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Uvod

Analyza obrazu (Image analysis, IA) je ndstrojem
slouzicim k popisu tvaru, struktury ale také vzhledu zkou-
maného objektu. Digitalni analyza obrazu umoziuje rych-
lejsi elektronické zpracovani dat, je snadno opakovatelna
a obvykle nevyZzaduje velké zkuSenosti s analytickym po-
stupem'. Nové se ukazuje, Ze analyza a digitalizace obrazu
u rozdilnych biologickych objektll a struktur miize pfi-
nést mnoho potfebnych informaci o jejich fyziologii®™®.
Navic umoZiuje kvantifikaci ristovych a morfologic-
kych zmén"""’. Vyznamnou vyhodou a piednosti pocita-
¢ové analyzy obrazu v in vitro kultivovanych kulturdch je
— na rozdil od jinych experimentalnich postupii — moznost
sledovat vySe uvedené parametry béhem kultivacniho pro-
cesu bez externich zasahi (naruSeni sterility prostredi,
mechanické poskozeni, stresova reakce apod.)'.

Kultivaéni postupy v podminkach in vitro jsou
v soucasnosti stale vice vyuzivany pro uchovani genofon-
du vzacnych genotypd dievin, snadné a rychlé mnozeni
rostlin, a pro dalsi biotechnologické aplikace'®™". Pro od-
vozeni explantatové kultury rostlin je vhodné jakékoliv
pletivo (Cast rostliny) obsahujici bunky s funkénim jadrem.

Laboratorni pfistroje a postupy

Takové pletivo (explantat) je umisténo do sterilniho pro-
stiedi, kde se dale kultivuje'®'®. Za piesn& definovanych
podminek lze ztakto odvozené kultury ziskat prakticky
neomezené mnozstvi klond plivodni rostliny, ze které ex-
plantat pochazel. Tento postup je schematicky ukézan na
obr. 1. Vyznamna je také kultivace dfevin metodou soma-
tické embryogeneze, ktera vede k ziskani geneticky kvalit-
nich a primyslové vyuzitelnych rostlin'”'*"**. Pii této me-
todé ziskdvame embryonalni kultury, které lze odvodit
z jakékoliv somatické (t€lni) buniky. Je tak tfeba hledat
nové analytické metody sledovani produkce a rustu tako-
vych kultur. Proto IA nachazi uplatnéni také v pripadé
automatického sledovéni produkce somatickych embryi'®,
tvaru, velikosti nebo barvy kultury'?. Cilem této prace
byla aplikace metody analyzy obrazu pro sledovani rustu
riznych embryondlnich kultur smrku. Metoda byla porov-
nana s gravimetrickou metodou a aktivitou intracelularnich
esteras. Navic byl studovan obsah glutathionu pomoci
Brdic¢kovy reakce v téchto kulturach.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, byly pouzity chemikalie
dodané firmou Sigma Aldrich (USA) v cistoté ACS. Fos-
fatové pufry byly pripraveny z hydrogen- a dihydrogen-
fosfore¢nanu draselného. Jejich pH bylo upraveno pomoci
KOH. Fluoresceindiacetat (FDA) byl zakoupen u firmy
Sigma Aldrich Chemical Corp. (USA). Jeho roztok byl
pfipraven rozpusténim navazky v bezvodém acetonu. Na
kultivaéni media byly pouzity chemikalie dodané firmou
Duchefa Biochemie BV (Nizozemi). Media a roztoky byly
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Obr. 1. Schéma mnoZeni smrku pomoci somatické embryoge-
neze v podminkach in vitro; (a) zygotické embryo, (b) kultura
ranych somatickych embryi, (c) kultura zralych somatickych
embryi, (d) rist kofene a déloh, (e) bézny rtst v podminkach in
Vivo
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Obr. 2. Schéma analyzy obrazu; (a) digitalizace obrazu Petriho misky se shluky ranych somatickych embryi (SRSE) pomoci CCD ka-
mery, (b) nacteni obrazu do programu Grab-IT, (c) pocitacovy obraz, (d) vypocet plochy programem Image-Pro

pripraveny rozpusténim pfislusnych latek v deionizované
vode (18,2 MQ, Iwa 20, Watek, Ceska republika).

Rostlinny materidl

Byly vyuzity kultury ranych somatickych embryi
smrku ztepilého (Picea abies /L./ Karst.), klon 2/32, a smr-
ku pichlavého (Picea pungens Engelm.), klon PE 14. Klon
2/32 pochazi ze smrku ztepilého horského klimaxového
typu z pokusné plochy v Beskydach. Klon PE 14 byl odvo-
zen ze smrku pichlavého, pficemz pro jeho odvozeni byla
pouzita zrald semena ze vzrostlého stromu Picea pungens
Engelm. ’Argentea’ v arealu Mendelovy zemédélské
a lesnické univerzity v Brné. Kultury jsou udrzovany za
striktné sterilnich podminek (flow box Gelaire HF 36)
a vzdy po 14 dnech kultivace se provadi pasaz. Pti pasazi
jsou z hornich partii shlukd ranych somatickych embryi
(SRSE) odebirany casti s vyvinutymi skupinami embryo-
nalnich bunék o hmotnosti pfiblizné 2,5-5,0 mg a pienase-
ny na novou Petriho misku (primér 90 mm) s kultiva¢nim
médiem (30 ml). SRSE jsou kultivovany ve tmé pfi teploté
23+2 °C. Na jednu misku pfipadlo vzdy 10 SRSE .

Kultivaé¢ni médium

Vsechny vySe uvedené kultury jsou dlouhodobé kulti-
vovany na kultivaénim médiu LP/2 (cit.*®), které je modifi-
kovéano 9 uM 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 4,4 pM
benzylaminopurinu®’. Pfi piipravé kultivagniho média byly
anorganické i organické slozky rozpustény v deionizované
destilované vodé, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7-5,8
pomoci KOH/HCI (pH metr Schott CG 842). Nasledn¢ byla
anorganicka Cast média sterilizovana pii teploté 121 °C
atlaku 100 kPa po dobu 30 min (Tuttnauer 3870 EA);
organicka cast byla sterilizovana membranovou filtraci
(Whatman Puradisc 25 AS 0,2 pm).

Pti nasich pokusech bylo nezbytné modifikovat kulti-
va¢ni média. Pfidavek kademnatych iontli vedl okamzité
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ke vzniku sraZenin. Z tohoto divodu jsme pfistoupili
k jeho vyvéazani pomoci EDTA. Navic je zndmo, Ze chela-
ty tézkych kovi mnohem lépe prostupuji pres rizné bu-
nééné bariéry™ . Do zakladniho média byl piidan chelat
kadmia (Cd-EDTA) ve vyslednych koncentracich 50 uM,
250 uM a 500 uM. Roztok Cd-EDTA byl pfipraven podle
postupu uvedeného v praci Vassil a spol.*'. Zasobni roztok
Cd(NO3), byl smichan s kyselinou ethylendiamintetraocto-
vou (EDTA) v poméru 1:1 pfi teploté 50 °C po dobu 1 h.
Komplex Cd-EDTA byl pfiddn k anorganické ¢asti kulti-
vacniho média.

Analyza obrazu SRSE

Pro zjisténi plochy jednotlivych SRSE byla nutna
digitalizace obrazu kazdé Petriho misky. Digitalizace byla
provedena metodou analyzy obrazu pomoci kamery CCD
Sony (UPV-GDS 8 000) a programu GRAB-IT (obr. 2).
Pro vyhodnoceni jednotlivych ploch byl vyuzit program
IMAGE - PRO. Plochy byly zjistovany na zacatku a poté
v pribéhu experimentu. Udaje byly dale zpracovany
v programu Microsoft Excel; vysledkem byl primérny
prirastek SRSE.

Stanoveni zivotnosti pomoci
fluorescenc¢nich barviv

Sledovani zivotnosti bunék bylo provedeno pomoci
barveni fluorescenénimi barvivy — propidium jodidem (PI)
a fluoresceindiacetatem (FDA) podle metody uvedené
v praci Jones a spol.”>. PI neni propoustén pies cytoplas-
matickou membranu dovniti zivé bunky. V piipadé mrtvé
buriky, kterd ma nefunkéni cytoplasmatickou membréanu,
se dostava dovnitt a zplsobuje cervené fluorescencni zbar-
veni. FDA je schopen projit pfes funkéni cytoplasmatickou
membranu a je v zivych bunkach §tépen na octan a fluo-
rescein, ktery vydava zelené fluorescencni zbarveni. Pii
vlastnim barveni byla odebrana horni cast SRSE, ktera
byla umisténa na podlozni sklicko a nasledné byla za-



Chem. Listy 101, 569-577 (2007)

kapnuta suspenzi (37 pl destilované, 10 pl PT a 3 pl FDA,
koncentrace FDA 1 mg ml™" a PI 20 mg mI™")"*, Po péti
minutach inkubace se pfipraveny preparat pozoroval po-
moci inverzniho fluorescencniho mikroskopu Olympus
AX 70 pfi zvétseni 4 x 10 a 10 x 10. Pro pozorovani bylo
vyuzito filtru WU, excitace pfi vlnové délce 330-385 nm.
Pti sledovani preparati byla pofizena jejich fotodokumen-
tace digitdlnim fotoaparatem Olympus Camedia C-4040
ZOOM. Zivotnost byla vypogitana pomoci analyzy obra-
zu; program IMAGE — PRO vypocital zastoupeni ervené
a zelﬁné zbarvenych bungk, tedy bunék mrtvych a zi-
vych™.

Stanoveni zivotnosti pomoci aktivity
intracelularnich esteras

SRSE byly odebrany z pevného média, nasledné byly
promyty 50 mM fosfatového pufru (pH 8,7) a byly ucho-
vavany pfi teploté —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 rostlin-
né homogenaty byly umistény v ledu do ultrazvukové laz-
né 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 zéasobni roztok pfipraveny v bezvodém aceto-
nu byl uchovavan v uzavienych nadobkach pii —20 °C.
Mnozstvi acetonu v reakéni smési neprekrocilo 1 % (v/v).
Po 15 minutové inkubaci v termostatu pii 45 °C byla zmé-
fena fluorescence (RF-551, Shimadzu Scientific Instru-
ments Inc., USA) — excitace 490 nm/emise 514 nm. Akti-
vita esteras byla stanovena v IU (jedna mezinarodni jed-
notka uvolni pii vySe uvedenych podminkach 1 pmol fluo-
resceinu za minutu)**°,

Elektrochemickd analyza

Elektrochemickd analyza byla provadéna pomoci elek-
trochemického analyzatoru AUTOLAB (EcoChemie, Ho-
landsko) v zapojeni s tiielektrodovou celou VA-Stand 663
(Metrohm, Svycarsko). Byla pouzita visici rtutova kapkova
elektroda jako pracovni (HMDE, plocha rtutové kapky:
0,4 mm?), referentni elektroda (Ag/AgCl, 3 M KCI) a uhli-
kové tyc€inka jako pomocnd elektroda. Ziskand data byla
upravena matematickou korekci podle algoritml navrzenych
Savitzkym a Golayem implementovanych do GPES softwa-
ru (EcoChemie). Stanoveni thiolovych sloucenin bylo pro-
vedeno technikou adsorptivni prenosové rozpoustéci dife-
rencni pulzni voltametrie (AdTS DPV) — Brdickova reak-
ce’™®. Experimenty byly provadény pii teploté 4 °C,
v potencidlovém rozsahu od —0,7 V do —1,8 V, potencialovy
krok 1,05 mV, pulzni amplituda 25,05 mV, ¢asovy interval
0,2 s, doba akumulace 120 s, potencial akumulace —1,1 V.
Jako zékladni elektrolyt byl pouzit 1 mM roztok Co(NH3)sCls
v amonném pufru (1 M NH,CI + 1 M NH,OH).
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Vysledky a diskuse

Studium rdznych abiotickych a biotickych faktord na
rostliny je v pfirozenych podminkach velmi naro¢né, proto
se hledaji moznosti, jak ziskat rychle dosaZitelné a opako-
vatelné vysledky. Jednou z moznosti, které se stale Casté-
Jji vyuziva, je studium explantatovych kultur rostlin. Mezi
takové kultury patfi i kultura ranych somatickych embryi
(RSE) smrku®’. Charakteristické rysy vzniku RSE u jehli¢-
nanti byly popsany mnoha autory®”***. Kazdé RSE smrku
se sklada z embryonalni skupiny, embryonalnich tubular-
nich bun€k a embryonalniho suspenzoru (obr. 3A). Zkra-
cené je pak mozné popsat slozity proces ristu embryonalni
kultury: i) nejprve dochazi k déleni bun¢k embryonalni
skupiny, ii) jejich prodluzovanim na distalnim konci vzni-
kaji tubularni bunky, z nichz vznikd embryondlni suspen-
zor, i) buiiky suspenzoru jsou uvoliovany do kultivacni-
ho média®®. Jak stale dochézi k odd&lovani novych tubular-
nich a suspenzorovych bunék smérem od embryondlni
skupiny, tvofi se shluky ranych somatickych embryi
(SRSE) (obr. 3B). V naSich experimentalnich podminkach
jsou SRSE kultivovany v Petriho misce na kultivacnim
médiu a kazdé dva tydny jsou pfeneseny na nové kultivac-
ni médium (obr. 3C). Ke sledovani kultury, popt. vlivu
riznych elicitorti na ni, je tfeba sledovat zakladni charakte-
ristiky, jako jsou rist a Zivotnost kultury®®*. Mezi nejgas-
t&ji vyuzivané metody pro stanoveni ristu rostlinnych kul-
tur patfi vazeni kultury nebo pocitani bunék. V pripadé
kultur SRSE smrku je velmi vhodné vyuzit metody IA,
nebot’ pfi experimentu probihajicim v ¢ase nemusime za-
sahovat (odbér vzorkd) do kultivovaného biologického
materialu.

Optimalizace obrazové pocitacové
analyzy

Nejdrive byly obrazy Petriho misek se shluky RSE
digitalizovany pomoci CCD-kamery (,,charge-coupled
device®, oznaceni polovodi¢ového zafizeni, které je schop-
no jak fotodetekce, tak pamét'ovych funkci, a které prevadi
svétlo na elektronické impulsy). Samotna digitalizace byla
tizena PC prostfednictvim programu GRAB-IT. Pro ziska-
ni kvalitniho obrazu bylo nezbytné nastavit vhodnou expo-
zici a rozliSeni kritického detailu (misto nejostiejsiho vide-
ni predmétu)’. Bylo zjisténo, Ze se stoupajicim rozlisenim
CCD-kamery klesa velikost plochy jednotlivych SRSE. Pfi
rozliSeni obrazu 2,8 az 3,6 pixelll na mm je digitalizovana
plocha nadhodnocena asi o 16 % (proti rozliSeni 5 pixeli
na mm) a hodnoty plochy jsou velice variabilni (kolem
20 %), protoZe neni spravn¢ rozeznan okraj SRSE. Pfi
vys$im rozliSeni kritického detailu se variabilita vyrazné
snizuje a roste presnost ureni plochy SRSE. Pfi hodno-
tach snimani obrazu nad 5 pixelli na mm je proces snimani
obtiZnéjsi a méné reprodukovatelny (v zorném poli kamery
neni celd plocha Petriho misky). Pro dalSi experimenty
bylo vybrano rozliseni kritického detailu 8 pixelti na mm,
které zajistuje dobré ureni hodnoty plochy SRSE a zaro-
veil je vhodné pro konstantni nastaveni metody pii jejim
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Obr. 3. Kultura ranych somatickych embryi smrku ztepilého, klon 2/32. (A) Rané somatické embryo; (a) embryonalni suspensor, (b)
embryonalni tubuldrni buiiky, (c) embryonalni skupina. (B) Shluky ranych somatickych embryi (SRSE); SRSE po dvoutydenni kultivaci,
fotografie z rizného uhlu (Fotoaparat Olympus Digital Camera C-4040 ZOOM); 0° (a), 45° (b), 90° (c). (C) Petriho miska se SRSE na
kultivaénim médiu. (D) Typicka riistova kfivka zji§téna metodou analyzy obrazu (y = 12,392x - 4,2157; R* = 0,998)

rutinnim vyuziti, tedy aby byla v zorném poli kamery sni-
ména vzdy celd plocha (Petriho miska). Pfi spravné nasta-
vené expozici a pii stejném nastaveni kamery byla zjiSténa
chyba analyzy 0,31 % (n=10). Ziskané digitalni udaje je
mozno, po zpracovani integralnimi algoritmy, vyuzit ke
kvantifikaci rlstu, vitality a horizontalniho usporadani
kultury. U embryonalni kultury smrku lze pomoci pocita-
C¢ovych programi sledovat obvod, plochu, délku, Sitku,
denzitu a dalsi. Je potfebné zdlraznit, ze dosud neexisto-
vala v bioanalyze metoda umoziujici sledovat tyto efekty
u takto komplikovanych a zna¢né€ heterogennich kultur
(obr. 2).

Ristové charakteristiky kultury RSE

vvvvvv

je rastova kiivka. Na zakladé diive zjisténych experimen-
talnich dat jsme urcili jako nejvhodnéjsi pocatecni velikost
SRSE kolem 10 mm? (cit."). Za t&chto podminek byla se-
strojena ristova kiivka pomoci metody analyzy obrazu
(obr.3D). Pfi vypoltu priristku SRSE vychdzime
z puvodni velikosti. Vysledny prirtstek ptredstavuje pro-
cento, o kolik se dany SRSE po dobu kultivace zvétsil. Pro
vypocet byla vyuzita nasledujici rovnice:
Py=(U./1,)—1).100 [%]
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kde P, je ptiristek SRSE vyjadieny v procentech, I, je
plocha SRSE po n dnech kultivace [mm?] a I, plocha SR-
SE na za¢atku kultivace [mm?].

Pro ovéteni analyzy obrazu (IA) bylo provedeno srov-
nani za vyuziti gravimetrické metody a aktivity intracelu-
larnich esteras. Nevyhodou gravimetrické metody bylo
vysychani SRSE, coz muze pfi nedostatecné rychlém va-
zeni ovlivnit ziskané hodnoty celkového priristku SRSE
0 20 (po dobu 10 min), resp. o 46 % (po dobu 30 min).
Metodu tak nelze vyuzit pro kontinualni studium kultury
v pribéhu experimentu, nebot’ dochazi ke vzniku silné
stresové reakce. Zjistili jsme, Ze pramérné relativni piirstky
hmotnosti a plochy SRSE v priibéhu ¢trnactidenni kultivace
vykazovaly striktné linedrni trend (y = 12,392x — 4,2157;
R?=0,998). Pfi kultivaci SRSE po dobu 35 dnii byla linea-
rita zachovana pfi parametrech rovnice piimky: y
9,0561x — 6,0197, R* = 0,9833. Bylo zjisténo, ze hmotnost
SRSE v porovnani s jejich plochou roste rychleji, a to po
celou dobu kultivace (smérnice jejich ptimek se od sebe
1i§1). Pozorované rozdily jsou pravdépodobné zplsobeny
rastem SRSE do vysky, coz analyzou obrazu nelze zachy-
tit. Déle byla metoda analyzy obrazu porovnana s aktivi-
tou intracelularnich esteras, kterou lze rovnéz vyuzit pro
stanoveni ristu’®. Pro detekci esterasové aktivity byl jako
substrat vybran fluoresceindiacetat (FDA)*, ktery se piiso-
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Obr. 4. Spektrofluorimetricka detekce fluoresceinu; fluoresceindiacetat je esterasami hydrolyzovan na fluorescein, ktery pii pH>7,0
intenzivné fluoreskuje. Fluorescein poté 1ze spektrofluorimetricky detegovat ve viditelné oblasti svétla (excitace 490 nm/emise 514 nm)

benim esteras hydrolyzuje na fluorescein. Fluorescein poté
Ize detegovat spektrofluorimetricky ve viditelné oblasti
svétla (excitace 490 nm/emise 514 nm), viz 3D spektrum
fluoresceinu, které je ukazano na obr. 4. Podobné jako
u vaZeni byla riistova kiivka ziskand pomoci esterasové
aktivity ekvivalentni ristové kiivce ziskané analyzou obra-
Zu.

Stanoveni Zivotnosti bunék

Aby bylo mozné studovat plsobeni abiotickych ¢i
biotickych faktord na modelové kultury, je naprosto ne-
zbytné znat pocet zivych bunck. Pro stanoveni Zivotnosti
bylo vyvinuto né€kolik rozli¢nych, vétSinou kvalitativnich,
metod. Nejcastéji se provadi tzv. ,,dye exclusion test®, pfi
kterém se vyuziva flourescen¢nich barviv propidium jodi-
du (PI) a fluoresceindiacetatu (FDA). Interpretace vysled-
ki této metody je ovSem v pripadé kultury RSE velmi
obtiznd. Nelze dost dobfe rozlisit a spocitat jednotlivé bun-
ky RSE a stanovit tak pfesné Zivotnost, jak je tomu mozné
u bunéfnych suspenzi, napf. tabaku. Tento problém je
mozné vytesSit vyuzitim analyzy obrazu, kdy pomoci pro-
gramu IMAGE — PRO lze vypocitat zastoupeni Cervené
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a zelen€ zbarvenych bunék, tedy bun¢k mrtvych a Zivych.
Fotografie embryi, kterd byla barvena PI/FDA a byla na-
sledné pouzita pro vypocet metodou IA, je zobrazena na
obr. 5a. Pfi sledovani Zivotnosti RSE smrku ovlivnénych
Cd-EDTA (50, 250 a 500 pM koncentrace v kultivaénim
médiu) byl pozorovan vyrazny pokles zivotnosti kultury
RSE. Jiz 250 pM Cd-EDTA vedlo k poklesu Zivotnosti na
polovinu, avSak koncentrace 500 uM Cd-EDTA usmrtila
asi 70 % z celkového poctu RSE (obr. 5b). Tento vysledek
potvrdilo i studium aktivity intracelularnich esteras
(obr. 5c¢).
Studium vlivu kadmia na RSE smrku
Tézké kovy jsou diky svym vlastnostem nebezpecny-
mi latkami ptitomnymi v Zivotnim prostiedi**™*. Jak jiz
bylo uvedeno vysSe, vhodnym nastrojem pro sledovani
ristu kultur RSE smrku se ukazala byt IA. Na obr. 6a,b je
ukézan vliv Cd-EDTA na jednotlivé SRSE smrku ztepilé-
ho 2/32 a smrku pichlavého PE 14. Ze zjisténych vysledki
1ze fici, ze se stoupajici koncentraci kadmia v kultivaénim
médiu klesal primérny ptirtstek SRSE. Jak je ze ziska-
nych experimentdlnich vysledkt zfejmé, Cd-EDTA piiso-
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Obr. 5. Sledovani Zivotnosti kultury ranych somatickych embryi smrku pichlavého pomoci fluorescence a enzymatické aktivity;
koncentrace kadmia (Cd-EDTA) v kultiva¢nim médiu 0, 50, 250 a 500 uM, 12 dnd kultivace. (a) Vliv Cd-EDTA na zivotnost RSE; dvo-
jité barveni fluorescenénimi barvivy. (b) Vypocet zivotnost RSE pomoci analyzy obrazu. (c) Stanoveni Zivotnosti pomoci aktivity intrace-
lularnich esteras
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Obr. 6. Vliv riiznych koncentraci kadmia (0, 50, 250 a 500 pM) na riist a obsah glutathionu ve shlucich ranych somatickych em-
bryi smrku ztepilého, klon 2/32, a smrku pichlavého, klon PE 14. (a) Vliv Cd-EDTA na rist SRSE klonu 2/32 a (b) klonu PE 14. (¢)
Mnozstvi glutathionu u klonu 2/32 a (d) klonu PE 14 ovlivnénych kadmiem. Vice podrobnosti naleznete v Obr. 5 a sekci ,,Materidly a

metody*
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dobfe pozorovatelné se vzrlstajicim casem kultiva-
ce a rostouci koncentraci Cd-EDTA (obr. 6a,b).
Z vysledki jasn¢ vyplyva, ze mezi jednotlivymi klony
smrku je velmi vyrazny rozdil. Tento fakt pravdépodobné
ukazuje na rliznou schopnost t&chto rostlin ziskat odolnost
na environmentalni zneCiSténi toxickymi slouceninami,
tedy selekéni vyhodu.

Jak je znamo, proti pfitomnosti t€zkych kovu se rost-
liny brani syntézou thiolovych sloucenin, jako jsou gluta-
thion a fytochelatiny™. Ke stanoveni thiolovych slouéenin
lze vyuzit rizné analytické metody’’*’. Pro studium
obsahu glutathionu bylo vyuzito elektroanalytické stanove-
ni pomoci adsorptivni pfenosové rozpoustéci diferencni
pulzni voltametrie (AdTS DPV) Brdi¢kovy reakce. Na
ziskanych voltamogramech byly pozorovany elektroche-
mické odezvy v podobé¢ signalii — Co;, RS,Co , Cat;, Cat,
a Cats. Signal Co, odpovidal redukci Co** na Co’ (~—1,0 V),
signal oznacéeny jako RS,Co (~—1,0 V) odpovidal komple-
xu kobaltu s glutathionem (GSH) a dalsi tfi katalytické
piky Cat; (-1,2 V); Cat, (-1,3 V) a Caty (-1,4 V) (cit."**%®).
Redukéni signal kobaltu(Il), ktery je pozorovan v zaklad-
nim elektrolytu pfi potencialu —1,2 V, se posouva v pfi-
tomnosti glutathionu smérem do pozitivnich potencialti.
Pozorované zmény signalu souvisi s interakci peptidu se
slozkami zakladniho elektrolytu za vzniku fady komplexi
pravdépodobné i RS,Co (cit.”’). Obsah thiolovych slouce-
nin ve SRSE roste se zvySujici se koncentraci tézkého
kovu v kultivacnim médiu a s dobou kultivace. Produkce
glutathionu byla u obou zkoumanych klonti podobna.
U kontrolnich variant bez kadmia bylo zji§t€no pfiblizné
18 ng glutathionu na Img svézi hmotnosti kultury. S ros-
touci koncentraci chelatu kadmia (Cd-EDTA) a dobou
kultivace se zvy3oval obsah glutathionu a7 na 148 ng mg™'
u klonu 2/32, resp. 158 ng mg' u klonu PE 14 (obr. 6¢,d).
Vzestup hladiny glutathionu souvisi s vyraznou toxicitou
kadmia, coZ dokazuji také ristové charakteristiky kultur,
kde je dobfe patrna inhibice jejich rdstu vlivem kadmia
(obr. 6a,b). Jak je ze ziskanych dat zfejmé, schopnost RSE
prezivat v prostfedi s vysokymi obsahy Cd-EDTA zcela
jisté souvisi s aktivaci detoxikacnich mechanismi vycha-
zejicich z glutathionu™ ',

Zavér

Pro zjiSténi rastovych charakteristik bylo vyuZzito
originalni metodiky analyzy obrazu, kterou lze Gspésné
sledovat rtst a zivotnost kultury a je tak dalsi alternativou
pro sledovani kultur v podminkach in vitro. Navic pomoci
elektroanalytickych technik byl studovan obsah glutathio-
nu u SRSE. Pozorované hladiny glutathionu vyrazné
vzrustaji a mohou tak souviset s odolnosti rostlin na envi-
ronmentalni znecisténi. Navic uvedeného postupu by bylo
zcela jisté mozné vyuzit jako jednoduchého bioindikatoru
zneCisténi prostiedi predev§im tézkymi kovy, ptiCemz
ziskané vysledky by mohly umoznit navrzeni novych ge-
netickych modifikaci rostlin®.
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Seznam zkratek

AdTS DPV adsorptivni prenosova rozpoustéci dife-
rencni pulzni voltametrie

CCD-kamera ,,charge-coupled device” kamera

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiaminotetraoctova

FDA fluoresceindiacetat

GSH redukovany glutathion

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

1A ,image analysis®, analyza obrazu

PI propidium jodid

RSE rané somatické embryo

SRSE shluk ranych somatickych embryi

Prace na tomto prispévku byla financovana grantem:
GACR 525/04/P132, IGA MZ 14/8666-3 a Vyzkumnym
centrem 1M06030.
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Introduction

Image analysis (IA) of plant structures is technique,
which enables us to quantify growth and morphological
changes. IA is a non-destructive, sterile and simple
method.

Material and methods

We utilized CCD-camera, and GRAB-IT and Image-
Pro software to digitalize of the images. CCD-camera de-
termined the area of the clusters with deviation of 0.31 %
(n=10). TIA was utilized for determination of growth of
early somatic embryos (ESEs) of spruce. Moreover, IA in
connection with double staining can be used for the deter-
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mination of viability of the culture. These techniques have
been utilized for investigation of the influence of Cd-
EDTA (50, 250 and 500 pmol 1™") on spruce cultures for
twelve days.

Laboratorni pfistroje a postupy

Conclusion

We found out that increase in cluster area decreased
and number of dead cells increased with elevating concen-
tration of cadmium and time of treatment. Glutathione
content has been studied by means of adsorptive transfer
stripping differential pulse voltammetry Brdicka reaction.
We observed that the content of glutathione was nine times
higher in ESEs treated by Cd-EDTA (500 pmol 1) after
twelve days in comparison with control ones.
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