Mnozenti in vitro

Mikropropagace



Definice mikropropagace

* Micropropagation is the true-to-type propagation
of a selected genotype using in vitro culture
techniques.

* Most often Micropropagation is also associated

with mass production at a competitive price.[P.C.
Debergh and R.H. Zimmerman/Eds./:Technology andApplication]

* High yield plant production, grown in a nutrient
rich gel under sterile lab conditions.

[R. Fenwick 2004]



Vyhody mnozeni in vitro

maly rozmeér rizku

vysoky mnozitelsky koeficient
zkraceni mnozitelského cyklu
mozZnost pouziti netradiénich organt
moznost nacasovdni na urcity termin

dobry zdravotni stav (ozdravovani)



Typy regeneracnich procest
(Némec 1905)

restituce = ndhrada odnaté casti - meristémy
(meriklonové mnozenti)

reprodukce = regenerace z jiz existujicich zakladu

regenerace de novo = odvozovdni pres kalus, v ném
diferenciace adventivnich pupend

viz schéma: Opatrny (1988)



Typy regeneracnich procesu (Némec 1905)
schéma: Opatrny (1988)



Apikalni stonkovy meristém

listova primordia

izolovany ,meristém” viastni meristém

Copyright Ky Mudge, 1395
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Mikropropagace, klonovani rostlin in vitro

http://www.kitchenculturekit.com/africanviolet.htm
http://www. jmu.edu/biology/biofac/facfro/cloning/cloning.htm
http://aggie-horticulture.tamu.edu/tisscult/microprop/microprop.hhtmi

http://www.micropropagation-services.co.uk/

okrasné dreviny - rododendrony
http://www. janholub.cz/my.html

masozravé rostliny
- vydava pro cleny casopis Trifid
http://bestcarnivorousplants.com/dionaea/
kapradiny
www.phytotechlab.com/pdf/FernMicropropagation.pdf


http://www.darwiniana.cz/

Stadia mikropropagace in vitro

Murashige (1974) Debergh et Maene (1981)

0. priprava explantatu - ovlivnéni materské rostliny
L. iniciace
IT. propagace (mnozenti)

IT.a elongace (prodluzovani) pryti

III. zakorenovani

Prevadéni ex vitro do nesterilnich podminek

aklimatizace na nesterilni podminky (nizsi vzdusnou
vlhkost, vétsi kolisani teplot, normadlni osvétleni)



Stadia mikropropagace Saintpaulia ionantha Wendl.
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Termoterapie a meristémove kultury
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Kombinace in vitro termoterapie a meristémove kultury - nejdcinéjsi
metoda eliminace virl. Aktivné rostouci rostlinny material je
umistény do termoterapeutické komory.

Expozice 3 tydny nebo déle, fotoperioda 16 h 38°C, 8 h tma 36°C.

Teplota a doba expozice jsou limitovany toleranci rostliny (zavisi
na druhu a varieté).



The European Plant Tissue Culture Industry
COST meeting 1992, COST 822
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The European Plant Tissue Culture Industry
COST 87, COST 822

Country Official Commercial
Year 1992 1996 1992 1996
Austria 6 5 (0] 1
Belgium 22 22 11 14
Denmark 6 8 6 8
Czech Rep. 18 18 2 3
Finland 21 13 6 8
France 33 18 0] 12
Germany 28 40 25 31
Netherlands 19 9 35 36
Poland 24 7
Slovakia 9 7 3

Sweden 3 3 4 3
U K. 36 31 7 18




Rostlinné taxony v komercnich laboratorich
COST meeting 1992, Dijon

Rod Pocet laboratori
Prunus 107
Ficus 82
Philodendron 56
Spathiphyllum 46
Nephrolepis 44
Rosa 41
Syngonium 37
Malus 35
Orchidaceae 31
Solanum 30

Gerbera, Begonia, Fragaria 26



Celkovy pocet rostlin produkovanych v

komercnich laboratorich v Evrope

(x1000)
COST meeting 1992, Dijon

Gerbera
Nephrolepis
Prunus
Spathiphyllum
Lilium
Fragaria
Ficus
Saintpaulia

18 383
14 517
10 725
9 827
7 112
7 040
7 002
5 696

Solanum tuber.
Orchidaceae
Citrus
Actinidia
Betula
Nicotiana

Platycerium
Diffenbachia

2 817
2 162
2 061
1112
842
704
700
82



Rostlinné taxony ve vyzkum. laboratorich
COST meeting 1992, Dijon

Rod Pocet laboratori
Prunus 78
Solanum 66
Malus 62
Vitis 42
Brassica 40
Nicotiana 39
Betula 37
Rosa 35
Quercus 32
Fragaria 25

Orchidaceae 13



Hlavni zdjmy evropskych laboratori in vitro
COST meeting 1992, Dijon
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Produkce rostlin in vitro podle zemi (miliony ks.)
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I. stadium: Iniciace mikropropagace

1. vybér materialu:
zdravotni stav matecnych rostlin
ontogenetické stari (rejuvenilizace)
vliv genotypu

2. desinfekce

3. vybér typu explantatu

4. pritomnost cytokininu a auxinu v médiu



IT. Stadium mikropropagace:
propagace

médium se sniZenou koncentraci regulatord
nebo bez nich, moZny pridavek giberelinu

Opakované rozdélovani vzniklych prytu neni
neomezené: vétsinou 10 - 15 pasazi

pak je nutné nové zalozeni kultury
mozné problémy:
habituace

vitrifikace



IT. stadium mikropropagace

adventivni
pryty

mikropropagace melounu Cucumis melo L.



ITI. Stadium mikropropagace:
zakorenovani
snizeni koncentrace mineralnich soli

moznd indukce auxinem (pulsni - vysokou koncentraci
nebo dlouhodobé$i plisobeni nizkou koncentraci)

pro tvorbu funkénich korent = vhodnéjsi tekuté
meédium

absence mykorhizy mmp inokulace kulturami hub



Mikropropagace - stadium III.
zakorenovani

mikropropagace Lilium mikropropagace
Malus



Aklimatizace

nedostatecné vyvinuta kutikula (vosky)
nefunkcni stomata

koreny vyvinuté in vitro odumiraji

!

Snizovani relativni vlhkosti in vitro - ,bottom cooling™
Zvysovani vlhkosti - tunely nebo mlzeni
Zabranéni infekci po prevodu:

peclivé odstranéni zbytku agaru

desinfekce substratu - Previcur-N (0,15-0,25%)



Aklimatizace Saintpaulia ionantha Wendl.

sklenéné akvarium

regenerované rostliny




Aklimatizace

sadbovace s nezakorenénymi
mikrorizky preneseny do mlzné
komory ve skleniku

vyvije¢ mlhy

http://instructl.cit.cornell.edu
/courses/hort400/raspberry/
stageIV.html



Nevyhody mnozeni in vitro

moznost nezadouciho zvétsSeni variability
(tzv. somaklonalni variabilita)

nebezpeci genetické degradace

protokoly nejsou optimalizované pro vsechny
druhy

problémy s vitrifikaci a habituaci

pracnost a energeticka narocnost - cena

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



Vitrifikace (,hyperhydricity")

Symptomy vitrifikace nemusi byt vzdy viditelné
pouhym okem. Viditelné priznaky se mohou objevit
u citlivéjSich taxonu nebo v pripadé nepriznivéjSich
podminek.

Priklady nepriznivych podminek:
- priliS vysoka koncentrace cytokininu
- vysokd kapacita retence vody
- priliS tésné uzavrrené kultivacni nddoby
- priliS nizkd koncentrace gelujicich latek (agar)



Priklad jasnych vizudlnich symptomi vitrifikace
u Oreopanax nymphaefolia

HYPERHYDRIC




Znaky vitrifikace

i

morfologické

4L

anatomicke

—

biochemicke

. kratsi
internodia

. tvorba rizic

. prihledné,
krehkeé,
zkroucené listy
. abnormalni
barva

. slepené jehlice
u konifer

. velké intercelu
. hypolignifikace
. redukovany vyvoj

ary

cévniho systému

vosk

. shnizenad funkce

pruduchd

. defektni epidermis
. zménéné ukladani

zadné
obecné
zavery




Srovnani atmosféry ve skleniku

a kultivaéni nadobé

slozka sklenik ultivachi
0, 22 %o az 4 %
N, 77 % az 87 %
CO, 365 - 1000 ppm az 20 %
vodni pdra 60-85 % + 100 %

etylén

5 ppb - 100 ppb

vétsi nez 2 ppm




Vliv ruznych druhu agaru na rust apikalnich
prytu Picea abies
(koncentrace agaru 1%) (Romberger and Tabor, 1971)

Average growth factor
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Komeréni laboratore v USA
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Komercni laboratore ve vybranych

zemich Asie (1988)

Zemé Pocet laboratori Produkce (v mil.)
Bhutan 1 0,1-0,2
Indie 4. 4 -5
Indonésie 8 3-6
Japonsko 30 10
Korea 10 3
Malajsie 8 6 -8
Nepal 1 0,1-0,5
Filipiny 2 05-1,0
Singapur 4 3-4
Sri Lanka 1 2 - 4
Thajsko 18 35
Celkem 105 65 - 86




Produkce sazenic in vitro (x 1000)
Firma Miyoshi (Japonsko)
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Hlavni skupiny rostlin produkované

in vitro v Asii (1987 - 88)

Table 2. Major crops produced by tissue culture in selected Asian countries, 1987-88.

Major crops No. of Units O Future
(millions) trend

Ornamental foliage plants 7.0 9 Moderaie increase
Flowering crops:

Orchids 44.0 60 Stagnating/slight increase

Tropical flowers NIL NIL Slight increase

Temperate flowers 13 17 Moderate increase
Fruit crops 5 8 Significant increase
Spices 1.0 l Moderate increase
Plantation crops 4.0 5 Slight increase
Forestry NIL NIL Moderate increase
Total 74.0 100.0

Sources: Interviews and quastionnaire responses,




Hlavni skupiny rostlin produkovaneé
in vitro v Asii (1987 - 88)

Druh PoCet v Y Prognoza
mil .
Ozdobné listem 7 9 |mirny narust
Orchideje 44 60 |stagnace
Tropické kvéty 0 O |mirny nardst
Kvéty mirného pdsma 13 17 |mirny narust
Ovoce 5 8 |vyrazny ndrust
Koreni 1 1 |mirny narast
Plodiny plantazi mirny nardst
Lesnictvi 0 O |stredni narust
Celkem 74 100




Kategorie rostlin

Table 3. lLeading countries in Western Europe in the various categories of plants. Numbers in
brackets are in millions. No data were available for the UK.

Categories

Leading countries

Categories

Leading countries

I. Pot plants
(92.3)

2. Cut flowers
{37.8)

3. Fruit trees
{19.4)

4. Ornamental
bulbs/corms
(13.2)

5. Small fruits
(9.4)

6. Orchids
(5.3)

7. Ornamental
trees/shrubs
(3.9)

d b Ld b s tad b Wl b - [FY I R (PO S

b -

. The Netherlands (26.7)
. France (22.6)
. Belgium (16.6)

. The Netherlands (18.2)
. France (10.1)
. Italy (4.9)

. Italy (14.6)
. Spain (1.9}
. France (1.7}

. The Netherlands (13.0})
. Italy (0.2}
. Finland (0.01)

. West Germany (3.4)
. Finland (1.2)
. France (1.0)

. The Netherlands (2.4)
. West Germany (1.9)
. France {0.5)

. Belgium (2.6)
. West Germany (0.4}
. France (0.3)

8. Perennial garden

10.

11.

12,

13.

plants {3.0)

. Agricultural

crops (2.4)

Miscellaneous
ornamentals
(1.9)

Vegetables
(1.4)

Trees (forestry)
(1.3)

Herbs (0.03)

b b= ) — i B

Wb =

—

. France (2.2)
. Belgium (0.3)
. The Netherlands (0.1)

. Belgium (0.5)
. The Netherlands (0.4)
. Spain (0.4)

. France (0.7)
. Spain (0.5}

The Netherlands (0.4)

Italy (0.7)
France (0.5)
The Netherlands (0.1}

France (0.6)
Finland (0.5)

. West Germany (0.2)
. Belgium (0.03)




Produkce rostlin mw (mll ) kategorie

] Hrnkové rostliny (92,3)
1. Nizozemi (26,7)
2. Francie (22,6)

3. Belgie (16,6)

1 Rezané kvéty (37.8)

1. Nizozemi (18.2)
2. Francie (10,1)

3. Itdlie (4,9)

1 Ovocné stromy (19,4)
1. Itdlie (14.6)

2. Spanelsko (1,9)

3. Francie (1,7)

] Okrasné cibuloviny (13,2)
1. Nizozemi (13,0)
2. Itdlie (0,2)

3. Finsko (0,01)

Alocasia sanderiana var.
nobilis pochazi z Filipin, kde
je udajné vyhubend nebo
velmi vzacna

Calathea

crinum lugardiae



Klonalni mnozeni rostlin -
rezané kvety

Agro Brno - Turany
licenéni mnoZeni gerber (Gerbera jamesonii)



Produkce rostlin in vitro (mil.) kategorie

] Drobné ovoce (9,4)
1. Némecko (3,4)
2. Finsko (1,2)
3. Francie (1,0)
] Orchideje (5,3)
1. Nizozemi (2,4)
2. Némecko (1,9)
3. Francie (0,5)
1 Ozdobne kere (3,9)
1. Belgie (2,6)
2. Némecko (0,4)
3. Francie (0,3)




http://www. janholub. cz/my html

"= & Rododendrony
NS Azalky
Hosta
Kalmia



Produkce rostlin in vitro (mil.) kategorie

'l Zahradni trvalky (3,0)
1. Francie (2,2) = N

2. Belgie (0,5)

3. Nizozemi (0,1)

1. Belgie (0,5)

2. Nizozemi (0,4)

3. Spanélsko (0,4)
L] Zelenina (1,4)

1. Itdlie (0,7)

2. Francie (0,5)

3. Nizozemi (0,1)

Ll Lesnictvi (1,3)

1. Francie (0,6)

2. Finsko (0,5) mikropropagovand
3. Némecko (0,2) briza

Echinacea purpurea :
'Lilliput' PPAF PVR



Statistika FloraCulture Int.2004 (mil.EUR)

Celkové trzby za prodané okrasné rostliny dosahly
v Evropé 9 996 milioni EURO

Holandsko
Itadlie
Némecko
Spanélsko

USA a Kanada
Japonsko
Jizni Amerika
Korea
Australie

3 542
1 826
1174

345

5 861
3 147
1180
568
335

Rakousko
Polsko
Mad'arsko
Cesko

240
186
95
43



Metoda pro iniciaci kultur z dospélych
stromu jabloni s pouZitim 8-HQS

= aktivné rostouci vrcholy Malus domestica
= desinfekce a izolace 2-3 mm explantdti

itedlisation

= kultivace - modif. MS medium s 4.4 uM nGubQHon
BA P[Epﬂlﬂﬂﬂl’l -
= prekryti explantatt po dobu 24 h 200 pl . — = '
0.1 % roztokem 8-HQS
" prenos na cerstvé médium Tz Sisoc o ”j%;’ﬁ,%n%”',":;fj"m
= za 2 tydny pasdz explantdtt na medium v
s auxinem a cytokininem (Laimer et al. o o 14 days
* 50 -90 % sterilnich explantatt ziskali =, . ...n
ve srovndni se 100 % ztrdtou u B53 1o 0ros 1A W medim imert 54

neosetrenych vrcholka



Statistika FloraCulture Int.2004

prodej mnozitelského
materialu: + 5%

jednoleté okrasné 56,2%
pereny +17,3%
hrnkove +12,5%

rezané kvétiny + 1,8%

rezana zelen +0,02%




Dutch Wholesale Board
Statistika 2004

Holandsky export okrasnych rostlin do novych zemi
EU se zvysSil o 8%; mad'arsky export o 19,4% a
polsky o 10%.

Ceska republika je
- cilovou zemi pro polské hrnkové rostliny a
sadbu jednoletych okrasnych rostlin;

- rezané kveétiny pres holandské obchodni firmy

dovazeny z Kolumbie, Equadoru, Itdlie a
Holandska.



