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Kalus

Co je kalus a jak ho vytvorit?

Jaka jsou stadia vyvoje kalusu?

Jaké je vyuziti kalusu?

Co jsou suspenzni kultury, jak se vytvari a jakeé je jejich vyuziti?



Definice kalusu

kalus je tvoren
amorfni hmotou
madlo organizovanych
tenkosténnych,

parenchymatickych
bunék




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




Iniciace kalusu

Tvorba kalusu muze byt
vyvoldna poranénim stonkd
nebo korend.

Takova ,ochrannd” odpoved
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 mikroorganism

napadeni hmyzem Debergh et al.



hélka Zlabatky:

01736070.htm

http://www.e-herbar.net/main.php?g2_itemId=27411




Indukce kalusu na stonku byliny
(N. tabacum L.)

Tacchini a Walbot
1987

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

nadory krcku kliénich rostlin = ,crown-gall callus”



Jak vznika kalus in vitro a z jakych éasti rostlin mize
pochazet?

vznikd proliferaci bunék z materského pletiva

je iniciovdn umisténim explantdtu 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.



Stadia zalozeni kalusu in vitro

1. indukce
2. bunééné déleni
3. 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 taxond (rostliny dvoudélozné,
jednodélozné, nahosemenné, kapradiny
i mechorosty) - relativné snadna

pletiva mnohych orgdnid maji vlastni
potencidl pro déleni bunék na vhodném
médiu

nekterd pletiva (napr. meristémy -
kambium) - Iépe disponovdna 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

- Stredni pomér auxinl k cytokininim === kalus
- Vysoky pomér cytokinin( k auxinim ===) pryt
- Vysoky pomeér auxinu k cytokininim === koreny



Iniciace kalusu ze segmentu korene mrkve

Reinert and Yeomann (1981)
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2. stadium - bunééné déleni

aktivni déleni bunék vraci
somatické bunky

do meristematického
dediferencovaného stavu

neorganogenni kalus -
produkce sekunddrnich
metabolitu




3. stadium - diferenciace =
organogeneze nebo somaticka embryogeneze

v kalusovém pletivu postupné
diferencuji organy:
organogenni kalus:
pryty
koreny
embryogenni kalus:
somaticka embrya

castéji zacinaji probihat reakce
drah sekundarniho metabolismu




Prima a neprima morfogeneze in vitro
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Typy kalusu - podle struktury

Kalusy mohou mit strukturu:

*  pevnou = tvorené burnkami se silné lignifikovanymi sténami - zpravidla
pomalu rostouci kalusy
snadno se rozpadajici na malé fragmenty (,friable callus®) - rychle
rostouci kalusy

lignif. kalus Gloriosa  rozpadavy kalus Gloriosa  rozpadavy kalus Vinca



Diferenciace bunék kalusu

kalusové kultury jsou vyznacné pozoruhodnou variabilitou
typu bunééné diferenciace

homogenni kalus tvoreny pouze parenchymatickymi bunkami
se vyskytuje pouze zridka

cytodiferenciace vede ke tvorbé trachedlnich elementd,
sitkovych elementu, suberinizovanych bunék, Zldznatych
bunék a trichoma.



Diferenciace meristematickych bunék
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Diferenciace meristematickych bunék

mald oblast délicich se bunék meristemoidd nebo noduld cév
se muze stdt centrem pro tvorbu:

A. prytovych pupent

B. korenovych primordif

C. somatickych embryi



Somatickd embrya v kalusové kulture
Daucus carota ssp.carota

globuldarni somatickd embrya srdcité somatické embryo
v kalusové kulture v kalusové kulture



Kalus iniciovany z kambidlnich segmentu
korene mrkve se somatickymi embryi

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



Morfologie bunék suspenzi
a jejich viabilita

fluorescein diacetdt (FDA)

= substrdt pro esterdzy, které
jsou aktivni pouze v bunkdch

s neposkozenou plazmatickou
membrdnou

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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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 zmeény
= 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 pilsobit 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



Pasazovani kalusu

Po urcité periodé kultivace je
nezbytné pasdZovat kalus na
cerstvé médium, vzhledem

k vycerpdni esencidlnich zivin
a vysychdni gelu.

Metabolity vylucované kalusem

se mohou v mediu akumulovat
az na toxickou uroven.

PasdZovany kalus musi byt
dostateéné velky, aby byl
zaji$tén obnoveny rist po
prenosu na cerstvé médium.

Pasdze se provddéji pravidelné
kazdé 3 az 6 tydnu.
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Faze rQstu kalusu:

e

Lag faze (buriky se pripravuji na déleni)

Exponencialni faze (buriky se déli nejrychleji)

Linearni faze (déleni bunék se zpomaluje, bunky se zvétsuji)
,Zpomalovaci” faze (zpomaluje se déleni bunék i jejich zvétSovani)
Stacionarni faze (pocet i velikost bunék zUlstava konstantni)



Vyuziti kalusovych kultur

* informace o schopnostech regenerace rostlin

* jzolace protoplastu

* iniciace suspenznich kultur

e genetické manipulace

e casoveé neomezeny rust v in vitro podminkach (,nesmrtelna kultura®)



Vyuziti kalusové kultury pro transformace

biolistickd transformace trav (nejsou citlivé na Agr'obacfer'fum) -
marker transformace = gen uidA pro p-glukuroniddzu

icinnost transformace
demonstrovand expresi
aktivity enzymu
B—glukuroniddzy

prokdzdna indigogenni
histochemickou reakci

kalus travy valecky Brachypodium sp.

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



Leaf discs removed and placed in culture medium

Leaf discs infected with
containing recombinant plasmid Transgenic plants grow

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



Zajimave stranky

e http://www.theraderm.co.kr/progsram/program3.htm ©
* https://ddd.uab.cat/pub/tfg/2014/119249/TFG_javierlidoylogrono.pdf



http://www.theraderm.co.kr/program/program3.htm

Suspenzni kultury

rychle rostouci bunky
homogenni nebo bunécné agregaty

rozmichani v tekutém médium

moznost odvozeni bunécné linie
(,,cell line”)

O Fig 4.1 I . |3|
Flow diagram lllustrating the method of cell suspension culture and regeneration of plant [hrougy
embryogenesis l\ﬂ



Iniciace suspenzni kultury bunek

fragmenty nediferencovaného kalusu

!

tekuté medium

aerace
l michani (agitace)

pasaze vybér malych shlukt bunék

kultura suspenze bunék

2-3g/100 mL
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Charakter rustu suspenzni kultury bunék

Sigmoidalni rast (S):
Lag faze -- logaritmicka (log, exponencialni) -- Stationary phase
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Faktory ovliviujici rlst

1. interval subkultivace
pasaz ve stacionarni fazi




1. interval subkultivace
pasazv log fazi -->




Kdy do nového media? (pasazovani)
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Faktory ovliviujici rdst:

2. Hustota bunék pfi iniciaci nizka po&ateéni hustota
vysoka hustota bunék bundk -->

kratka lag faze dlouha lag faze

dlouhy exponencialni rist

malo bunécnych déleni




Faktory ovliviujici rdst:

2. Inicialni hustota bunék

kriticka inicidlni hustota -->

obecné 0.5-2.5x 105 bunék / ml

4 — 6 déleni

1—-4x 106 bunék / ml



Vyuziti rostlinnych suspenznich kultur

* tvorba klonu jedné bunky (klonovani)

e studium morfologickych a biochemickych zmén béhem rustovych a
vyvojovych fazi

e studium bunécného metabolismu

e kultury jednotlivych bunék umoznuiji rychly a zjednoduseny vybér
bunék s riznymi vlastnostmi

* produkce kultur s vysokym vytezkem i s vyhodnymi agronomickymi
znaky

e tvorba sekundarnich metabolitu
e ve studiu mutageneze lze mutagen pridat rovnou do tekutého média

https://www.urbanpro.com/class-xi-xii-tuition-puc/cell-suspension-culture-plant-tissue-culture



Regenerating plants from a single cell

proliferating
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Schéma Bergmannovy techniky vysevu bunék
(Konar 1960)

fine gauze
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