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Chloroplasty a mitochondrie

/4 Chloroplasty
» Cirkularni DNA, i dalsi podobnosti s prokaryotickym genomem

» Velikost 120 — 160 kbp, 120 -140 genu; syntéza proteinu a
fotosyntéza (ale vétsina genu pro fotosynt. v jddre)

wikochondvi &)
DNA,

Mitochondrie

» Struktura promeénlivd, cirkularni, linedrni

» Velikost 200 — 2500 kbp (vétsi nez u zZivocichu), velké Cdasti
nekddujici DNA; syntéza proteinU a respiracni retézec

TOBACCO

{Nicotiana tabacum)
Chloroplast DNA
155,939 bp

Tricircular structure of the Brassica campesteris
mitochondrial genome



Charakteristika geni

kodujici sekvence (+ repetitivni DNA)
kodujici Useky = exony
nekodujici diseky = introny

regulacni ¢ast

gen

promofor
zavadéci sekvence
terminaéni sekvence




Struktura genu a genové exprese
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Rostlinny genom, sekvenace

» 2000 - kompletni sekvenace genomu Arabidopsis thalliana

» Odr. 2012 -1000 Plant Genomes Project (iniciovano na University of Albertq,
Canada)

» Nhitps://sites.google.com/a/ualberta.ca/onekp/

» 2017 (workshop v China National GeneBank) - ramci “Earth BioGenome
Project (EBP)* se pldnuje sekvenace 10 tis. rostlinnych genomu

(http://www.sciencemag.org/news/2017/07/plant-scientists-plan-massive-
effort-sequence-10000-genomes)



https://sites.google.com/a/ualberta.ca/onekp/
http://www.sciencemag.org/news/2017/02/biologists-propose-sequence-dna-all-life-earth
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http://www.sciencemag.org/news/2017/02/biologists-propose-sequence-dna-all-life-earth

Rostlinné biotechnologie a propojeni
technik

in vitro and in vive genebank
Natural diversity and induced mutagenesis

Genomics
Genetic diversity: Tilling/Ecotilling /ISSR/AFLP/SNPs

Transcriptomics
RMA-5eq and Microarray analyses

Proteomics
2D gel electrophoresis

Metabolomics
MNMR and GC



Rostlinné explantaty
In vitro rostlinné kultury
Rostlinne tkanove kultury




Clonal
Cryopreservation prnpﬂuahun

of germplasm Large scale multiplication

Overcoming i
seif-sterility Biomass energy
Somatic Breaking
embryogenesis dormancy
Genetic Secondary
transformation metaboli
Plant Tissue fles
re
Earl Wide
flowering hybridization
Synthetic seeds Genetic vanability
Fast multiplication Disease free plants
Somatic hybrids/cybrids

International Haploids, polyploids, triploids

exchange of
germplasm

Flg. 18.8: Plant improvement through tissue culture technology

http://www.bioclogydiscussion.com/cell/plant-cell/top-10-applications-of-plant-cell-and-fissue-culture-
biotechnology/61263




Definice terminu

xplantat (Bauer 1939) je kazdy fragment Zivého pletiva,
cely organ nebo soubor organu, ktery je vytrzen z
gorelacnich vztahu celku a je péstovan v umélych
podminkach.




Definice terminu

ox plantare = péstovat mimo
1n vitro = ve skle, v umélych podminkach

aseptickd kultura = bez infekce (bakterie, kvasinky, plisné)

axenicka kultura = kultura jednoho organismu

tkanova kultura = historicky pojem, preneseno z oblasti
fyziologie zivocichu




Urovneé organizace explantatu

Embryo, 'ii ®

klicni rostlina

{/fcﬂ ®» > / - . A ==

Dospéld
rostlina

Dospéld
rostlina

Bunka: mikrospory, pylovd zrna, bunécné suspenze

Izolovany protoplast




Kultivacni nadoby
pro kultury in vitro
(sklo i plasty)

média ztuzena

4=

zkumavky, Petriho misky, Erlenmayerovy banky,
zavarovaci lahve, Magenta boxy



Suspenzni kultury

média tekuta

(nutné’zajisténi provzdusnovani)

\

laboratorni trepacka

\

\

laboratorni bioreaktor



Zakladni podminky kultivace in vitro

» Gseptickd kulturo ‘ nutnost sterilizace a desinfekce
e vhodnd vyziva explantdtu ‘ Zivnd média
e vhodné fyzikalni podminky

— osvétleni

— feplota
— koncentrace plynu
— vihkost vzduchu




Laminarni box, flowbox, ockovaci box

» Pro zqjisténi sterility prostredi

» Vzduch je veden pres HEPA filtr a plynulym lamindarnim proudénim smeérem
k uzivateli

» Obvykle z nerezavéjici oceli bez mezer nebo spoju, kde by se mohly
usazovart spory

» Horizontdlni a vertikdini

HLAF horizontal flow VLAF vertical flow
* Open-fronted cabinet e Increased work zone height and depth
* Germicidal UV, power outlet and front cover standard fitting * Germicidal UV, power outlet and front cover standard fitting

¢ L ess airflow turbulence when large objects are placed

in work zone

h—r. L. r] "":'T |
Katalog firmy
External Air Wl Sterile Air Il L Gelgire




Ockovaci box 1. bezpeénostni tfida
(digestor)

Exhaust
Class 1

HEPA-filt

Entry

air

|
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X nezajist'uje podminky pro sterilni praci

Ockovaci box 2. bezpecénostni frida

" T Exhaust air
Class 2

je mozné pracovati s GMO



Ockovaci box 3. bezpecnostni frida

Class 3

Entry air

}
B

HEPA-filter

H  — ,..,.r,_,,rn_r“j
i Ll u:...r...-..a.--.!.'-lfl

..... e S U

ST P R Cm e DA LA AR TSRS P E s ._Mr':m'-:.

_'Lm

%
k
|

T

B 1T o T e e et e i el LT L R P T et

g‘

uziti pro praci s vysoce infekénimi, toxickymi nebo
radioaktivnimi materialy apod.




Sterilizace a desinfekce

» A. Fyzikaini
 mechanickd a elektrostatickd
vzduch ockovacich boxu (lomindrni, 2. tfida)
filtrace termolabilnich latek - filtry:
sklenéné (frity G5, S4)
membrdnové (Seitz, Millipore, Sartorius)
0,.22mm
e UV zdreni (kultivacni mistnosti, boxy)

* teplota
suché nebo vihké teplo (kahan, susarny, autoklavy...)




Sterilizace teplem

suché teplo - horkovzdusné susarny
120 - 170°C - kahan
- sterilizacni pristroj

sklo
nastroje

vihke teplo voda, zivha média, roztoky, filtracni papir

normalni tlak

- zavarovaci hrnec
- Kochuiv sterila€ni pristroj vodou chlazeny pl&st

zvyseny tlak

- tlakovy hrnec

- autoklav 100kPa, 121°C



Sterilizace a desinfekce

B. Chemicka
Oxidace - latky uvolnujici:
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, smaéeni
hydrofébnich povrchu a poskozeni membran

(70% E+OH, Citowet, Tween, Triton-X100,
Jar)



Slozeni zivnych médii

- anorganické slouéeniny

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 (kaseinhydrolyzdt, kvasni¢ny hydrolyzdt)
ciste (glycin)

inositol

polyaminy: putrescin, spermin, spermidin...

aktivni uhli

prirodni latky: kokosové mléko, rostl. St'avy, bandny...



Slozeni zivnych médii - pokracovani

+ zdroj organického uhliku = sacharidy
mono- a disacharidy (sacharéza)
- rustové regulatory
- auxiny
- cytokininy
- gibereliny
- kys. abscisova
+ ztuzovdni médii - agar, Gelrite®,




Rostlinné hormony a rustové reguldtory

Responses No growth Callus
of Plant = ==
Tissue |
Culture to
Kinetin
and Auxin initial——am | |les,
explant 1
Nutrient
agar j
medium
, "R A A A
auxin E"négr)per none 2 2 (high) 0.02 (low)
— Kinetin 0.2 0.2 0.02 (low) 1 (high)
cytokinin f_ring)per
ier




Nevyhody mnozZeni in vitro
« moznost nezddouciho zvétseni variability (tzv.
somaklondlni variabilita)
» nebezpeci genetické degradace

= protokoly nejsou optimalizované pro vsechny

druhy

= problémy s vitrifikaci a habituaci

= pracnost a energetickd ndrocnost - cena

Habituace = forma zkusenosti, kterd vede k vymizeni reakce Zivocicha nebo
rostliny na neskodny, dlouho opakovany podnét nebo skupinu podnétt = snizeni odpovédi




Definice kalusu

kalus je tvoren
amorfni hmotou
malo organizovanych
tenkosténnych,

parenchymatickych
bunék




Pavod kalusu

vznikd proliferaci bunék z materského pletiva

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

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

mize vznikat z rdznych pletiv:

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

svazkd listu Debergh et al.




Iniciace kalogeneze
= indukce tvorby kalusu

auxiny
+ 2,4-D
+ picloram

- Stfedni pomér auxinU k cytokininOm === kalus
- Vysoky pomeér cytokininU k auxinUm ===  oryi
- Vysoky pomér auxinu k cytokininm ™= kofeny




Kalusy = genetickd nestabilita

Kalusové kultury jsou
charakteristické
genetickou nestabilitou
Takto mohou vznikat
fenotypové rozdily

v jedné kulture.

variace mohou mit
zdklad
- epigeneticky
- genefticky

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




Epigenetické zmény
= jakékoliv zmény fenotypu, které nejsou vysledkem zmény
DNA (selektivni genovd exprese)

Tyto zmény jsou nedédiéné, tj. nedochdzi k prenosu zmén na
meiotické potomstvo, ale jsou stabilni a jsou prendseny z jedné

bunééné 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. Kultivaéni podminky mohou plsobit selektivné.

Urcité aneuploidni nebo polyploidni bunky mohou ziskat
vyhodu v rychlosti déleni nad normdlnimi bunkami a mohou
proliferovat rychleji.

vyuziti ve slechténi pri hledani novych vlastnosti



Kalus a transformace

Leaf discs removed and placed in culture medium

Leaf discs infected with

containing recombinant plasmid

Transgenic plants grow

Calluses form; cells contain T-DNA

@D @B

2

,

-~

http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Growth_And_Development10-

Physiology_Of_Flowering.htm




Integrace tkanovych kultur do
protokolu rostlinné transformace

X,E A, D, E
Suspenzni kultury — protoplasty (Metody regenerace) (Metody transformace)

\ A,B / AB i A — Agrobacterium
s ' — Somaticka embryogeneze B - biolisticky
D — primy prenos DNA
A,B E - elekfroporace
Organogeneze

Explantat (rost. pletivo)

A.B Pfimd& organogeneze

A,B
Somatickd embryogeneze

» Upraveno dle Slater et al. 2003 Plant biotechnology Viz obr. 2.3, str. 51,



Arabidopsis floral dip tfransformation

E] i Ef v C] Ell! !+ :

for Arabidopsis

(A)Plants are grown to just flowering.

(B)Plants are dipped briefly in a
suspension of Agrobacterium.

(C)Plants are grown until mature and
then progeny seeds are harvested.

{(D)Seeds are germinated on selective
medium (e.g. containing kanamycin)
to identify successfully
transformed progeny.

A. Bent (2000). Plant physiology
vol 124, PP 1540-1547.

Pouze Arabidopsis a
nékteré Brassicaceae

Princip: Agrobacterium
osidli vyvijejici se vaijicka a
tam zpUsobi transformaci

Velmi snadné a vysokd
Uspesnost



Suspenzni kultury bunék

* rychle se délici bunky
e homogenni bunky nebo bunécné agregaty
e rozmichdni v tekutém meédiu

e odvozeni bunécné linie (“cell line"”)

klony jedné bunky :

bunécné linie odvozené z jedné bunky




Iniciace suspenzni kultury bunék

fragmenty nediferencovaného kalusu 2-3 g/ 100 mL

!

tekuté medium

aerace --—------

michdni (agitace) -——-

! vybér malych shlukl bunék

kultura suspenze bunék




Schéma Bergmannovy techniky vysevu bunék
(Konar 1960)

fine gauze
-
_— ’ rnDl_tep
filtrate V%'Q('jti; agar

with single

Cells and &=

cell aggregates 1
agar medium
with
single cells

|

top view side view




Charakter rustu suspenzni kultury bunék

Sigmoiddini rost (S):
Lag faze -- logaritmickad (log, exponencidlni) -- Stationary phase

4
,/ Progressive
l’ deceleration
i

Y

CELL NUMBER

Lag Exponential

- - -

TIME



1. interval subkultivace
pasdz ve stacionarni fazi




1. interval subkultivace
pasdz v -->




2. Hustota bunek pri iniciaci nizkd po&atedni hustota
vysokd hustota bunék bunék >

kratka lag faze

dlouhd lag faze

dlouhy exponencidlni rust

malo bunécnych déleni




2. Inicidlni hustota bunék

kritickd inicidini hustota -->

S

obecné 0.5-2.5x10Y bunék / ml

4 — 6 déleni

6

1 -4x 107 bunek / ml




Pouziti kultur rostlinnych bunéek

Vf suspenzni kultura

somaticka
embryogeneze

-

TIOEIPEEY) sekundarni
@ metabolity

modifikace
bunék

mutageneze

umeéla semena l sekundarni
LA

transfer genu fuze bunék




Rostlinné bunécneé (suspenzni) kultury
a tvorba sekundarnich metabolitu

Cast rostliny
(list, stonek, koren, embryo)

Kalusova kultura
(na pevném médiu)

Laboratorni bioreaktor

Suspenzni kultura
(v tekutém médiu)

» Bioreaktor
v roce 2005 nejvétsi

A automaticky provzdusrovany
AS5% bioreaktor pro péstovdni

AN rostlinnych bunék a orgdni
na svéte

Primyslovy bioreaktor

pracovni objem kazdého
tanku 20 000 | (20 tun)

celkovy objem 160 000 |
(160 tun)

Foto: Sung Ho Son
VitroSys Inc., Korea



Transgenic plants

Plants (Tobacco)

)

Protein products Downstream processing Cell culture in bioreactor Cell suspension culture




Tkanové a bunécné kultury

Pozadavky na idealni buné¢nou kulturu:

L homogenni suspenze jednotlivych bunék

[ geneticka, fyziologicka, biochemicka uniformita

O synchronizace bunécného déleni,
prodluZovani, diferenciace

O zachovani regeneraCni schopnosti

Realita:

O agregace, diferenciace

1 polyploidie, aneuploidie, chromozomove
nepravidelnosti

 Spatna synchronizace bunék

W ztrata morfogenetického potencialu

U habituace




Organové kultury

» hairy roots” kultury ziskané pomoci infekci bakterie
Agrobacterium rhizogenes

» Rostou bez rostlinnych hormont a maiji rychlost rdstu podobnou
bunécnym suspenzim

» Jsou dobrymi producenty korenovych sekunddrnich metabolitU

= Prytové kultury mohou produkovat sekunddarni
metabolity syntetizované v nadzemnich cdastech rostlin,
napr. esencidlni oleje, terpenoidy, alkaloidy apod.




Regenerace rostlinnych bunek




Totipotence

Totipotence

schopnost jednotlive bunky se délit a vytvorit veskeré diferencované
bunky organismu, vcetné extraembryonalnich tkani/pletiv. Typicka pro
zygoty a spory, u cloveka pro prva déleni zygoty, aZz po 16-bunécnou
morulu. DalSi déleni uz vede k funkcni diferenciaci,odliseni vnitrnich

blastocystu a vnéjSich trofoblastu, vzniku tri zdkladnich zdrodeénych
listd...



Po desetiletich viry v dogma ,regeneracni totipotence”
pohled soucasny :

I u rostlin probihaji zaklddani i vyvoj novych organu

jak in vivo, tak in vitro témér vyhradné z

bunék kmenovych, vétsinou sdruzenych v
PLANT STEM CELL NICHES (PSCN)

Ctyri zdkladni typy PSCN:

Shoot Apical Meristem
Root Apical Meristem
Cambium
Phellogen
kaZda produkuje vlastni ,germ lines"




MERISTEMATIC TISSUE

)

Shoot I

Apical Meristem

/
« - Lateral Meristem

— . - = =1
Root 3

p : Stem
Apical Meristem




REALITA :

Navzdory véem hormondlnim pdsobkim vykazuje rrada
rostlinnych objektu (Fizku/explantdtu) bylin i difevin
jak /n vive, tak in vitro, nizkou az nulovou regeneracni
schopnost.

Regeneracni schopnost zdvisi na:

- DRUHU, VARIETE ,
- STARI ORGANIZMU, ORGANU
- TYPU PLETIVA, ORGANU

kategorie ,REKALCITRANTNICH" materidlu




Rekalcitrance

Nezdadouci a vetsinou ireverzibilni stav nastavaijici u kultur in vitro, kdy

bunky, pletiva nebo orgdny ustrnou ve vyvojiiristu a ac jsou zivé, nereaguiji
ani na zmenéneé kultivacni podminky (recalcitro = pristup odpirdm, vyhazuiji
— 0 koni).

Rekalcitrantni genotypy

/S 7 e

Priciny

® jsou spatfovany v ekologickée konstituci rostlinného materidlu (donora), manipulacich in vitro a
stresorech in vitro. Vazny problém v biotechnologii.

Hypotéza: neexistuji
(jen zatim nevime jak na to)



Rhododendron

Somaklondlni variabilita

Def. : Fenotypovd variabilita genetického nebo
epigenetického pUvodu, zejména u rostlin
odvozenych z bunécnych kultur in vitro. .... vysoky
vyskyt odchylek od pUvodniho fenotypu

¥t

Priciny zvysuijici SV:

Dlouhd expozice fytohormony (12,4-D)
Dlouhé intervaly mezi subkulturami

Véftsi riziko pri tvorbé adventivnich nez pri
mnozeni z axildrnich pupend (a meristému)



Somaklonalni variabilito

/

. DNA damage
PGRs, light/dark, and repair
temperature, nutrients
!—.ﬂ"
llllllllll &
Cell fate division) > | OTEanogenesis
m ‘-ﬁlil—li -'!::- m
2
deddiferentiation diferentiation

Schematic representation of somaclonal varation



EMBRYOGENEZE /n vitro:

* zygotickad (zejm. oplozeni /n vitro)

* pylova
* somaticka

dcel:

- prekonadni bariér nekrizitelnosti
- produkce haploidt/dihaploidi

- mikropropagace

- uméld semena




+Embryo rescue”

Endosperm
with failed Mearmal
developmen endosperm
~Hybrid - Mormal
embryo

ambryo
Crvulbe with hybrid embryo Crvule with normal embrya

Exit hal
l ey j\Emnq«a removed

H-,,rh:ici‘ambr].ro U
L._\_\_\_\_\_\_\_\- o

- -—q___1_ __— Momal endosperm

Eay

Embryo-andospernm
transplant

Fig. 47.7 : Embryo-andosparm transplant lechnigua used in embiye rescue (or immatira embryo eultura). .

Improved in vitro Vitis V|n|fera L. embryo development
of F1 progeny of ‘Delight’ x ‘Ruby seedless’ using
putrescine and marker-assisted selection



Somaticka embryogeneze (SE)
od mrkve pres psenici po smrk

* 2,4-D klicovy morfogenni faktor, soucinnost s CK,
ABA

* rychle stoupd poéet druhu vykazujicich schopnost SE
* pomérné nizky vyskyt genotypu realizujicich jak
organogenezi tak i SE. Nékteré klasické regeneracni

modely (tabdk, brambor) v realizaci SE neldspésné.

* asto striktni limit regeneracni kompetence souvisi
s orgdnovou specifitou, starim




Somatickd embryogeneze

Somatic Embryogenesis

Regeneration

90 [-: I-: I_: T_{ of
Callus  Globular whole
Heart/Torpedo plant
Plantlet
Z}rgﬂ_ﬁc Embryogenesis

J.
Dormancy

Zygote
Globular  Heart/Torpedo

Cotyledon

Expansion
3L
r.: r: i_: |_: Mﬂrjlﬂtiﬂﬂ |'—'
Desiccation

(Germination
and
Growth



Somaticka embryogeneze Larix decidua,

agarové medium

Somatickd embryogeneze Cucumis sativus ,
tekuté medium

L




Endospermové kultury

» Endosperm vyjmut z nezralého semena a péstovan na vhodném mediu
ez embrya

» vytvori se kalus, ktery mUze regenerovat pfimou organogenezi nebo pres
SE

®» nove rostliny jsou triploidni s novvmi viastnostmi




Prasnikové kultury

haploid plantlet

callus

y/
Y
Anthers cultured Eti N j—‘\
" haploid

nutrient medium

A\

s plantlet
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Kultury vajicek, semeniku (ovule, ovary
ulture)

» Méné Casté nez prasnikové kultury (tfam, kde prasnikové nejdou)

ey
- ) -:‘“‘F&: Fresh
o Mo pretreatment

e :":; 1“.‘# Disinfection/Sterilization
® 30 min, NaQCl + 2 drops of
[ 'ﬁ""’#i _ Tween per 100 ml of soluticn,

Cold ireal i
prefreatmen then washed 3 times with DW
1 ar 2 weaeks, 4°C, dark
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Protoplastovée kultury

/

* Protoplast means - cells without cell wall so it generally
used for fungi, bacteria, plant cells

* Protoplast may be cultured through various ways such

as hanging drop cultures, micro culture chambers, soft
agars matrix




FUze protoplastu

»/ spontdnni

= indukovand (chemicky,
elektrickym polem -
elektroporace)




Dekuji za pozornost



