníí suspenzorsuspenzorůů

po aplikaci DMSO po aplikaci DMSO –– rozvolnrozvolněěnníí a poa pošškozenkozeníí embryembryíí

po aplikaci DMSO po aplikaci DMSO –– rozvolnrozvolněěnníí a poa pošškozenkozeníí embryembryíí


