Kalusové kultury
6.

Indukce a jejich vyuziti
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Definice kalusu

kalus je tvoren
amorfni hmotou
madlo organizovanych
tenkosténnych,
parenchymatickych
bunek

Debergh et al.

http://users.ugent.be/~pdebergh/call_p1.htm



Fenotyp bunék kalust

tabak Nicotiana tabacum cv. Xantha mrkev Daucus carota ssp. carota



Iniciace kalusu

Tvorba kalusu muze byt
vyvoldna poranénim stonkd
nebo korend.

Takova ..,ochrannd” odpovéd’
na poranéni byla pozorovdna
u vSech skupin Zijicich rostlin

Bunécné déleni je aktivovadno
jako vysledek zmén endogenni rdnovy kalus na kmeni
rovnovdhy fytohormond. stromu Erythrina

+ mechanické poskozeni
- invaze mikroorganismu

*  napadeni hmyzem Debergh et al.
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Indukce kalusu na stonku byliny
(N. tabacum L.)

Tacchini a Walbot
1987

po infekci bakteriemi Agrobacterium tumefaciens vyvolana
pusobenim bakteridlnich genl pro biosyntézu auxinu a cytokininu

nadory krcku klicnich rostlin = ,crown-gall callus”



Puvod kalusu

vznika proliferaci bunék z materského pletiva

je iniciovdn umisténim explantdtt na médium, které
podporuje déleni a rist bunek

hormony nebo ristové requldtory (auxiny) méni
metabolismus bunék, které jsou v klidu na buriky délici se

muZe vznikat z riznych pletiv:

kalus vznikajici kalus vznikajici kalus vznikajici
z pletiva cévnich z pletiv korene na embryu

svazki listu Debergh et al.



Stadia zalozeni kalusu in vitro

* indukce
* bunééné déleni
 diferenciace

Debergh et al.



1. stadium - indukce tvorby kalusu

bunky se dediferencuji a pripravuji na déleni

tvorba kalusu na segmentu listu
v blizkosti cévniho svazku

u vétsiny taxont (rostliny dvoudélozné,
jednodélozné, nahosemenné, kapradiny
i mechorosty) - relativné snadna

pletiva mnohych orgdnt maji vlastni
potencial pro déleni bunék na vhodném
médiu

nekterd pletiva (napr. meristémy -
kambium) - Iépe disponovana pro rychlé
déleni bunék nez pletiva bunék
diferencovanych (jsou jiz kompetentni)
- nemusi se dediferencovat

Debergh et al.



Iniciace kalogeneze
= indukce tvorby kalusu

auxiny
2,4-D
picloram



Iniciace kalusu ze segmentu korene mrkve
Reinert and Yeomann (1981)

P - phloem
e —— cambium
4 xylem
A — cortex

explant




2. stadium - bunécéné déleni

aktivni déleni bunéek vraci
somatické bunky

do meristematickéeho
dediferencovaného stavu

neorganogenni kalus -
produkce sekundarnich
metabolitu




3. stadium - diferenciace =
organogeneze nebo somaticka embryogeneze

v kalusovém pletivu postupne
diferencuji organy:
organogenni kalus:
pryty
koreny
embryogenni kalus:
somatickd embrya

castéji zacinaji probihat reakce
drah sekundarniho metabolismu




Typy kalust - podle struktury

Kalusy mohou mit strukturu:

*  pevnou = tvorené bunkami se silné lignifikovanymi sténami - zpravidla
pomalu rostouci kalusy
shadno se rozpadajici na malé fragmenty (.friable callus®) - rychle
rostouci kalusy

lignif. kalus Gloriosa  rozpadavy kalus Gloriosa  rozpadavy kalus Vinca



Prima a neprima morfogeneze in vitro
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Diferenciace bunek kalusu

kalusové kultury jsou vyznacné pozoruhodnou variabilitou
typl bunécné diferenciace

homogenni kalus tvoreny pouze parenchymatickymi burikami
se vyskytuje pouze zridka

cytodiferenciace vede ke tvorbé trachedlnich elementd,
sitkovych elementt, suberinizovanych bunék, Zlaznatych
bunék a trichomd.



Diferenciace meristematickych bunék
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Diferenciace bunék v kalusu

kalus na rezu hypokotylu Arabidopsis



Diferenciace meristematickych bunék

mald oblast délicich se bunék meristemoidt hebo nodult cév
se mlze stdt centrem pro tvorbu:

A. prytovych pupent

B. korenovych primordii

C. somatickych embryi



Somaticka embrya v kalusové kulture
Daucus carota ssp.carota

globuldarni somatickd embrya srd¢ité somatické embryo
v kalusové kulture v kalusové kulture



Kalus iniciovany z kambialnich segmentt
korene mrkve se somatickymi embryi

kalogeneze a jeho udrZovani: MS s 0.1 mg/l 2,4-D
indukce SE: MS bez auxinu



Morfologie bunék suspenzi
a jejich viabilita

fluorescein diacetat (FDA)

= substrdt pro esterdzy, které
jsou aktivni pouze v burikdch

s neposkozenou plazmatickou
membradnou

esterdzy hydrolyzuji FDA a tak
se uvolni fluorescein, ktery

v modrém svétle vyzaruje
Zlutozelenou fluoreccenci

http://users.ugent.be/~pdebergh/cal .htm



Bunky kalusu mrkve
Daucus carota ssp. carota
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Nomarského diferencidlni fluorescence Zivych bunék
interferencni kontrast (DIC) po inkubaci s FDA



Kalusy = geneticka nestabilita

Kalusové kultury jsou
charakteristické
genetickou nestabilitou
Takto mohou vznikat
fenotypové rozdily

v jedné kulture.

variace mohou mit
zdaklad
» epigeneticky
» geneticky

http://users.ugent.be/~pdebergh/cal htm



Epigenetické zmény

= jakdkoliv zmény fenotypu, kterd nejsou vysledkem

zmeény DNA (selektivni genova exprese)

Tyto zmény jsou nedédicné, tj. nedochdzi k prenosu
zmeén na meiotické potomstvo, ale jsou stabilni a jsou
prendseny z jedné bunécné generace na generaci

dalsi vegetativné.

(napr. habituace na cytokinin).



Genetické zmény

= chromosomové aberace, jaderna fragmentace a
endoreduplikace (vede k polyploidii)

Cetnost téchto abnormalit obvykle vzriistd s
rostoucim starim kultury. Kultiva¢ni podminky
mohou pusobit selektivné.

Urcité aneuploidni nebo polyploidni buriky mohou
ziskat vyhodu v rychlosti déleni nad normadlnimi
bufikami a mohou proliferovat rychleji.



Pasazovani kalusu

Po urcité periodé kultivace je
nezbytné pasazovat kalus na
c¢erstvé médium, vzhledem

k vyCerpani esencidlnich Zivin
a vysychani gelu.

Metabolity vylu¢ované kalusem

se mohou v mediu akumulovat
az ha toxickou Uroven.

Pasazovany kalus musi byt
dostatecné velky, aby byl
zajistén obnoveny rist po
prenosu na ¢erstvé médium.

Pasdze se provddéji pravidelné
kazdé 3 az 6 tydnd.
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Vyuziti kalusové kultury pro
transformace

biolisticka transformace trav (nejsou citlivé na Aaqrobacfer/um) =
marker transformace = gen uidA pro B-glukuronidazu

dc¢innost transformace
demonstrovand expresi
aktivity enzymu
B—glukuronidazy

prokdzadna indigogenni
histochemickou reakci

kalus valecky Brachypodium

www.aber.ac.uk/plantpathol/brachytransform.htm.



Schéma bioreaktoru
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Bioreaktor s hydrodynamickym promichdvanim

Unlike the traditional spinner system where Jina varianta kultivace

oxygen transfer is limited by air-liquid suspenze v tekutém médiu
surface, WaveBioreactor has no limitation.

nafouknuté plastické sacky
tvori kultivaéni komoru

vinéni vytvdrené houpdnim:
a) zvétsuje povrch rozhrani
vzduch - tekutina pro prenos
kysliku

b) zabrariuje sedimentaci
bunék




