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ABSTRACT

Somatic embryogenenesis is a powerful tool for improvement of forest trees and is considered to be the in vitro plant propagation system
for conifers. The process of somatic embryogenesis in Norway spruce (Picea abies (L.) KARST.) can be divided into periods characterized
by the different degree of embryonic tissue differentiation. Contents of free polyamines: putrescine, spermidine and spermine were determined in diffe-
rent developmental stages of hurst ecotype of Norway spruce (Picea abies [L.] KARST.) somatic embryos: after 4 weeks of the growth of the embryoge-
nic tissue on proliferation medium, after 2 and 5 weeks of the culturing on maturation medium, after 1 and 2 weeks in the course of desiccation phase.
Maturation of somatic embryos was accompanied by increase of concentration of polyamines. Ivory-coloured torpedo stage embryos after 5 weeks
on maturation medium with not yet well developed cotyledons contained the highest level of spermidine. Two weeks after desiccation the concentration
of spermidine and putrescine decreased, whereas the content of spermine significantly increased. During the desiccation phase the radicles of embry-
os with well-developed cotyledons started changing its colour to the red. Mainly these embryos converted into plantlets. To improve the efficiency

of somatic embryogenesis of less responsive genotypes the potential application of polyamines into the growth medium is discussed.
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uvoD

Metoda somatické embryogeneze piedstavuje efektivni zptisob
mikropropagace lesnich dievin vhodny zejména pro jehlicnany.
Haccius (1978) definoval somatickou embryogenezi jako proces
vytvafeni bipolarniho embrya ze somatického pletiva. Somaticka
embrya podobné jako zygoticka jsou samostatnym objektem vzni-
kajicim z jedné buniky a nemaji spolecné cévni svazky s matef-
skym pletivem. Dalsi in vitro vyvin somatického embrya se velmi
podoba zygotické embryogenezi (PIERIK 1987). Pfi nastaveni opti-
malnich kultiva¢nich podminek, kdy je v explantatovych kulturach
odstranén vliv fyziologickych procest celistvé rostliny, dochazi
k nasobnému zvySeni poctu embryi (PROCHAZKA et al. 1998).
K hromadnému namnozeni klont jehli¢natych dievin je mozné uzit
systém bioreaktoru, kdy v kontrolovanych podminkach lze ziskat
na litr tekutého média nékolik tisic embryi (PILATE et al. 2002).

Somatickd embryogeneze predstavuje perspektivni metodu
reprodukce obzvlasté pro smrk ztepily (Picea abies (L.) KARST.),
(BOENMAN 1985, HAKMAN et al. 1985, ATTREE et FOWKE 1993, CHA-
LUPA 1985, CHALUPA et al. 1990, MALA 1991), kdy se podatilo soma-
ticka embrya zregenerovat v kompletni rostliny. Proces somatické
embryogeneze probiha v nekolika vyvojovych stadiich charakteri-
zovanych rozdilnym stupném embryogenni diferenciace: indukce
embryogenniho pletiva, proliferace embryogennich kultur, zrani
zakoncené konverzi vyvinutych somatickych embryi v kompletni
rostliny. Sir§imu uplatnéni somatické embryogeneze v praxi vsak
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brani nizké procento piezivajicich rostlin vyklicenych ze somatic-
kych embryi (ATTREE, FOWKE 1993).

Embryogenni pletivo je indukovano pfedev§im ptisobenim fyto-
hormonti na zrald nebo nezrald zygoticka embrya. CHALUPA (1985)
uvadi, ze zakladani embryogennich kultur z nezralych zygotic-
kych embryi iniciuje vy$si podil embryogenniho pletiva, stanovit
vSak optimalni zralost SiSek neni jednoduché. Indukce a navazuji-
ci proliferaéni faze vyzaduji z fytohormont auxiny a cytokininy,
k navozeni zrani somatickych embryi se vyuziva kyselina abscisova
(ATTREE et al. 1991). Vyvoj embryi a jejich konverze v komplet-
ni vypéstky je ovliviiovan nejen koncentraci a vzajemnymi poméry
rustovych latek dodanych do kultivaéniho média, ale téZ obsahem
endogennich fytohormont. Zmény obsahu endogennich hormont
(indolyl-3-octové kyseliny, abscisové kyseliny a etylenu) v pri-
béhu vyvoje somatickych embryi u smrku sledoval VAGNER et al.
(2005). Bylo zjisténo, Zze krom¢ klicové role auxint a cytokinind
hraji velmi dilezitou funkei pfi diferenciaénim procesu také poly-
aminy. Jedna se o latky s rustové regulacni aktivitou, vyznamné
pro normalni bunéény rist, které se uplatiiuji i v regulaci somatické
a zygotické embryogeneze (KONG et al. 1998, SILVEIRA et al. 2004).
Polyaminy se ucastni Sirokého spektra fyziologickych pochodd
spojenych s bunéénym délenim, ristem a diferenciaci rostlinnych
putrescin, spermidin a spermin.

O mechanismu uéinku polyamint na somatickou embryogenezi
u smrku ztepilého neni zatim pfili§ mnoho znamo. Vychozim rost-
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Tab. 1.

Obsah putrescinu, spermidinu a sperminu v embryogennich kulturach smrku ztepilého kultivovanych 4 tydny na prolifera¢nim médiu, 2 tydny
na maturac¢nim médiu, u zralych somatickych embryi po 5 tydnech na maturaénim médiu a ve vyvinutych embryich po 1 a 2tydenni desikaci.
V tabulce jsou uvedeny prumérné hodnoty + smérodatna odchylka ze tii opakovani.

Contents of putrescine, spermidine and spermine in Norway spruce embryogenic culture growing 4 weeks on proliferation medium, 2 weeks
on maturation medium, in mature somatic embryos after 5 weeks on maturation medium and in embryos in the course of desiccation

(after 1 and 2 weeks). Mean values = SD of 3 replicates are presented.

Putrescin/Putrescine

Spermidin/Spermidine Spermin/Spermine

Polyaminy/Polyamines

nmol.g"!' suché hmoty/
nmol.g"! dry matter

nmol.g' suché hmoty/
nmol.g"! dry matter

nmol.g! suché hmoty/
nmol.g"! dry matter

Embryogenni kultura po 4 tydnech na proliferacnim médiu/
Embryogenic culture, proliferation medium 4 weeks

Embryogenni kultura po 2 tydnech na matura¢nim médiu/
Embryogenic culture, maturation medium 2 weeks

Zrala somaticka embrya po 5 tydnech na matura¢nim médiu/
Mature embryos, maturation medium 5 weeks

Zrala embrya po 1 tydnu desikace/
Mature embryos, desiccation 1 week

Zrala embrya po 2 tydnech desikace/
Mature embryos, desiccation 2 weeks

12344+ 1122 1361,7 +139,5 302,3+ 26,5

1 850,5 + 185,2 2096,4 + 1993 392,4 + 40,1

2831,7 £254.,4 4 406,9+ 450,2 833,7+79,5
780,1 + 70,8 2 473,14+ 248,0 631,6 + 57,5
520,5 + 48,3 1972,5+ 188.4 1455,5+1352

linnym materialem této studie byly embryogenni kultury zalozené
z geneticky cennych jedincti chlumniho ekotypu smrku ztepilého.
V prubéhu vyvoje somatickych embryi byly sledovany endogen-
ni obsahy spermidinu, putrescinu a sperminu. Zji$téné poznatky
o koncentracich sledovanych polyamint v korelaci s vyvojovymi
stadii embryi bude mozné vyuzit ke zefektivnéni metody somatické
embryogeneze u méné responsibilnich klon smrku ztepilého.

MATERIAL A METODIKA

Indukce a proliferace somatické embryogeneze

Pro ziskani vychoziho rostlinného materialu byly sklizeny v polo-
viné Cervence nezralé $isky, rostouci ve vrcholovych partiich vybra-
nych jedinci (vysokych kolem 40 - 50 m, pfes 120 let starych)
chlumniho ekotypu smrku ztepilého v CHKO Labské piskovce
a NP Ceské Svycarsko. Ve vybéru donorovych jedinct pievazo-
valy rodi¢ovské stromy. Sbér se uskute¢nil na nékolika lokalitach,
aby se dosahlo zaloZeni sbirky embryogennich linii s vétsi genetic-
kou variabilitou. Sisky byly skladovany pti 4 °C a postupné zpra-
covany. Vylusténa semena byla sterilizovana v 1% roztoku NaClO
(Savo, Bochemie CR). Z nezralych semen byla extirpovana zygoticka
embrya, kterd byla pro odvozeni embryogennich linii posazena
na modifikované médium E (MALA et al. 1995). Zakladni komponen-
ty (makroelementy, mikroelementy, vitaminy) byly pfevzaty z média
GD (GurTA, DURZAN 1986), k nim byly pfidany cytokininy BAP
(6-benzylaminopurin) 0,5 mg.l"!, kinetin 0,5 mg.l!, auxin 2,4-D
(2,4-dichlorfenoxyoctva) 1,0 mg.l"' a médium bylo zpevnéno gelritem
2 g.I"" (gelrit i hormony od Sigma, Chemical Co.), pH bylo upraveno
na 5,8. Kultivace probihala v klimatizovanych podminkéach ve tmé
pii teploté 24 °C. Odvozené rostouci embryogenni linie byly evi-
dovany jako jednotlivé genotypy a byly pasazovany kazdé 4 tydny
na Cerstvé médium stejného slozeni za ucelem namnozeni embryo-
gennich kultur.

Zrani somatickych embryi

Za ucelem ziskat zrala somaticka embrya byly responsibilni
embryogenni linie postupné pieneseny na matura¢ni médium. Matu-
race probihala na médiu E, ale pro navozeni konverze byly hormo-
ny pouzité v médiu pro indukci a proliferaci nahrazeny kyselinou
abscisovou 8 mg.I"" (Sigma, Chemical Co.) a také byl pfidan poly-
etylen glykol 20 g.I'" (Sigma, Chemical Co.). Roztok kyseliny abs-
cisové byl vysterilizovan filtraci pfes membranovy filtr (Anotop 10
Plus, Whatman) a pfidan k ostatnim slozkdm média az po jejich
vyautoklavovani. Kultury byly kultivovany ve stejnych kultivaénich
podminkéch jako pii pfedchozich fazich somatické embryogeneze
a po tydnu piesazeny na Cerstvé médium. Po 2 tydnech byly embryo-
genni kultury pfesazeny na modifikované E médium obsahujici
auxin kyselinu indolyl-3-maselnou 0,1 mg.I"! (Sigma, Chemical Co.)
a opét bylo ptidano 20 g.1"! polyetylen glykolu. Kultivace probihala
v klimatizovanych podminkach pii teplot¢ 24 °C, 16hodinové
svételné fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité 30 pmol.m2.s'.
Po 3 tydnech byla somatickd embrya pro dokon¢eni konverze vysta-
vena desikaci.

Desikace

Embryogenni kultury s vyvinutymi somatickymi embryi byly
kultivovany 1 tyden ve tm¢ pii nizké teploté (4 °C). Pak byla soma-
tickd embrya oddélena od embryogenniho suspenzorového pletiva
a opatrné premisténa do otevienych Petriho misek, které byly
vlozeny do exsikatoru. Desikace probihala za postupného snizovani
vzdus$né vlhkosti, které bylo dosazeno pomoci nasycenych roztoku:
hydrofosfore¢nanu sodného 95% vlhkost, siranu zine¢natého 90%
vlhkost, siranu amonného 81% vlhkost, chlornanu sodného 75%
vlhkost. Exsikatory byly umistény v klimatizované mistnosti
pfi teploté 24 °C a 16hodinové svételné fotoperiodé. Po vyklice-
ni byla embrya pfemisténa do vysterilizovaného jemného perlitu
navlh¢eného nafedénym roztokem MS (MURASHIGE, SKOOG 1962)
v poméru 1 : 10.
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Analyzy polyamini

Embryogenni pletiva a somaticka embrya byla odebirana pro ana-
lyzy v péti intervalech jejich vyvoje: po Ctyfech tydnech kultivace
na proliferanim médiu, po dvou a péti tydnech kultivace na maturaénim
médiu, po jedno a dvoutydenni desikaci. Odebrané vzorky (200 mg Cer-
stvé hmoty) byly okamzit¢ zmrazeny v tekutém dusiku a do zpracovani
ulozeny v hluboko mrazicim boxu pfi -80 °C. Pfi zpracovani byla rost-
linna pletiva rozdrcena pomoci tekutého dusiku a pies noc extrahovana
pfi teploté 4 °C, v 5% roztoku kyseliny chloristé (na 100 mg pletiva 1 ml
5% kyseliny chloristé). Jako interni standard byl piidan 1,7-diaminohep-
tan. Extrakty byly centrifugovany 15 min. pti 21 000 g. Hladiny poly-
amind - putrescinu, spermidinu, sperminu - byly stanovovany pomoci
metody HPLC (High Performance Liquid Chromatography) podle autorQ
SLOCUM et al. (1989) v Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i.
Zjisténé hodnoty polyamint jsou uvedeny v tabulce a vyjadieny v nmol.
¢! suché hmoty embryogenniho pletiva.

Statisticka analyza

Pro ziskani dat byly uskutecnény dva nezavislé experimenty,
jejichz vysledky byly analogické. Vypocitané priméry a smérodatné
odchylky ze tii opakovani od kazdého experimentu jsou uvedeny
v tabulce 1. Pro statistickou analyzu zjisténych hodnot obsahu poly-
amint byl pouzit Student t-test.

VYSLEDKY A DISKUSE

Metodou HPLC byly stanoveny hladiny sledovanych poly-
aminl - putrescinu, spermidinu, sperminu v riznych fazich vyvo-
je embryogenni kultury (tab. 1). Namétené hodnoty jsou vyjadiené
v nmol.g"! suché hmoty embryogenniho pletiva. V prolifera¢ni fazi
embryogenni pletivo obsahovalo piiblizn¢ stejnou hladinu putres-
cinu a spermidinu, obsah sperminu byl podstatné nizs$i. Na matu-
racnim médiu doslo jiz po 2tydenni kultivaci k vyraznému navy-
Seni obsahu putrescinu a spermidinu, obsah sperminu se navysil
mirné, v embryogenni kultufe se formovala globularni a ¢astecné
polarizovana embrya. Podstatné zvySeni obsahu vSech tii polyamint
bylo zjisténo po Stydenni kultivaci na maturaénim médiu. V této fazi
byla jiz embrya odd¢lena od suspenzorového embryogenniho pletiva
a obsah spermidinu v nich zna¢n¢ ptevysoval nad obsahem putresci-
nu. Tvarové pievazovala embrya torpédovitého charakteru, slonoveé
zabarvena bez ztetelné vyvinutych kotyledonti (obr. 1). U embryi byl
zjistén 2,3krat vyssi obsah putrescinu, 3,2krat spermidinu a 2,7krat
sperminu v porovnani s obsahem téchto latek v embryogennim
pletivu v prolifera¢ni fazi. Po fazi maturace byla vyvinutd embrya
kultivovana jednotlivé a byla vystavena desikaci. Analyza obsahu
polyaminti po prvnim tydnu desikace ukazala vyznamny pokles hla-
diny vSech sledovanych polyamind. V druhém tydnu pokracoval po-
kles putrescinu a sperdiminu a naopak bylo pozorovano vyznamné
zvyseni sperminu, coz by mohlo byt zpiisobeno reakci na stresové
podminky desikace. V pribéhu 14denni desikace se u embryi zie-
teln¢ vyvinuly kotyledony a radikula, kterd u vyvijejicich se embryi
byla zbarvena do Cervena (obr. 2) a v kompletni rostliny konvertova-
la pouze embrya s ¢erven¢ zabarvenou kofenovou ¢asti.

Sledovanim obsahu polyamint v prib¢hu somatické embryoge-
neze se zabyvali n€kteti autofi, napi. SILVEIRA et al. (2004) uvadi,
ze u Pinus taeda bylo nejvyssi zastoupeni putrescinu, zatimco MINO-
CHA et al. (1999) u somatickych i zygotickych embryi Pinus radiata
zjistil vysokou hladinu spermidinu, pozitivné korelujiciho s jejich
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vyvojem, coz bylo potvrzeno v této praci i u somatickych embryi
Picea abies. Rovnéz u Picea rubens MINOCHA et al. (2004) deter-
minoval u embryogennich kultur ve fazi proliferace a maturace pie-
vladajici koncentraci spermidinu, avSak u pre-embryogennich kultur
pfevazovala koncentrace putrescinu. Pfi testovani dalSich rostlin
pii vyvoji somatickych embryi byl u mrkve sledovan vysoky obsah

spermidinu, ktery zna¢n¢ prevysoval nad putrescinem ve fazi torpé-
dovitych embryi (MENGOLI et al. 1989). Podobné byl vyskyt spermi-
dinu identifikovan v prib&hu vyvoje somatickych embryi v kulturach
Vigna aconitifolia (KAUR-SAWHNEY et al. 1985), Hevea brasilien-
sis (EL HADRAMI, D"AuUzZAC 1992) a ve stadiu globularnich embryi
v kulturach alfalfa (Medicago sativa) (CVIKROVA et al. 1999).

Obr. 1.

Embrya torpédovitého charakteru smrku ztepilého, slonové za-
barvena, po 5 tydnech kultivace na maturaénim médiu
Ivory-coloured torpedo stage embryos of Norway spruce after
5-week cultivation on maturation medium

Obr. 2.

Embrya s cervené zabarvenou radikulou, kterd se dale vyvijela
v kli¢ni rostliny, po 2 tydnech desika¢ni faze

The embryos with red coloured radicles which further developed
and converted into plantlets after 2 weeks of desiccation phase
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ZAVER

V pribéhu vyvoje somatickych embryi smrku ztepilého byly zjis-
tény pomoci metody HPLC zmény v obsahu sledovanych polyamint
a z dosazenych vysledkil vyplyva, Zze ménici se hladiny polyami-
nl koreluji s vyvojovymi stadii somatické embryogeneze, od ini-
ciace embryogenniho pletiva az po ziskéani kli¢icich rostlin. Vyuzi-
ti metody somatické embryogeneze pii mnozeni smrku ztepilého
v lesnické praxi brani nedofesené problémy pii konverzi somatic-
kych embryi zahrnujici faze maturace a kliceni. Vyzkum se zame-
fuje na studium regula¢nich ristovych latek, které maji zakladni
vliv na prib¢h somatické embryogeneze. Byla prokazana nezbytnost
dodani exogennich fytohormont pro efektivni somatickou embryo-
genezi. Dosazené vysledky potvrzuji i vyznamnou tlohu polyami-
nl ve vyvoji somatickych embryi a exogenné¢ dodavané polyaminy
by mohly ovliviiovat a zlepSovat indukci embryogenniho pletiva
a nasledny vyvoj somatickych embryi. KEVERS et al. (2000) potvrdi-
la produkci embryi u kultur Panax ginseng. V soucasnosti se studuji
moznosti optimalizace metodickych postupti somatické embryoge-
neze u mén¢ responsibilnich genotypti chlumniho ekotypu smrku
ztepilého.

Podékovani:
Ptispévek vznikl v ramci feSeni vyzkumného zadméru
¢. MZE0002070203 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QH82303.
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Cvrckova, Mala, Machova, Cvikrova: Vyvoj somatickych embryi chlumniho ekotypu smrku ztepilého
v souvislosti se zménami endogenniho obsahu spermidinu, putrescinu a sperminu

DEVELOPMENT OF SOMATIC EMBRYOS OF NORWAY SPRUCE HURST ECOTYPE
IN CONNECTION WITH CONTENT CHANGES OF SPERMIDINE, PUTRESCINE AND SPERMINE

SUMMARY

Embryogenic cultures were established from immature zygotic embryos of hurst ecotype of Norway spruce (Picea abies [L.] KARST.)
growing in Protected Landscape Area Labské piskovce and The Ceské Svycarsko National Park. Somatic embryogenesis is considered
as an advantageous technique for in vitro propagation of conifers. The development of embryos as well as their conversion into complete
plantlets is closely associated with changes in endogenous phytohormone levels. Beside the key roles of auxins and cytokinins, very impor-
tant function in differentiation processes belongs to polyamines. Three commonly polyamines occurring in plants are putrescine, spermidine
and spermine. The contents of putrescine, spermidine and spermine at different developmental stages of Norway spruce embryos were
determined by means of HPLC. During the growth of the embryogenic culture of Norway spruce on proliferation medium, embryogenic
tissue contained approximately equal putrescine and spermidine levels. The content of spermine at this stage was rather low. After 2 weeks
of culture on maturing medium, when the culture contained globular and partly polarized embryos, the increase in all three polyamines
was observed. Maturation of somatic embryos after 5 weeks was accompanied by increase of concentrations of putrescine (2.3 times),
spermidine (3.2 times) and spermine (2,7 times) in comparison with above mentioned polyamines in embryogenic tissue on proliferation
medium. At this stage the embryos could be separated from the remaining tissue. Ivory-coloured torpedo stage embryos with not yet
well developed cotyledons formed the major part of embryos. In the course of desiccation phase for 2 weeks cotyledons became clearly
developed and radicle parts changed their coloration and the embryos became biochemical mature. Only the embryos with red colou-
red radicle further developed and converted into plantlets. The analyses after 1 week of desiccation showed marked decrease in all three
polyamines contents. During the second week of desiccation further decrease in putrescine and spermidine occurred, on the contrary,
the level of spermine significantly increased. This increase could be interpreted as a non-specific response to desiccation stress. The studies
of the possibility of improving the method of somatic embryogenesis in a less responsive hurst ecotype of Norway spruce by exogenous
addition of polyamines are now in progress.
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