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Priklady kultur

Cyclamen Malus Lilium



Rostlinné explantaty

» zpocatku obor rostlinné fyziologie odliSujici se svou
vlastni metodologii

> pozdéji cetné aplikace v genetice a Slechtitelstvi

> v soucasnosti jsou zakladnou rostlinnych
biotechnologii

» maji vyuziti v molekularni biologii - mnozeni rostlin,
transformace, selekce...

pouzivaji k regulaci procest fytohormony a rustové regulatory



Co to jsou fytohormony?

rostlinny hormon = fytohormon

organicka sloucenina syntetizovand v jedné casti
rostliny, zpravidla translokovana do jiné casti,
kde ve velmi malé koncentraci zplsobuje
fyziologickou odpovéd’

(Salisbury a Ross 1985)

mohou mit dcinky stimulujici, ale i inhibujici



Co to jsou rustové regulatory?

organické slouceniny syntetizované chemicky, ktere
mohou byt rostlinnymi bunkami prijimany,
transportovany a zpusobuji podobnou fyziologickou

odpoved’ jako fytohormony.



5 skupin ,klasickych" fytohormont

*auxiny 4
+ cytokininy nékolik
- gibereliny mnoho
+ kyselina abscisova 1
- etylén 1

netradicni fytohormony

kyselina jasmonova
brassinosteroidy

polyaminy

oligosachariny

oligopeptidy

fenolické latky
strigolaktony, butenolidy...
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Definice termind

- explantdt je kazdy fragment zivého pletiva, cely
orgdn nebo soubor organu, ktery je vytrZen z
korelaénich vztahu celku a je péstovan v umélych

podminkach (Bauer 1939)

- ex plantare = pestovat mimo

in vitro = ve skle, v umélych podminkach

- asepticka kultura = bez infekce (bakterie, kvasinky,
plisné)

- axenicka kultura = kultura jednoho organismu

- tkdnova kultura = historicky pojem, preneseno z
oblasti fyziologie ZivoCichu




Olomouc 1984

Plant Tissue and Cel ure - Application toCrop

Improvement »Interty 1al Symposium-Olamoe v c
autl 24-29 mber 1984

T. Murashige Z. Sladky

Foto: M. Griga



Zakladni podminky kultivace
in vifro

- asepticka kultura

nutnost sterilizace a desinfekce
* vhodnd vyziva explantatu  Zivna média

- vhodné fyzikalni podminky

- osvétleni

- teplota

- koncentrace plyni

- vlhkost vzduchu



Kultivacni nadoby
sklo
novéji i plasty

zkumavky, zavarovaci lahve, Magenta boxy



Sterilizace a desinfekce

A. Fyzikalni
- mechanicka a elektrostaticka

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

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

- UV zareni (kultiva&ni mistnosti, boxy)

* teplota
suché nebo vlhké teplo



Ockovaci boxy

lamindrni proudéni vzduchu pres filtry:

Exhaust air

horizontalni - FATRAN
GELAIRE

vertikalni - UNIFLOW
GELAIRE




Slozeni zivnych medii I.
+ Anorganické slouceniny

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

Organické slouceniny

vitaminy: B1, B6, kys. nikotinova, kys. listova, biotin
aminokyseliny: smési nebo cisté

inositol

polyaminy: putrescin, spermin, spermidin...

aktivni uhli

prirodni latky: kokosové mléko, rostl. st'davy...



Slozeni zivnych médii IT.

+ Zdroj organického uhliku = sacharidy
mono- a disacharidy (sacharoza)
- Rustové regulatory

- auxiny

- cytokininy

- gibereliny

- kys. abscisova

+ ZtuZovani meédii - agar, Gelrite



Urovné organizace explantatuf

rostlina ( semenacek, embryo)

organ (koren, list, rapik, pupen)

pletivo (drenovy parenchym,
endosperm, kambium - ,tkanové

kultury™)

bunka (mikrospory, pyl. zrna,
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suspenze)

izolovany protoplast




Indukce tvorby adventivnich
korFenu auxinem

vliv IBA kontrola bez IBA
zakorenovani rizku koprivénky (Coleus)



Praktické vyuziti giberelinu

-+ GA; - indukce rustu bobuli
bezsemennych hrozni - odrida
Thompson

+ GA, - redukce stridavé
plodnosti u jabloni a hrusni

- BGA; - u citrusl - synchronizace
dozravani plodu

kontrola odetreno GA3
béhem vyvoje plodt



Typy regeneracnich procesu
(Némec 1905)

restituce = ndhrada odnaté casti - meristémy
(meriklonové mnozent)

reprodukce = regenerace z jiZ existujicich zakladu

regenerace de novo = odvozovani
nejcastéji pres kalus, v ném
diferenciace adventivnich pupen(j === organogeneze

nebo embryi —

somaticka embryogeneze



Apikadlni stonkovy meristém

listova primordia

izolovany meristém" vlastni meristéem

Copyright Ky Mudgs, 1995




Rust izolovaného meristému karafiatu

medium
bez RR




Vliv nadprodukce endogennich cytokinint

transgenni tabdk s aktivnim /jpt genem z Agrobacterium tumefaciens

velka
nadprodukce
endogennich
cytokinind

|

potlaceni
apikalni
dominance =

teratomy neschopné tvorby korend,
kvétl a semen



Vyhody mnozeni /n vitro

* maly rozmér rizku

+ vysoky mnozZitelsky koeficient

» zkrdceni mnozitelského cyklu

* moznost pouziti netradi¢nich organu
* moznost nacasovani na urcity termin

+ dobry zdravotni stav (ozdravovani)



III.

organogeneze



Prima somaticka
embryogeneze

na listu africké fialky

. auxin NAA
-« cytokinin BA




Aklimatizace regenerantu africké fialky
Saintpaulia ionantha Wend|.
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Mikropropagace okrasnych rostlin i drevin

mikropropagace Lilium mikropropagace
Malus



Hlavni zajmy evropskych laboratori in vitro
COST meeting 1992, Dijon

[ mnozeni

B ozdravovani

[ ] uchovani

[J gen. manipul.
[ Slechténi

Bl s. metabolity

komerce vyzkum



Jan Holub, Olomouc
http://www.volny. cz/m-vn‘r'o/my h'rml
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Neprima somaticka
embryogeneze

somatickda embrya Aesculus hippocastaneum
odvozena na kalusu z kvétenstvi



Somaticka embryogeneze u drevin

smrk sitka (Picea sitchensis) (Foto: P. Krogstrup)



Kalusy na segmentu korene mrkve

auxin
2,4-D

regenerace de novo



Somatickd embryogeneze
na hypokotylu Inu

auxin
2,4-D



Neprima somaticka
embryogeneze

ha kalusu Inu
- indukce auxinem 2,4-D




Manipulace se stupném ploidie umoznuji:

A. Prasnikové ¢i mikrosporové kultury (androgeneze)
nebo kultury neoplozenych vajicek (gynogeneze)

1. regenerace haploidnich rostlin

-

2. zdvojeni haploidniho genomu = dihaploidizace

ziskdni homozygotniho materidlu v kratsi dobé

B. Regenerace de novo - mozné zmény poctu chromosom



Pouziti kultur izolovanych embryi

» prekonani dormance semen

+prekondni aborce embryi (.embryo rescue”)
mezidruhové hybridy: bavinik, jeCmen, ryze, juta

mezirodové hybridy: Hordeum x Secale, Triticum x
Secale, Hordeum x Hordelymus, Tripsacum x Zea

+ studie experimentalni embryogeneze

» zdroj mladého materidlu pro mikropropagaci



Indukce adventivnich pupent
na izolovanych embryich konifer
adventivni pupeny na hypokotylu

smrk

14 DC
meédium s
cytokininem
BA

smrk

adventivni pryty



Praktické vyuziti explantatu

> rychlé mnozeni ve velkych kvantech

> urychlovani $lechtitelskych cykl

> ziskavani vzdalenych hybridu (,embryo rescue",
opyleni /n vitro)

> ziskavani haploidu a dihaploidi

> ozdravovani od vird

> uméld semena

> genové banky, kryoprezervace

> ziskavani sekundarnich metabolitu

> transgenoze



Rostouci pryt z izolovaného meristému
bramboru enkapsulovaného v alginatu




Zajimavé odkazy

prehledné a ndzorné vyukové stranky
http://allserv.rug.ac.be/~pdebergh/ind/content. htm

Jak zacit s tkanovymi kulturami?:
http://www. jmu.edu/biology/pctc/tcstart.htm

http://aggie-horticulture.tamu.edu/tisscult/microprop/microprop.html
http://www kitchenculturekit.com/africanviolet.htm
http://www.micropropagation-services.co.uk/

http://www. jmu.edu/biology/biofac/facfro/cloning/cloning.htm

http://bestcarnivorousplants.com/dionaea/
http://www.geocities.com/RainForest/2011/MicropropSHF .html

informace o modernich biotechnologiich a GMO
http://www.biotrin.cz/
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