Zakladni podminky
kultivace /n vitro

PoZadavky na vybaveni laboratore
Zivha média



Zakladni podminky kultivace
in vifro

asepticka kultura
mmm)> nuthost sterilizace a desinfekce
vhodnd vyZiva explantdty === Zivnd média
vhodné fyzikdlni podminky
- osvétleni
- teplota

- koncentrace plyni

vlhkost vzduchu



Sterilizace a desinfekce

A. Fyzikalni
- mechanicka a elektrostaticka

vzduch oékovacich boxu (lamindrni, 2. trida)
filtrace termolabilnich latek - filtry:
sklenéné (frity G5, S4)

membranové (Seitz, Millipore, Sartorius)
0,22mm

» UV zdreni (kultivacni mistnosti, boxy)

* teplota
suché nebo vlhké teplo



Ockovaci boxy

lamindrni proudéni vzduchu do pracovniho prostoru pres
filtry:
predfiltry
HEPA-filtry (,High Efficiency Particulate Air")
horizontalni proudéni
FATRAN (Slovensko)
GELAIRE (Ttdlie)
- vertikdlni proudeéni
UNIFLOW (z Kolina/n. R.)
HOLTEN (Némecko) AURA (Italie) A2



Vitro Centre International, Nizozemi

horizontalni proudéni filtrovaného vzduchu (Fatran, Gelaire)
chrani materidl, ale ne pracovnika a prostredi



Ockovaci box 1. bezpeénostni tFida
(lepsi digestor)

HEPA-filtr = ,High Efficiency Particulate Air"

Class 1 Exhaust

o HEPA-filter

box nezajist'uje podminky pro sterilni praci
chradni jen Zivotni prostredi



Ockovaci box 2. bezpecnostni trida

Exhaust air

' Ventilator

Laminar
: flow
= /

AURA, Holten - je mozné pracovat i s GMO
= ochrana materidlu, pracovnika i prostredi



Ockovaci box 3. bezpecnostni trida

1
E.EE:;“T—
|
i
F
i
]
|
i
|

T 1T P e e e R L I S PR A Ty

LRSI

uziti pro prdci s vysoce infekcnimi, toxickymi nebo
radioaktivnimi materidly apod.



Velikost filtrem zadrzenych castic < O,1um

Mechanismy zadrzeni ¢dstic

1. efekt sita = velkée castice

2. mensi Castice = >

inertni k proudéni

‘ = vlakna filtru

3. nejmensi Castice =
Browntv pohyb




Sterilizace teplem

suché teplo - horkovzdu$né susdarny sklo
120 - 170°C - kahan

e e , nastroje
- sterilizacni pristroj

vihké teplo voda, Zivnd média, roztoky, filtracni papir

nhormalni tlak

- zavarovaci hrnec
- Kochtv sterilacni pristroj vodou chlazeny plast’

zvydeny tlak - tlakovy hrnec

— au-l-oklév 100kPG, 1210C



Sterilizace pri zvySeném tlaku
vztah mezi teplotou a tlakem

°C 115 120 134 143

kPa 70 100 200 300

(autoklav Chirana, PS 20)




Minimadlni doba pro sterilizace medii
v autoklavu (katalog Sigma)

objem meédia doba teplota
/ml/ /min/ /°C/
20 - 50 20 121
50 - 500 25 121
500 - 5 000 35 121
prazdné sklo 30 130
filtr. papir




Zmény v mediu pri autoklavovani
(Pierik 1987)

* shizovanipHo00,3-0,5

- $tépeni sacharézy =—>  glukdza a fruktéza

+ pri dlouhé dobé =—> precipitace soli
depolymerace agaru
* rozklad termolabilnich Idtek

zeatin, GA, etylén kolchicin

antibiotika rostlinné extrakty



Sterilizace a desinfekce

B. Chemicka
Oxidace - latky uvolfujici:
a) kyslik (H,O,, Persteril)
b) element. halogeny (chlorové vapno, chlornany
Chloramin B, SAVO, Ajatin, Decidin)
Koagulace bilkovin ionty kovi - Hg, Sn, Ag
Sublimat HgCl,, Famosept SPOFA
Detergencia - sniZeni povrch. napéti, smdceni
hydrofdobnich povrchlu a poskozeni membran

(70% EtOH, Citowet, Tween, Triton-X100,
Jar)



Zivna média

sloseni prirozena — umela

konzistence tekuta ztuzena

zplsoby kultivace




Fyzikalni podminky kultivace

. intenzita, vinova délka, fotoperioda
osvetleni <

tTma

teplota < konstantni =P klimatizace
kolisava (den x noc)

koncentrace plynu: CO,, etylén

\ tésnost uzavirani

kultivaénich nadob
vlhkost vzduchu ~



RUzné mozZnosti kultivace /in vitro

horizontdlni
trepacky

pro kultivace v
tekutém médiu

Hark Orchideen GmbHC
Lipstaadt, Némecko
Katalog Duchefa

kultivacni regdly pro kultury rotaéni kultivaéni systém
ha agarem ztuzeném mediu pro kultivace v tekutém médiu



istnost

i kultivaéni m

éni

Komer

’
|

InVitro, Nizozem
z katologu Duchefa



Kultivacni nadoby s ventilaci

vicka na plastové krabicky na jedno pouziti
se speciélni membrdnou sterilizace y zarenim
propustnou pro plyny

kultivacni sacky se
specidlni membranou
propustnou pro plyny
(Sun bag, Sigma)
plvodné pro kultivaci hub

velikost pért 0.02 pm,
autokldvovatelny



Polypropylenova membrana (mustek)

Magenta box

tekuté médium

podle katalogu Sigma



Bioreaktory laboratorni

objem
15 litra

objem
80 litrd




RITA® - obcasné zaplavovany systém

, . v Faze 1 - nejdelsi trvani,
Faze 4 - cyklus konci A pletiva bez imerze médiem
ukoncenim pretlaku i
medium stéka do %
spodni ¢asti nadoby _ *

Faze 2 - zaéina imerze,
médiem, tlak vzduchu,
ktery vstupuje pres
filtr, vytlacuje tekuté
www.vitropic.fr Faze 3 - vyména vzduchu médium k explantatim
uvnitr reaktoru

® Airpump

Y Solencid vaive

C{\r’ Bacterial air vent



Bioreaktory produkcni

v roce 2005 nejvétsi
automaticky provzdusniovany
bioreaktor pro péstovani
rostlinnych bunék a orgdnt
na sveté

pracovni objem kazdého
tanku 20 000 | (20 tun)
celkovy objem 160 000 |
(160 tun)

Foto: Sung Ho Son
VitroSys Inc., Korea



Povrchova desinfekce semen

Uzavreni semen do epruvety nebo gazy

1. roztok: 50 ml sterilni destil. vody 1 minuta
50 ml 96% EtOH
10 ml 30% peroxidu vodiku

Oplach sterilni destil. vodou
2. roztok 20% SAVO (v/v) 15 - 20 minut
3x oplach sterilni destil. vodou vzdy 3 - 5 minut

Vysev na Petriho misky
bunic¢ita vata, sklenéné perly + voda, médium



Nicotiana tabacum L. - vysev semen

heterozygotni 1-3AI-7

¢ heterozygotni 1-3AI-7
ha MS médiu bez MTX

na MS médiu s MTX

kontrola SR1
na MS médiu s MTX






Slozeni zivnych meédii
kultury jsou vétsinou heterotrofni
anorganické slouceniny (mineralni vyziva)

makroelementy: N, P, K, Ca, Mg, S
mikroelementy: Fe, B, Cu, Mn, Ni, Co, I,

organické slouceniny (organickd vyziva)

zdroje organického uhliku: mono- a disacharidy (sacharéza)
zdroje organického dusiku: aminokyseliny, polyaminy
vitaminy
inositol (cyklicky Sestisytny alkohol)
rustové requlatory (hlavné auxiny a cytokininy,
drive prirodni ldatky)

ztuZzovani meédii (agar, Gelrite®)

regulace pH (MES, PIPES)



Makroelementy

N, P, K, Ca, Mg, S
- dulezité jak kationty, tak anionty
» Zivnd média obsahuji rddové mM koncentrace

Gamborg et Phillips (1995):

anorganicky dusik a draslik alespon 30mM
NO3- K~

amonné soli NH#%* 2-20 mM
sulfaty, fosfaty, vdpnik a horcik 1-3 mM

S0,%- PO,3- Ca?* Mg?*



Dusik

Hlavni slozkou vsech médii je anorganicky dusik,
pouzivd se ve dvou formdch:
* nitraty
* amonné ionty

KNO,, NH,NO,, Ca(NO,),.4H,0



Dusi¢nany (nitraty)

* mohou byt transportovany xylémem do jinych cdasti
rostliny, kde probiha jejich asimilace

* nemohou byt pouzity k syntéze organickych molekul
primo, ale musi byt postupné redukovdny (ve dvou
krocich) - napred na dusitany a pak az na amonné
lonty

* mohou byt skladovany ve vakuoldch bunék a plni

duleZitou funkci osmoregulace a rovnovahy mezi
kationty a anionty.



Asimilace dusiku

1. krok - konverze nitratu na nitrit

nitratreduktaza (v cytoplazmé) katalyzuje prenos e- z NADPH
FAD ——» cytochrom Fe (IT / IIT) —>
— Mo (V/VI) —> NO; -/ NO,-

2. krok - redukce nitritu na ¢pavek
nitritreduktaza (v plastidech) katalyzuje redukci

NOZ- E— NH3

elektrony pro tuto redukci se ziskdvaji ve fotosystému I
prenasecem je feredoxin



Amonné ionty

- volny ¢pavek nebo amonné ionty jsou pro rostliny

toxické i v nizkych koncentracich (inhibice tvorby
ATP)

+ jsou rychle prevadény na nizkomolekularni
organické slouceniny (glutamin, glutamat,
asparagin, arginin, alantoin...)

» skladovdni v korenech rostlin a zdsobnich orgdnech



Fosfor
+ je prijiman jako dihydrogenfosforecnan

- muze byt pritomen v rostlinach jako anorganicky

fosfat (Pi), po vstupu do cytoplazmy je rychle
esterifikovan na ATP

* je nezbytny:
- pro stavbu DNA, RNA, fosfolipidi biomembrdn

- pro energeticky metabolismus - energie uvolnénd
glykolyzou nebo ziskana fotosyntézou nebo
oxidativni fosforylaci se uklddd do ATP a mize
byt pozdéji uvoliovana hydrolyzou na ADP a Pi



Draslik

* md velkou pohyblivost - jak na bunééné drovni, tak na
dlouhé vzdalenosti ve floému a xylému, je iontem
s nejvyssi koncentraci v burice (100 - 200 mM v cytopl.).

* vyznham pro osmoregulaci
+ funguje jako protivdha pti udrzovani optimalniho pH

- aktivuje mnoho enzymi (vazba K*indukuje konformaéni
zmény proteint), aktivuje membradny pro vazbu ATPaz



Vapnik

* vétsinou vazdn na bunééné stény (Ca pektaty) a
bunééné membrdny

- transport Ca?* floémem i z buriky do buriky je velmi
omezeny

» Ca? ovliviuje stabilitu bunééné membrany interakci
s fosfaty, karboxylovymi skupinami fosfolipidi a
proteind

» Ca vazebny protein kalmodulin - role v regulaci
intraceluldrni koncentrace Ca?*



Hordik

»velmi mobilni, schopny tvorit komplexy
*  je nezbytny pro
- pro ¢etné enzymatické reakce

- fotosyntéza, regulace pH a rovnovdhu iontt

- syntéza proteint (tvori mustek mezi podjednotkami
ribozému - pri jeho nedostatku se podjednotky
rozpadnou a proteosyntéza je zastavena)

- energeticky metabolismus



Mikroelementy

pouzivaji se mikromoldrni koncentrace
maji vyznam predevsim jako kofaktory

bor B
chlér, jod Cl, I
Zelezo Fe
kobalt Co
med’ Cu
mangan Mn
molybden Mo
zinek Zn

Fe ve formé cheldatu s EDTA nebo EDDHA



Organické slouceniny - ,vitaminy"

« B1 thiamin

- B6 pyridoxin
» kyselina nikotinova

(biotin, kyselina listovd, D, pantotenat vapenaty...)

- myo-inositol - stavebni jednotka inositolfosfatidi

role pri tvorbé a metabolismu membran, u rostlin i
jako fytinova kyselina = se 6 zbytky kys. fosforecné



Organické slouceniny uhliku
sacharidy

* metabolizovatelné cukry: zdroj organického uhliku
- sacharosa

- glukosa

- fruktosa

* nemetabolizovatelné cukry: zmény osmotické
hodnoty média

- manitol
- sorbitol



Organické slouceniny dusiku
aminokyseliny

- smesi

- kvasni¢ny hydrolyzat (.yeast extract”)
- hydrolyzat kaseinu (aminokyseliny mlé¢ného
- proteinu)

- Cisté aminokyseliny L-formy
L-glycin



Dusikaté organické slouceniny -
polyaminy

putrescin
spermidin
spermin

maji nejen funkci nutricni, ale hlavné reqgulacni:
1. podpora tvorby adventivnich korent
2. podpora tvorby pryta
3. podpora somatické embryogeneze



Rustové regulatory

rust stimulujici
- auxiny (NAA, IBA, 2,4-D, Picloram)
- cytokininy (kinetin, BAP, 2-iP, TDZ)
- gibereliny (GA3)

rust ihhibujici
- kyselina abscisova (ABA)



Ztuzovani medii

- agar - polysacharid extrahovany z riznych druht morskych
ras (Casto obsahuje velké mnozstvi soli)

» karagenan - polysacharidy z ruduch, po ochlazeni tvori
dvojity helix v pfitomnosti kationtl (Kappa typ tvofi gel
v pritomnosti K*, Tota typ geluje v pritomnosti Ca?* )

- Gelrite® - prirodni anionicky polysacharid produkovany
mikrobidlni fermentaci (glukosa, glukuron. kyselina, glukosa
a rhamnosa). Poskytuje pevny prihledny gel v pritomnosti
Mg?* , Ca?* . Pouziva se v polovicni koncentraci ve srovnani
s agarem.

+alginat sodny - smés polyuronovych kyselin, extrahovdn z
hnédych ras. Tvori zastudena gely rozpustné vodou, geluje
v pritomnosti Ca?*



Plant Biotechnology - Sigma Aldrich

http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Life_Science
/Plant_Biotechnology/Tissue_Culture_Protocols.html

The Plant Tissue Culture Protocols are part of
Sigma's growing offer in Plant Biotechnology.

Media Preparation
Media Formulation
Sterilization Techniques
Storage



Plant Biotechnology - Sigma Aldrich

Plant Tissue Culture Protocols

Antibiotics Classic Plant Media
Gelling Agents Iron Chelate Solution
Murashige and Skoog Media Variations  Orchid Culture Media

Phycology and Aquatic Plant Media Plant Growth Regulators
Plant Pathology Media Plant Tissue Culture Media
Silver Thiosulfate Solution Sterilization of Culture
Media

Sunbag Vessels Vitamin Mixtures

Surface Sterilization of Plant Explants and Orchid Seed



Nejcastéji pouzivand média

* Murashige et Skoog (1962) MS

» Gamborg, Miller et Ojima (1968) B5

+ Schenk et Hildebrandt (1972) SH

- White (1963)

* Nitsch (1951), Nitsch et Nitsch (1967)

* Lloyd et McCown (1981) WPM
* Kao et Michayluk (1975)

* Chu (1975) N6

http://www.hos.ufl.edu/mooreweb/TissueCulture/tcclass.htm



Murashige - Skoogovo zakladni médium (1962)

Inorganics (mg/L) M 0404

- Potassium nitrate 1900.0
Sodium nitrate 1751.0
Ammonium nitrate 1650.0
Magnesium sulphate 180.7
Potassium phosphate monobasic 170.0
Calcium chloride anhydrous 332.2
Na,-EDTA 37.26
Ferrous sulphate -+ 7H20 27.8
Cobalt chloride - 6H,0 0.025
Cupric sulphate -5H,0 0.025
Boric acid 6.2
Manganese sulphate + H,O 16.9
Molybdic acid (sodium salt) + 2H,0 0.25
Potassium iodide 0.83

Zinc sulphate - 7H,0 8.6



Vitaminy podle Gamborga (B5)

Organics (mg/L) M 0404
* myo-Inositol 100.0
 Nicotinic acid (free acid) 1.0

* Pyridoxine - HCI 1.0

» Thiamine * HCI 10.0



Priprava zivného média (1 1)
6.5 g agaru vsypeme do 300 ml destilované vody v

SIMAX ldhvi a rozvarime v autoklavu.

Do Erlenmeyerovy bafiky odmérime 500 ml
destilované vody.

Pridame koncentraty makroelementi (100 ml),
mikroelementt (10ml) a cheldt Zeleza (5 ml).

Pridame vitaminy (1 ml zamrazené smeési).
Navazime 100 mg inositolu.

Navazime 20 g sacharadzy.



/.

10.

Priprava zivného média (1 1)

Podle potreby doplnime dalsi latky jako aktivni
uhli, ristové reguldatory a pod.

Slijeme rozvareny agar s roztokem v EM batice a
doplnime v odmérném vdlci na 1000 ml.

Pomoci Phan papirki zmérime pH a upravime na
5,7 pomoci 0,1 M KOH nebo 0,1 M HCI.

Médium dobre promichdme prelévanim z vdlce do

EM bariky a rozlijeme asi po 40 ml do kultivacnich
nadob.



11.

12.

13.

Priprava zivného média (1 1)

Kultivacni nadoby s médiem uzavreme vhodnym
uzdvérem

Ndsledujici den sterilizujeme pri 121°C v autoklavu
po dobu 20 minut

Kratkodobé média uchovavame pri laboratorni
teploté, pri skladovani po delsi dobu pouzivame
lednici

pri kultivaci v Petriho miskach rozlévaime médium sterilné
v ockovacim boxu az po sterilizaci



