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6. Haberlandt

Co jsou to rostlinné explantaty

Jaké specifické vlastnosti rostlin umoznuji
jejich kultivaci /n vitro

Jaké podmmky zajistit, aby

{7‘}&__ Py kultivace byla Uspésna
A

K cemu je to vSechno dobré - ¢ T
teoretické i prakticke aplikace R N



Strategie boje o preziti

mikroorganismy --- po¢et jedinct v populaci
ZivoCichové --- aktivni boj s podminkami prostredi
rostliny --- vysokd regeneracni schopnost - hojeni ran, ndhrada poskozenych

orgdnll, vegetativni mnoZeni

Co je podstatou vysoké regeneracni schopnosti rostlin 2?2?

% zralé buriky
< dozrdvajici buriky

* buriky s velkou schopnosti rist a délit se - meristemy
- produkce novych bunék

- zajisteni stability genetické informace

- existence kompletni genetické informace ve vétsiné somatickych bunék

- moznost jeji realizace x Zivocisné b.




Schwann a Schleiden - bunééna teorie

Myslenka vyuziti T k regeneraci rostliny z jedné somatické buriky

1854-1945

VsSechny buriky maji jadro = jsou totipotentni
! indukce = vytvoreni nového jedince

weplatt

Totipotence buriky nestaci, je treba - aby burka byla



Regenerace nového prytu:

W — )

restituci

, —
reprodukci |!,/
regeneraci de novo I m—

(Organogeneze, somatickd embryogeneze)



Stresové situace, se kterymi se celistva rostlina vyporddad, neni Casto
explantdt schopen resit a zvladnout.

Potrebné chemické slouceniny, které je celistva rostlina schopna
syntetizovat v dostate¢ném mnoZstvi a transportovat na misto uréeni, mohou
byt explantdtem syntetizovdny v nedostateéné mire nebo vilbec (je tfeba dodat
z vnéjsku).

Nutnost indukce organogennich zmén vyzZaduje zabezpeceni indukénich
podminek jak fyzikdlnich, tak chemickych.

Kultury vyZaduji pro svdij zddrny vyvoj specifické podminky jak fyzikdlni, tak chemické

Nutnost vénovat znaéné Usili a péci stanoveni optimdlnich podminek, které vedou
k poZadovanému ristu a vyvoji kultur /n vitro.

Teplota ¢ Svétlo ¢ Vlhkost « SloZeni plynné faze - Slozeni médii
Aseptickd kultivace « Osetreni materskych rostlin « Typ explantdtu




Teploty vyssi X in vivo . r. mirného pdsma ~ 25 °C (rozmezi 17-28 °C), r. tropické a
subtropické ~ 28 °C (24-32 °C)
Stejnd teplota noc a den (ale nékdy denni zmény teplot - denni o néco vyssi nez optimdlni

teplota /n vivo, nocni o 4-8 °C méné nez denni) zmény teplot vedou k vyméné
vzduchu mezi vnittkem nddoby a okolim.

Rust a vyvoj jsou zdvislé na svétle prostrednictvim: 1) Fotosyntézy 2) Fotomorfogeneze

1. Rychlost fotosyntézy /n vitro - Easto relativné nizka zavislost na exogennim cukru
nezelené kultury, mixotrofie, T CO, autotrofie

2. Fotomorfogeneze - vyznamna /n vitro Fytochrom
660 nm
' P. P
U&innostni spektrum r <—— T fr (aktivni forma)

svétla pri fotosyntéze
730 nm

(ProdlouZend temnostni faze)
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Kultivace v uzavrenych nddobdch = vyssi relativni vihkost - optimdlni vihkost = 70 %

O niz8i vihkost = vysychdni média, Spatny rist explantdtt

Q vyssi vihkost = vitrifikace / hyperhydricita

a) Makroprvky } i

b) Mikroprvky

c) Vitaminy ~

d) Aminokyseliny

e) Cukry

f)  Dopliiky > ProspéSné az nezbytné
g) Pufry

h) Rdstové reguldtory y

i)  Zpevnujici slozky

Jako zdklad pro vyvoj kultivacnich médii poslouzily znalosti o sloZeni roztoku
pro_hydroponické kultivace intaktnich rostlin.




cytoKinin

Tvorba korend na rizcich

Embryogeneze

Iniciace kalusu

Tvorba adventivnich vyhoni

Proliferace dZlabnich vyhonii



O Studium problémiu fyziologie rostlin

3

o od O MnoZeni rostlin

O Ozdravovani rostlinného materialu
Em‘

O Produkce sekunddarnich metaboliti

Biotransformace /

Produkce umélych semen
Slechténi rostlin -




Indukce tvorby elementi cévniho systému

Elementy cévniho systému

f“ﬂ
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bloé¢ek + auxin

an af 4B




Studium zdkladnich problémi fyziologie rostlin

/7

% Studium bunécné morfogeneze

96 hod

\4

mezofylové bunky (Zinnia elegans) Xylémove bunky

NAA + BA

A - izolované mezofylové buriky

B - kultivované buriky 96 h po izolaci,
Zluta autofluorescence lignifikovanych
sekunddrnich bunéénych stén, ¢ervend
autofluorescence chloroplastt

C - diferencovand xylémova burika,
celuléza sekunddrni bunééné stény

Groover and Jones, 1999

** Studium kompetence bunék k navozeni kveteni v zavislosti na poloze

\lz v ¢ ¢
- 07 Of it
I“'\ N [ —' I Systém tenkvch +
75 ystem tenkych vrstev
\,/ _\" _': _\" (TCL- thin cell layers)
v\‘(/ v W



Studium regulace tuberizace u bramboru
(Solanum tuberosum)

+ cukr
Kratky den
Nizka teplota




MnoZzeni rostlin : 1)

Vyhody

in vitro

2) vegetativni

malé nasazeni semen pomalé mnoZeni
dlouhy generativni cyklus casto obtizné

rychld ztrdta kli¢ivosti u Fady druht nemozné
dormance semen infekce

genetickd heterogenita

) semena bez patogent 2 rychly cyklus mnoZeni
- snadné skladovani, transport, ) genetickd uniformita
manipulace

Vyhody

velky pocet: jedincu'v-kratkem case
geneticka uniformita

ujdruht;, kde inivivo neniimozne
bez patogenu

nezavislost natvegetacnim obdobi

& moznostimnozeni: haploidi, sterilni;
mutanti

u BSlabafgenetickassiabiliia:

= BposTUpnasZiialasregenerachiskapaciiy,

8 BaSepTiCKasKUl HIVACeyRprachost;
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Ll
O
O

= BProb ey S EprenosemudoseXaviTio

4 Zachovaniispec. genove kombinace



Organogeneze in vitro




PFima - vyvoj prytl, resp. korenl primo z indukovanych bunék primdrniho
explantatu

Neprima- odvozeni kalusu - tkanové kultury a nasledné indukce vyvoje prytu
resp. korend

Pocatecni faze- tvorba meristemoidu.. soubor malych izodiametrickych bunek,
@ vakuoly, vysoky podil obsahu jaderného materialu

= Unipoldrni Gtvar

Passiflora edulis

Fernando et al., 2007

Vliv ristovych reguldtort: auxiny, cytokininy, rozhoduje koneénd endogenni
rovnovdha - interakce po¢atecni endogenni hladiny a vlivu exogennich
rdstovych reguldtord




Proliferace
embryogenni kultury

r.
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Iniciace Proliferace  Zrdni + Desikace Kl
Proliferace: 5 uM 2,4-D, 2 uM KIN, 2 uM BAP;
Maturace: bez auxint a cytokinint, 20 uM ABA

500 pm
Zrdni somatickych embryi
1. tyden 2. tyden 3. tyden 5. tyden 6. tyden

150 pm 200 pm 200 pm 200 pm 500 ym 500 ym
Rané somatické Cylindrické Prekotyledondrni Kotyledondrni stadium
embryo stadium stédium
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(6ynogeneze- mozng, ale mdlo pouzivanad )
Vychozi materidl - izolované prasniky

izolovana (nezrald) pylova zrna

Indukéni plsobeni - Rizné typy stresu --- teplotni Sok, osmoticky $ok, hladovéni

—> Vznik haploidnich rostlin

2,5 mm 15cm

mikrospory Délici se buriky Pro-embryo Embryo Regenerujic
i rostlina

Triticale, Oleszcuk et al.,
2004



Princip: vytvoreni umélych semen zapouzdrenim somatickych embryi vzniklych pri
kultivaci /n vitro (vzrostné vrcholy, Gzlabni pupeny, segmenty stonku s pupenem)

1. somatickd embryogeneze
1. myslenka na umélda semena

1. dspéchy pri konstrukci ,SS"

Dilvody snahy o vyvoj.SS":

* vyhody vegetativniho mnozeni

- vysoké ceny semen nékterych rostlin (slabé nasazeni semen, fertilita,
nestabilita gamet)

N4 ’
|

* hybridy pochdzejici z mezidruhovych krizen

--- hybrid Zivotaschopny,
semeno abortuje

Nékteré nadéiné plodiny:

+ vojtéska, mrkev, kmin - dobre zvlddnutd somatickd embryogeneze
- kvétdk, bavina, saldt, tabdk, rajce - silny ekonomicky tlak

- celer, kava



Pr: noddlni segmenty olivy (Olea europaea)

Klicici somaticka
embrya bramboru
odvozend ze
somatickych embryi

uloZeny do mikrokyvet (15mmx 15mm x45 mm) ‘Q,ﬂ'
asi po 10 a s pridavkem umélého endospermu
(kultivaéni médium se zeatinem a sacharézou)

@ Moznost uchovani 30 dni pri normdlni teploté



Ozdravovdni rostlin

() /)

S
- Kultivace meristemovych kultur == vétsi $ance na ziskdni bezvirézni rostliny,
- Kultivace vzrostnych vrcholl (apikdini meristem + 1-3 listovd primordia) == \

vetsi Sance na preziti

’ /
Ne vzdy je meristem viruprosty == kombinace metod
termoterapie a kultivace apikdlnich meristemt ‘

& poskozeni patogena zabiti patogena

Termoterapie

Zona terapie

Zéna rastu

Chemoterapie




Ozdravovdni rostlin

Uchovavani bezviroznich rostlin

* Nebezpeli nové infekce- mnoZeni ve sklenicich nebo v oblastech
s & vyskytem patogena

+ Zvysend citlivost, krizovd ochrana, rizend reinfekce

Vlr'y. o e @

Ozdraveni Cilend infekce

o ..

Rostlinnd burika

; N . * Materidl pro studium interakce virus-rostlina
Vyznam eliminace viru

* ZlepsSeni vynosu a kvality potravin
» Splnéni pozadavku pro vyvoz plodin



Pr: Produkce sekunddrniho metabolitu

1969 - objeveno nové protinddorové antibiotikum - TAXOL produkuje Taxus brevifolia

1983 - 1.fdze klinickych testl - v sou€asnosti jedno z nejdilezitéjsich antibiotik

K ziskdni 1 kg taxolu je tFeba 700 - 900 kg kiry tisu

Snaha o produkci latky kulturami in vitro

..... zaloZeni tkdriovych kultur - rizné typy primdrnich explantdtd.. média.. ristové reguldtory, sacharidy,
antioxidanty - adsorbenty fenolickycg Idtek - svételné podminky - teplota --- elicitace --- pridavky
prekurzorl ---infekce Agrobacteriem...

— Odvozeny linie s 40x vy$3im obsahem taxolu nez je v kiife T. brevifolia, suspenzni kultury
produkujici 20 mg taxolu v 1l média

Source: J Invasive Cardiol ©® 2003 Health Management Publications, Inc.



Pr: Biotransformace

digitoxin — digoxin

Obé latky produkuje Digitalis lanata , ale Gcinné kardiotonikum je_digoxin, rostlina
produkuje zejména digitoxin

Zvladnuta biotransformace digitoxinu suspenznimi bunéénymi kulturami nebo
imobilizovanymi burikami D. lanata




o vyuziti somaklondlni variability

\ plsobeni mutageny

Selekce pozitivni - rezistence

Q k analoglim aminokyselin
Q solim

Q téZzkym kovim

O herbicidim

Q toxinlm

Q chladu

QO osmotickému stresu

Q antibiotikim
| >



priklad Cupressus dupreziana (Cypris duprézuv)

ALGERIA

) LIBYA

Poslednich 231 jedincl, Tassilska ndhorni ploSina, e O

0 KXOMITERS 60
RES:



. . .péstovani rostlinnych explantati je ,jen" moZnosti rozSireni spektra podminek prostredi ..
ochrana pred patogeny, abnormadlni fyzikalni, chemické podminky (zejména rovnovdha
fytohormond) rozvinuti okrajovych jevd..

kultura korent (White) Trochu historie
kultivace embryi (La Rue)

Gautheret - kultury odvozené z mrkvového korene (podobné Nobécourt
dlouhodobé rostouci kalusové kultury (Gautheret, Nobécourt, White)
objev kinetinu (Miller)

auxin - cytokininovy model regulace tvorby orgdnt (Skoog a Miller)
regenerace proembryi z kalusové kultury mrkve (Reinert a Steward)
enzymatickd izolace protoplast

kultivaéni medium Murashige a Skooga

vypéstovani rostliny tabdku z izolované buriky

protoplastova flze

regenerace rostlin z protoplasti

mezidruhovd hybridizace pomoci flze protoplastl druhli Nicotiana

objev Ti -plazmidu
somatickad hybridizace rajéete a bramboru

pouziti imobilizovanych bunék k transformaci digitoxinu na digoxin

inkorporace izolované DNA do protoplasti
transformace listovych diskl pomoci A. tumefaciens






5 Zruseni apikadlni dominance

!

Proristani GZlabnich pupent

Reprodukce

In vitro

cytokinin §

Regenerace de novo




Auxin-cytokinin model

| i
;<\_ ey

e o

Viabilni barveni
trypanovou modri
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Dékuji za pozornost




