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1. Explantatové kultury rostlin - zdkladni principy

Explantatové kultury rostlin {kultury rostlinnych
explantati) znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych &asti
rostlin za umélych podminek. V praxi to znamena oddélit ze
sterilné napéstované nebo povrchové sterilizované rostliny
uréitou cast, umistit ji do sterilniho prostr¥edi
a kultivovat za vice ¢i méné definovanych podminek.

Zakladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlavnim
rozmnoZovanim, Jje Jjedna burika -~ 2zygota, ktera vznikne
oplozenim vaje&né buriky builkou spermatickou. Zygota obsahuije
v jadre kompletni genetickou informaci a v cytoplazmé
mechanismy umoZfiujici realizaci této informace. Zygota je
totipotentni a mitoticky se déli. Procesem mnitotického
déleni vznikaji dcerinné buiiky, které se dale vyvijeji
a dochazi k Jjejich diferenciaci. Stavaji se stavebnimi
jednotkami specializovanych pletiv.

MoZnost vegetativniho mnoZeni rostlin v&ak ukazuje, Ze
rostlinné buniky touto diferenciaci nijak nedegeneruji, ale
ze Jjsou schopny dediferenciace a opétného déleni. Bufiky
diferencovanych pletiv se totiZz ve své genetické vybavé
nelisi od bunék meristematickych. Proces diferenciace je
totiZ zaloZen na tzv. diferenéni genové aktivité, kdy se
specializace builkky vytvafi na zdkladé aktivace ¢i inaktivace
ur¢itych gend p¥isludného rostlinného druhu.

V rostlinném organismu je tedy totipotentni nejen zygota
a meristematickd buika , ale i Kkterdkoli jina rostlinna
burtka. Zménou podminek, ve Kkterych se specializovana
rostlinnd burfika nachdzi, Jje moZné v mnohych pripadech
vyvolat dediferenciaci a neorganizovany rist. Teoreticky je
jakékoliv pletivo obéahujici buriky s funkénim jaddrem vhodné
pro odvozeni explantatové kultury.

Ve svém principu zahrnuji rostlinné explantatové kultury
izolaci bunék, pletiv a organi a Jejich kultivaci ve
sterilnich  podminkach *izeného prostfedi (definovana
kultivaéni média, teplota, vlhkost, kvalita a kvantita



| svétla). Vegetadni vrcholy, postranni pupeny, &asti stonkil,
listh, ko¥ene, reprodukéni &asti jako mikrospory, vajidka,
embrya, semena nebo spory, JjakoZ i jednotlivé. buriky
a protoplasty mohou byt kratkodobé kultivovany in vitro a za
ur¢itych podminek dopéstovany v nové rostliny. To umoZiiuje
uskute¢néni cyklu rostlina - explantat - kultura in vitro
- organogeneze nebo émbryogeneze - intaktni rostlina.

Z vyse  uvedenych principu kultivace izolovanych
rostlinnych ¢ésti vyplyvaji moZnosti jejich aplikace:

1) Kultivace vegetad¢nich vrcholli a pupenit ¢i indukce
adventivnich pupend na izolovanych orgdnech Jjako metody
vegetativniho mnozZeni rostlin.

2) Kultivace izolovanych meristémid jako metoda ozdravovani
rostlin od virovych infekci.

3) Prekonavani fyziologickych  bariér p¥i hybridizaci
taxonomicky vzdalenych druhG pomoci kultivace izolovanych
embryi. '

4) Regulace procesu oplozeni a jeho ovlivnéni v podminkéch'

in vitro.

5) Produkce haploidd pfi kultivaci prasnikl, mikrospor
a vajicek. '

6) Spontanni vyskyt a indukce genovych a genomovych mutaci
v bunéénych a tkanovych kulturach a jejich selekce na urovni
regenerovanych rostlin. Manipulace s rostlinnou burikou
a vytvoreni rostlin s vy&si fotosyntetickou aktivitou
a vlastni nebo symbiotickou schopnosti fixace dusiku.

7) Rizenad fuze protoplasti s cilem vytvoreni novych
hybrida.

=
=
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g8) Inkorporace ciziho genetického materidlu do burky

s cilem modifikace rostlinného genomu.

Explantatové kultury predstavuji nejen soubor metod pro
vadecké studium, ale jsou vyuZivany i pro praktické ucely.
Jedné se predevéim o rychlé klonové mnoZeni a Slechténi

rostlin.



2. Tafizeni laboratofe explantatovych kultur

KaZda laborator, ve které se maji realizovat explantatové
kultury rostlin musi zahrnovat Yadu zdkladnich zarizeni.
Jedna se obvykle o nasledujici:

prostor na myti skla a laboratornich pomicek

prostor na pripravu a sterilizaci médii

skladovaci prostor na chemikilie a sklo

asepticky prostor pro od&kovani

kultivaéni mistnost nebo box s rizenymi kultivadénimi
podminkami (teplota, svétlo, vlhkost)

Schématicky ndkres typické laboratofe tkarmovych kultur
znazornuje obr.l.
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Obr.l. Schématicky nakres moZného usporadani  mistnosti
pracovigté tkanovych kultur rostlin (Torres 1989).,
A-mistnost pro sterilizaci (1-stial, 2-3 autoklavy,
4-teplovzdugna sterilizace, B-mistnost na myti
nadobi(l~laboratorni stdl, 2- dvojiteé umyvadlo) C-temna
mistnost, D~sklad chemik&lii a skla, E-odkovaci mistnost, F
a G-kultivaéni mistnosti, H~- hlavni laborato¥ s chemickymi
stoly-1, lednici~2, centrifugou~3 a destilaénim
pristrojem-4




K zakladnimu vybavenli patfi:

prostor pro myti skla

-

-

drezy k myti skla

parizeni k suseni skla

destilaéni pop¥. redestilac¢ni pristroj

prostor na pripravu a sterilizaci médii

-
-

skriné ke skladovani chemikalii a skla
chemicky stul

analytické vahy

elektricky nebo plynovy varié¢ popr. vodni lazen
pH metr |

autoklav pro sterilizaci pri 121°c

lednice

chemické sklo - kadinky, odmérné bariky, pipety

mezi dals$i za¥izeni miZe patfit mikrovlnna trouba, vyvéva,

davkovaci zarizeni, elektromagnetickad michacdka, redestilacdni

pristroj

prostor pro odkovani

asepticky ockovaci box - flow box
germicidni zarivka

preparaéni mikroskop

stolni tr¥epacka

nastroje pro odbér a oc¢kovani explantati
lihovy nebo plynovy kahan

vyvéeva

kultivacéni mistnost

kultivacni stojany se zarivkovym osvétlenim
klimatizaéni jednotka
ttepadéky popf. roller

za¥izeni pro kultivaci ve tmé



Poznémky k zafizeni laboratofe pro tkamMové kultury rostlin:

K pripravé Zivnych roztokl je nutné pouZivat chemikalie
¢istoty p.a. a jejich navazky je nutné vazit na analytickych
vahach. Voda pouZivana v laboratori musi byt vysoké kvality.
Vodovodni voda neni pro pripravu Zivnych roztokt vhodna
protoZe miZe obsahovat kationty (amonium, vapnik, Zelezo,
ho¥é&ik, sodik atd.), anionty (bikarbonaty, chloridy,
fluoridy, fosfaty atd.), mikroorganismy (rasy, houby,
bakterie), plyny (kyslik, oxid uhlidity, dusik) a dalsi
neC¢istoty. Voda pouZivand pro tkanové kultury by méla byt
prosta pyrogent, plynid, organickych nec¢istot a méla by mit
men$i vodivost neZ 1,0 umho/cm.

OC¢kovaci box by mé&l byt vybaven HEPA filtrem, ktery
zachycuje ne€istoty o velikosti 0,3 um s 99,97 - 99,99%
ucinnosti. Je moZné pouZivat o&kovaci boxy s horizontalnim
i vertikdlnim proudénim vzduchu. K o&kovani malého mnozstvi
explantatii je dostateény velmi jednoduchy od&kovaci box,
ktery je opatfen germicidni zaFivkou (obr. 2 ) . O&kovani je
mozZné provadét také mezi dvéma sterilnimi listy papiru »+
primo na pracovnim stole.
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Obr. 2. Jednoduchy oc¢kovaci box.




Kultivaéni mistost musi mit regulovatelnou teplotu (15
-30°¢ +1°c), vlhkost vzduchu (20~-98% + 3%), osvétleni do
5000 lux, programovatelnou délku fotoperiody (do 24 hodin).

K nékterym ukonlim provaddénym v laboratori:
2.1. Myti skla

Klasicky postup myti skla zahrnuje nejprve mnyti
v chromsirové smési, poté opldchnuti ve vodé, oplachnuti
v destilované vodé a nakonec oplachnuti v redestilované
vodé.

Vzhledem ke Kkorozivnim U¢inklim chromsirové smési je tato
pouZivana pouze v pripadé silné znedisténého skla. Adekvatni
poétup myti skla pro tkarnové kultury zahrnuje myti v teplé
‘vodé (70°C) s detergenty, opléachnuti v teplé vodé a koneéné
oplachuti v destilované vodé a redestilované vodé. Pro silné
znécéisténé sklo je misto chromsirové smési moZno pouZit jiné
metody <cisténi Jjako je napriklad pouziti ultrazvukové
¢isticéky, myti v difosforecnanu sodném nebo vyvareni skla
v metafosfatu, Jjejich oplachuti ve 2zrfedéném roztoku HCl
a kone¢né  oplachnuti  vodou. Omyté  sklo je  nutné
prekontrolovat a nechat vyschnout v horkovzdusném
sterilizatoru pri teploté 150°C (nebo pouze pri bézné
laboratorni teploté pres noc dnem vzhlru), uzavrit
hlinikovou félii a wuchovavat v uzaviené mistnosti. d¢isté
sklo je také moZné uchovavat neuzaviené, dnem vzhiru v dobre
uzavrené. laboratorni skrini.

2.2. Sterilizace

Jednou ze zdkladnich podminek  uUspésné kultivace
explantatovych kultur je zajisténi sterility po cely priubéh
kultivace. Z tohoto divodu je nezbytné zabyvat se sterilitou
rostlinného materidlu pouZivaného jako explantdt, sterilitou



=

kultivaénich médii a sterilitou prostredi, ve kterém jsou
tkanové  kultury realizovény. Pfi nedodrZeni sterility
v nékterém stupni kultivace dojde ke kontaminaci kultur
plisnémi ¢i bakteriemi. Zivnad média pouZivand pro tkainové
kultury rostlin maji totiZ vhodné sloZeni pro rést téchto
vSudypritomnych organismu.

2.2.1. Sterilizace kultivadnich mistnosti a odkovacich

zarizeni

Velké kultiva¢ni mistnosti pop¥. odkovaci mistnosti ije
nejlépe sterilizovat pomoci ultrafialového zareni. Doba
sterilizace Jje dana velikosti mistnosti a je 3ji moZné
provadét pouze tehdy, nejsou-li pritomny v mistnosti Zadné
kultury. Sterilizace se obvykle provadi v noci pred dnem,
kdy bude mistnost vyuZivdna k ocCkovani. Ke sterilizaci se
pouzivaji germicidni zarivky, je moZné pouzit také "horské
slunce". Ultrafialové zareni je nebezpeéné'pro oci.

O¢kovaci mistnosti jé také moZné sterilizovat omytim

“jejich stén bakteriocidnim a fungicidnim pFipravkem.

Oc¢kovaci boxy se sterilizuji tak, 2Ze se nejprve spusti
proudéni vzduchu a poté se otfe jeho vnit#ni povrch 95%
etanolem 15 minut pred zahdjenim préace v boxu.

Kultivaéni mistnosti mohou byt nejprve unmyty roztokem
detergentu a poté vytrfeny pec¢livé 2% roztokem chlornanu
sodného nebo 95% etanolem. Myti kultivaéni mistnosti je
nutné provadét v pravidelnych intervalech (tyden).

2.2.2. Sterilizace nastroji a skla

Kovové nastroje, sklo, hlinikovd £félie atd. mohou byt
sterilizovany v horkovzdus$ném sterilizatoru (130°-170°¢) po
dcbu 2-4 hodin. Veskeré predméty, které se takto sterilizuji
je nutné zabalit pop¥. uzaviit (nap#. alobal, ne papir
protoZe ten se spali pri 170°c). '

“Néastroje, které Dbyly sterilizovany v  horkovzdu&ném
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sterilizatoru se pri praci opakované sterilizuji opdlenim
nad plamenem kahanu po jejich predchozim ponofeni do 95%
etanolu. Pri opalovani nastroji je nezbytné se vyvarovat
jejich opétnému ponoreni do etanclu jesté pfedtim, neZ na
nich dohofi etanol. V pripadé, Ze se toto stane je nutné
zachovat klid a uhasit ho¥ici etanol zabranénim pristupu
vzduchu.

2.2.3. Autoklavovani

Sterilizace autoklavovanim se provadi v autoklavu a jednd se
o sterilizaci horkou parou za zvySeného tlaku.Tento zptsob
sterilizace se pouzivd pro sterilizaci vatovych =zatek,
plastikovych wuzévéru, filtru, skla, pipet a pFedeviim pro
sterilizaci médii. Strerilizace se provadi pri teploté 121
Oc a pretlaku 100 kPa. Délka sterilizace je u médii zavisla
na Jjejich objemu (viz niZe ), u ostatniho materiilu se
pouZiva doba 15-20 minut.

2.2.4. Sterilizace Zivnych roztoku

Ke sterilizaci Zivnych roztokl se pouZivaji dvé metody:
autoklavovani a sterilizace filtraci. Zivné roztoky, voda
a dalsi stabilni latky mohou byt sterilizovany ve sklenénych
nadobach uzavrenych uzavérem (alobal, vata, plast).

Jak  bylo wuvedeno vyse, Zivné roztoky se obvykle
autoklavuji pri teploté 121°C a pretlaku 100 kPa. Doba
sterilizace je 2zavisla na objemu roztoku (tab. 2). Tlak by
nenél presahovat 140 kPa protoZe vys$&i tlak vede k rozkladu
sacharidi a dalsSich termolabilnich sloZek média.

Termolabilni sloZky Zivnych roztoki Jjako jsou napr.
proteiny, nékteré vitaminy a aminokyseliny, rostlinné
extrakty, gibereliny a nékteré cukry Jje nutné sterilizovat
filtraci. K tomuto uelu se pouzivaji specialni membranové
filtry, které maji velikost pérh mensi neZ 0,2 um. Filtry se
upeviiuji do filtracéniho =zarizeni a spolu & nim se
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sterilizuji pred pouzZitim v autoklavu. Je moZné pouZivat
jednorazové filtry, které se doddvaji JjiZz sterilni. Tyto
filtry se rozbali aZ pfed pouZitim ve flowboxu. Roztok se
pres né protladuje inijekdéni st¥ikacdkou do sterilni nadoby.
U sloZitéjsich filtradénich zarizeni se k filtraci vyuZiva
vyvévy napojené na sterilni odsévaci banku.

Média, kterd obsahuji termolabilni sloucéeniny, Jje moiné
pripravit tak, 2e se zvlast sterilizuji jeho termostabilni
slozky - autoklavovanim a zvlast Jjeho termolabilni sloZky
- filtraci. Roztok sterilizovany autcoklédvovanim se necha
ochladit na 50-60°C a ve sterilnich podminkach se do ného
p¥idaji termolabilni sloZky sterilizované filtraci, ¢imZ se

ziskd definitivni sterilni Zzivné médium.
2.2.5. Sterilizace rostlinného materialu

Pri zakladani tkanové kultury je nutné ziskat sterilni
materidl, coZ Jje bez pouzZiti raznych dezinfekénich postuph
témér nemoZné, 95% kultur zkontaminuje pokud neni rostlinny
material sterilizovan. Ke sterilizaci rostlinného materiilu
neni mozZné pouZivat vysokych teplot a proto se pouZivaiji
riuzné dezinfeké&ni roztoky. Prehled nejbéinédjsich prostredkl
je uveden v tab. 1 . Roztoky, Kkteré se pouzivaji ke
sterilizaci, nesmi poskodit rostlinnd pletiva a musi nicéit
plisné a bakterie. Obvykly postup ziskani sterilniho
materidlu k zaloZeni tkanové kultury zahrnuje : oplachnuti
explantatu v roztoku detergentu (napr. Tween, Jar), omyti
vodou (10-30 minut), pono¥eni do dezinfekéniho roztoku ve
sterilnich podminkach, sliti dezinfekéniho roztoku
a oplachnuti explantatu nejméné 3x ve sterilni destilované
vodé. K G&inéjsi sterilizaci explantatd a vypirani
dezinfeké&niho roztoku se nadoba s roztokem a explantatem
umistuije na tfepadku.

Néktery rostlinny materiial se velmi obtiZné sterilizuje
a je nutné nap¥. pouzit opakované sterilizace - sterilizace

se opakuje v intervalu 24-48 hodin a teprve poté se
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explantaty o¢kuji na Zivny roztok. V ptfipadé, Ze ani tento
postup nezajisti odvozeni sterilni kultury a v pripadech,
kdy se Jedna o pritomnost endcparaziti, je moZné k odvozeni
sterilni kultury pouZit antibiotika. Antibiotika se dodavaji
do média primokultury.

2.3. Sterilni prace v odékovacim boxu

Pri praci ve sterilnim oc¢kovacim boxu Jje nutné k zajisténi
sterilnich podminek dodrZovat nékteré zasady:

9, V oCkovacim boxu Jje nutné dbat na spradvnou manipulaci

é}s ndstroji - po pouZiti odklddat do nadoby s etanolem.

@Omezit mnoZstvi skla a dalsich predmétii umisténvch v boxu na

ninimum.

5)Umisténim kahanu , skla a dalSich pfedmétd v boxu nebranit
spravnému proudéni. vzduchu v boxu.

. P¥i praci v o¢kovacim boxu neni moZné mluvit.

3. Kultivaéni nédoby otevirat pouze na kratkou dobu nutnou pro

naockovani kultury.

4. Pred 2zahdajenim prace v boxu Je nutné 51,gp;gghngutm_rnga
Jydlem a poté dezinfekénim roztokem (napt. 95% etanol).

Predméty, které se prenadeji do boxu je vhodné dezlnflkovat

dezinfekénim roztokem z rozprasSovace. /uﬁr'ifM%%@MW**VV’/““*“/

Pokud je ockovaci box vybaven germicidni zafivkou neni moZné
Ji mit zapnutou v dobé, kdy se v boxu odkuje.
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3. Kultivaéni nédia pro explantdtové kultury

3.1. SloZeni médii

Jednim 2z nejdilezitéijsich faktord ovliviaujicich rust
a morfogenezi v tkanovych Kkulturach rostlin Jje sloZeni
kultivaéniho média.

Média pouZivand jak pro kultivaci bunék, tak rostlinnych
pletiv ¢i organd obsahuji obvykle nasledujici slozky:
makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo
dalsi zdro’j organického dusiku, sacharid(y), dalsi
nedefinované organické sloZky, zpeviiujici latku a riastové
regulatory. Existuje celd Fada médii pouZivanych pro rizné
druhy rostlin a pro rGzné ucely kultivace. Mezi nejcastéji
pouzivand meédia pat¥i média, kterd popsali White (1963),
Murashige and Skoog (MS, 1962), Gamborg et al (B5, 1968), .
Gautheret (1942), Shenk and Hildebrant (SH, 1968), Nitsch
and Nitsch (1969) a Lloyd and McCown (1981). Media MS, SH
a B5 Jjsou charakteristickda vysokym obsahem makroelementi,
zatimco ostatni média obsahuji makroelementl podstatné méns.

3,1.1. Makreoelementy

Makroelementy dodavané do kultivac¢nich médii zahrnuji Sest
nejdilezitéjsich prvka: dusik, fosfor, draslik, vapnik,
ho¥é&ik a siru. Optimalni koncentrace kazdého prvku pro
dosaZeni maximalni ristové rychlosti je 2znadné zavisla na
rostlinném druhu.

Kultivadni médium by mélo obsahovat pfinejmengim 25-60 mM
anorganického dusiku. Rostlinné bunky mohou rist na médiu
obsahujicim dusik pouze v nitratové formé, ale mnohem
lepsiho ristu je vétsSinou dosaZeno Jje-1li dusik do média
dodavan spole¢né& v nitratové formé a ve formé amonnych soli.
Redukovana forma dusiku je pro nékteré druhy pro zajisténi
rustu v explantdtové kultufe nezbytnid. Redukovany dusik se
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maZze do média dodavat také ve formé organickych sloudenin
(nap?. aminokyseliny). Nitrity se dodavaji obvykle do média
v koncentraci 25=40 M, amonium se obvykle dodava

v koncentraci 2-20 mM. Dusik se do kultivadniho média

nejéastéji dodava ve formé dusicnanu draselného a dusiénanu
amonného.

Draslik se do médii dodava ve formé& dusidénanu nebo
chloridu v koncentraci 20-30mM. Optimdlni koncentrace
fosforu, hofcéiku, siry a védpniku se pohybuje v rozsahu 1-3
mM.

3.1.2. Mikroelementy

Mezi mikroelementy nezbytné pro rist tkatovych kultur
rostlin patr¥i Zelezo, mangan, zinek bdér, méd a molybden.
Zelezo a zinek se obvykle do médii dodavaiji v chelatové
formé. Do médii se také nékdy dodava kobalt, jéd, sodik
a chlér, ale nemusi byt pro rist explaﬁtétové kultury
nezbytné. Mé&d a kobalt se obvykle dodavaiji do médii
v koncentraci 0,1 uM, Zelezo a ﬁolybdén v koncentraci 1 uM,
jéd 5 uM, zinek 5-30 uM, mangan 20-90 uM a bdér 25-100 uM.

3.1.3. Zdroj uhliku a energie

Jako nejcastéjs$i zdroj uhliku a energie Jje pouZivéana
sachardza. V nékterych pripadech je moZné sacharézu nahradit
glukdzou €i fruktdézou. V kultivaénich médiich byly testovany
i jiné sacharidy jako laktéza, galaktéza, rafinéza, maltdza
a skrob, ale vétsinou byly méné efektivni ne? sacharéza
a glukéza. Obvykle pouzZivana koncentrace sacharézy
v kultivaénim médiu je 2-3%.

Sacharidy se do médii dodavaiji z duvodu prevaziné
heterotrofni vyZivy  explantata. Schopnost  explantata
vyZivovat se autotrofné je totiZ velmi omezena.

Sachardza pritomnd v médiu miZe byt roz&tépena na glukdzu

a fruktdézu. K Castedné hydrolyze sacharézy dochazi také pri
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autoklavovani média.
3.1.4. Vitaminy

Normalni rostlina sama syntetizuje vitaminy nezbytné
k jejimu rdstu a vyvoji. Vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné
jako katalyzatory Ffady metabolickych procesti. Pro rostlinné
buriky a pletiva kultivovand in vitro mohou byt nékteré
vitaminy limitujicim faktorem Jejich rGstu. Mezi vitaminy
nejcastéji pouZivané v zZivnych médiich pat¥i thiamin ,
kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-inositol. Thiamin se
pouZiva obvykle v koncentraci 0,1 - 10,0 mg/l. Thiamin je
soucasti veétsiny médii a Jje pro rust tkanovych kultur
nepostradatelny. Kyselina nikotinova a pyridoxin se rovnész
velmi ¢asto dodavaji do kultivadnich médii, ale jejich
pfitomnost v kultivaénim médiu neni tak nezbytna Jjako
u thiaminu. Kyselina nikotinovd se pouZiva v koncentraci
0,1-5,0 mg/l, pyridoxin v koncentraci 0,1-10,0 mg/l.

Myo-inositol se vyskytuje ve vét$iné Zivnych médii.

Jednd se o sacharid, ktery nemusi byt pro rdst explantatu
nezbytny, ale mGZe tento rist stimulovat. Predpokladd se, Ze
myo-inositol je Stépen na kyselinu askorbovou a pektin a je
inkorporovan do fosfoinositidd a fosfatidylinositolu, které
hraji roli v bunééném déleni. Myo-inositol se v kultivadnich
médiich pouZivd v koncentraci 50-5000 mg/l.

V kultivaénich médiich se nékdy pouZivaiji dalsi vitaminy
jako biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina
pantotenova, vriboflavin atd. Jejich p#itomnost v médiich
v8ak neni vétsinou nezbytna.

3.1.5. Aminokyseliny a dals$i zdroje organického dusiku

PrestoZe Jsou kultivované rostlinné bunky schopny
syntetizovat vsSechny nezbytné aminokyseliny, miZe pritomnost
nékterych aminokyselin v  Zivném médiu stimulovat rist
explantatld. Aminokyseliny se dodavaji do Zivnych médii
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predevim v p¥ipadé kultivace bunéénych suspenzi
a protoplasti. Aminokyseliny slouzi burnikamn jako
pezprostfedni zdroj dusiku, ktery Jje v organické formé
vyuzivan rychleji neZ ve formé anorganicke.

pusik se Vv organické formé dodava do zZivnych médii
nejéastéji ve smési aminokyselin ( nap¥. kasein hydrolyzat).
velmi ¢asto se pouZiva také L-glutamin, L-asparagin, glycin
a adenin. Kasein hydrolyzat se pouZivé obvykle v koncentraci
0,05 = 0,1%. Pokud se dodavaji aminokyseliny samotné ije
nutné mit na z¥eteli, Ze mohou pfi vysSsich koncentracich
také inhibovat rust. Koncentrace aminokyselin stimulujici
rust zavisi na druhu aminokyseliny . Nejdastéiji se pouzZiva

koncentrace v rozsahu 1 -~ 100 mg/1.
3.1.6. Nedefinované organické sloZky médii

Rist explantatové kultury je moZné casto stimulovat
pridanim celé rady organickych extrakti jako nap¥. protein
hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasniéného extraktu,
sladového extraktu, extraktu z bandnd, pomerancové ¢&i
rajcatové stavy. PouZiti téchto nedefinovanych smési je v3ak
lépe pokud noZno vynechat  préaveé z divodu Jjejich
nedefinovaného sloZeni. Nejcastéji se pouZiva protein
(kasein) hydrolyzadt a kokosové mléko. Protein hydrolyzat
v koncentraci 0,05-0,1% a kokosové mléko v koncentraci
5-20%. _

Do médii se také nékdy dodava aktivni uhli, které maZe mit
jak stimulacéni, tak inhibiéni efekt na ruist explantatu.
Aktivnimu uhli se pripisuji t¥i zdkladni funkce v Zivném
médiu: absorpce latek inhibujicich rust, absorpce riustovych
regulatord a ztmavnuti média. Inhibici rastu v pfitomnosti
aktivniho uhli v médiu je moZné vysvétlit absorpci rustovych
regulatord aktivnim uhlim. Aktivni uhli m& schopnost vazat
BA, WAA, kinetin, IAA, 2iP. Stimulaéni déinek aktivniho uhli
na ruast explantati Jje pripisovdan jeho schopnosti vézat
toxické fenoloveé slouceniny produkované rostoucim



explantatem. Aktivni uhli se pred pouZitim proplachne
kyselinou a =zneutralizuije. PouZivd se v koncentraci
0'5_3'0%.

3.1.7. Latky pouZivané pro zpevnéni média

Pro pripravu tuhych médii se nej¢astéji pouzivd agar. Agar
ma oproti jinym gelizujicim latkam rFadu vyhod. Za prvé,
je~1li agar smichan s vodou, dojde k vytvoreni gelu pri
teploté 60-100°C, ktery tuhne priblizné p¥i 45°C. Agarové
gely Jjsou tedy stabilni pri teplotiach pouZivanych ke
kultivaci. Agar nereaguje s ostatnimi sloZkami média a neni
rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost agarového gelu je mozné
regulovat pouzZitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH
média. Agar se obvykle pouziva v koncentraci 0,8~1,0%.

Velmi duleZitd je &istota pouzZivaného agaru. Agar obsahuje
vapnik, horéik, draslik a sodik, a tak zména koncentrace
agaru v médiu miZe zménit i koncentraci nékterych prvku
Vv Zivném médiu. Nékte¥i autori také uvadi, Ze agar maze
obsahovat sacharidy a stopy aminokyselin a vitamind. Nékteré
nec¢istoty mohou byt 2z agaru odstranény jeho namodenim do
redestilované vody po dobu nejméné 24 hodin, poté
proplachnutim v etanolu a vysufenim pfi teploté 60°C po dobu
24 hodin.

Vedle agaru je moZné pouzivat ke zpevnéni média také
agardézu a Phytagel a Gerlite, které predstavuji syntetické
latky. Phytagel a Gerlite se pouzivaji v koncentraci
1,25-2,5 g/1, rychle tuhnou a vysledny gel je velni cisty
a usnadnuje detekci pfipadnych kontaminaci média.

v pripadé, Ze neni pouZito pevné médium, Jje moZné
explantaty "“fixovat" na mistcich 2 filtraéniho papiru,
polyuretanové péné, cedidové vaté (rockwool), perforovaném
celofanu atd.
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3,1.8. Rastové regulatory

_ Rﬁétové regulatory pouZivané v kultivaénich médiich je

moZné rozdélit do Sty¥ zékladnich skupin: auxiny,
cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. © charakteru
rustu explantatové kultury nerozhoduije pouze jenom
koncentrace jednotlivych hormoni, ale ¢asto jejich vzajemny
pomdr. To plati predevSim pro auxin a cytokinin ve vztahu
k organogenezi - tvorbé kofeni &i pryti. Pomér auxinu
a cytokininu, ktery vede k morfogenezi, =zavisi na druhu
rostliny, kultivaru a explantatu.

Mezi auxiny pouZivané v tkafovych kulturach rostlin pat#i
predev8im kyselina indolyloctovd (IAA), kyselina indolyl

maselna (IBA), kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4—D}
a kyselina naftyloctovd (NAA). IAA predstavuije nativni
auxin, ostatni jsou latky syntetické. Mezi dalsi syntetické
auxiny patri kyselina chlorfenoxyoctové (4-CPA),
2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina (2,4,5-T),
3,6-dichlor-2-metoxybenzoova kyselina (dicamba)
a 4—amino-3,5,6-trichlorpikolinova kyselina (picrolam).

Ruzné druhy auxind maji riznou fyziologickou aktivitu,
pohybuji se rhGznou rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné
receptorove buriky a Jjsou Jjinym zpusobem metabolisovany.
Podle ohybového testu je 2,4-D 8-12x aktivnéjdi neZ IAA,
2,4,5-T 4x, PCPA a picrolam 2—-4x a NAA 2x. PrestoZe se
2,4-D, 2,4,5-T, PCPA a picrolam pouzZivaji k indukci rychlého
bunécného déleni miZe jejich dlouhodobé pouzivani &i jejich
vysoka koncentrace (zejména 2,4-D) vést k potlaceni
norfogenetické aktivity explantati. Auxiny jsou
Vv kultivaénim médiu pouZivany predevdim za udelem stimulace
ristu kalusu a bunék, v nékterych pripadech k indukci tvorby
Pryti a zejména kofen, k indukci somatické embryogeneze
a stimulaci ristu apikdlnich meristémd.

Mezi cytokininy béZné pouZivané v kultivadnich médiich
patri predevSim benzylaminopurin (BAP, jinak benzyladenin
BA), 6- dimetylaminopurin (2iP &i IPA), furfurylaminopurin
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(kinetin) a zeatin. Zeatin a 2iP jsou povaZovany za nativni
cytokininy, zatimco kinetin a BAP predstavuji syntetické
cytokininy. Adenin, dal&i nativné se vyskytujici latka, ma
podobnou chemickou strukturu jako cytokininy a v nékterych
pripadech také vykazuje cytokininovou aktivitu.

Cytokininy se pouZivaji v kultivaénich médiich za udelenm
stimulace  bunééného  déleni, k  indukci tvorby prytd
a inhibici tvorby korenu.

Morfogenetické reakce Vv explantiatové kulture jé znaéné
zavisla na vzajemném poméru auxinu a  cytokininu
v kultiva¢nim médiu. Iniciace tvorby korFenli, embryogeneze
a iniciace tvorby kalusu je stimulovédna, je~li pomér auxinu
k cytokininu vysoky. Je-li tento pomér nizky, je indukovana
tvorba adventivnich ¢i axilarnich prytu. Napf. pouZije-li se
0,1 az 10 mg.1”! kinetinu spolu s IAA v poméru 1:1, dojde
v kultufe tabakové drené k silné proliferaci pletiva.
Jakmile se széi pomér auxinu, dojde k tvorbé korent, kdyz
se naopak 2zvysi mnoZstvi kinetinu, indukuje se tak tvorba
prytd (obr. 3).

Koncentrace auxinu a cytokininu Jje stejné'vyZnamné jako
jejich vzédjemny pomér. Nap¥. p¥i pouziti 2,4-D a BAP ve
stejné koncentraci dojde pri koncentraci 65,0 mg/l ke
stimulaci ristu kalusu u Agrostis, pri pouZiti koncentrace
0,1 mg/l Jje ze stejného pletiva stimulovana tvorba prytu.
V obou pripadech je pomér mezi auxinem a cytokininem jedna,
ale v prvnim pripadé je Kkoncentrace auxinu prilid vysokd
a vyvola tvorbu kalusu bez ohledu na pritomnost cytokininu.

Dalgi skupinou rostlinnych regulatorl, které se do
kultivaénich médii dodavaji, Jjsou gibereliny (predevSim se
jedna o GA; a GA5) a kyselina abscisova (ABA). Vétsina
explantatl jejich pritomnost pro svij rast v médiu
nevyZaduje, ale u nékterych druht mohou stimulovat jejich
rist. GA,; se pridava vétsinou do média za udelem Stimulace
rastu bunéénych kultur p¥i nizké hustoté suspenze, ke
stimulaci rustu kalusu a ke stimulaci rastu zakrslych
rostlin. Abscisovd kyselina se doddava za udelem stimulace
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i inhibice rustu kalusu v zavislosti na rostlinném druhu, ke

R

stimulaci proliferace pryti a k inhibici pozdéjsSich fazi

embryogeneze.

explantat kalus koreny - pryty neroste

TAA Img/ L 3mg/l 003mg /1L —_
kinetin : 0,2mg/l 002mg /1 1mg/l 0,2mg/t

Obr. 3. VI1iv ruzné koncentrace auxinu a cytokininu (IAA,
kinetin) na vyvoj explantdtu tabaku. (podle JACOBA a kol.
1987)

Ve vSech pripadech je t¥eba pfi zhotoveni Zivného média
vénovat pozornost koncentraci vodikovych ionti. Obyéejné se
doporuc¢uje pH 5,5 aZz 6,0, v nékterych pripadech 6,0 aZ 7,0.
Pfislusnd hodnota pH se v pripadé petreby upravi hydroxidem
draselnym, nebo kyselinou chlorovodikovou (1M).

Chemické sloZeni a fyzikalni vlastnosti média musi
odpovidat poZadavkamn rostliny v raznych  fazich
rozmnozovaciho cyklu. V prvni etapé (zaloZeni kultury) se do
média pridavaji nékdy antioxidanty, které zabranuji aktivaci
hydrolytickych enzymi a hynuti explantati. Ve druhé etapé se
médium casto obohacuje o 1latky, které stimuluji tkanovou
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proliferaci. Jedna se predevéim o vy§si koncentrace
cytokinini. Ve tr¥eti etapé mnoZeni se do média pridavaiji
predevsim auxiny podporujici tkariovou  diferenciaci
a elongac¢ni fazi rustu.

3.2. Priprava Zivnych médii

K ptripravé Zivnych médii je nutné pouZivat d&isté sklo,
vodu © vysoké kvalité, cisté chemikalie a pec¢livé, presné
navazky vsech komponent média. Redestilovana voda se pouzZiva
pro pripravu médii pouZivanych ve vyzkumu. Pro komerdéni
vyuziti tkdanovych kultur stac¢i pouZivat demineralizovanou
vodu. V Zadném pripadé vsak nenli moZné pouZivat vodovodni
vodu, kterd obsahuje velmi mnoho chemickych a mechanickych
ne¢istot. Chemikdlie pouzivané pro pFipravu kultivaénich
roztokl by mély mit éistotu p.a.. Tento poZadavek nemusi byt
splnén u sachardzy, kde je ¢&istota cukru pouZivaného
v potravindrstvi vétsinou dostateéna.

Kultivaéni médium, jak bylo uvedeno vysSe, obsahuje
makroelementy, mikroelementy, vitaminy, cukr a rustové
regulatory. Uplné kultivaéni médium se pripravuje vétsinou
ze zasobnich roztokld jeho jednotlivych sloZek. Nékteré firmy
(SERVA, SIGMA) dodavalji JjiZz pripravené koncentraty meédii
a to bud v kapalném nebo pevném skupenstvi. Tyto koncentraty
se rozpusti ve vodé na pozZadovanou koncentraci. V tomto
pripadé se potom 2ze 2zasobnich roztoku pridavaji pouze
riustové regulatory popr. sachardza a agar.

3.2.1. Zasobni roztoky

Pouzivani zasobnich roztokl redukuje pocéet nezbytnych
operaci nutnych p¥i pripravé kultivacénich médii a tim
i moZnost vzniku chyb. Kromé toho vsSak neni ani technicky
moZné primo nap¥. navazZovat mikroelementy, které se dodavaji
do médii v miligramech ¢&i mikrogramech. P¥iprava zasobnich
roztokdh a Jejich =zredéni ve findlnim médiu je proto
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standardnim postupen. Vyhodou Kkoncentrovanych zasobnich
roztokd je také to, Ze Jsou ¢asto stabilnéjsSi neZ roztoky
zredéne.

Zésobni roztoky se pripravuiji navédZenim prislusného
mnoZstvi chemikdlie, kterd se nejprve v odmérné bailce
rozpusti v malém mnoZstvi vody, etanolu, 1M NaOH &i 1M HCl.
Po rozpusténi se postupné za stdlého miché&ni pridava
redestilovanad voda aZ po dosaZeni 2adaného objemu roztoku.
Zasobni roztoky se  vétginou pripravuji 10x aZ 100x
koncentrované. Nadobu se 2zasobnim roztokem je nezbytné
ozna¢it napisem oznacujicim Jeji obsah, datum pripravy,
pop¥. Jjméno pracovnika, ktery roztok pripravil. Nékteré
roztoky musi byt uchovavany v tmavé 1lahvi (nap¥. TIAA), aby
se zabranile jejich rozkladu svétlen.

3.2.1.1. Makroelementy

Zasobni roztok makroelementl se vét3inou pFipravuje 10x
koncentrovany. Je vyhodné uchovavat zvlast 2zasobni roztok
soli vépniku, coZ zabranuje Jjejich vysraZeni. Zasobni
roztoky makroelementld mohou byt uchovavany ve tmé po dobu
nékolika tydnti v lednici p#¥i teploté 2-4°C. |

3.2.1.2. Mikroelementy

Zasobni roztoky mikroelementd Jjsou vétEinou pripravovany
100x koncentrované. Zasobni roztoky je opét nutné uchovavat
ve tmé pfi teploté 2-4°C. Zasobni roztoky je moZné uchovavat
pomérné dlouhou dobu (aZ jeden rok), ale je nutné vidy pred
pouzZitim kontrolovat, zda nedes$lo k vysraZeni roztoku d&i
jeho kontaminaci. Nékdy se doporuduje pripravit zvlast
zasobni roztok KI namisto jeho pridani do zésobnihe roztoku
ostatnich mikroelementl. 2ZAsobni roztok soli Zeleza se
rovnéZz pripravuje a uchovava samostatné ve tmé& nebo tmavé
lahvi. Nejjednodus€im zplUsobem dodani Zeleza do kultivaéniho
média je primé navazZeni NaFeEDTA. Priprava zésobnich roztoka
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Zeleza bude popsdna déle.
3.2.1.3. Vitaminy

Zasobni roztoky vitamini se p¥ipravuiji koncentrované 100x
nebo 1000x a uchovavaiji se v mrazniéce (-20°C) aZ do doby
pouziti. Zasobni roztoky wvitamind Jje moZné také uchovavat
v normalni lednici p¥i teploté 2-4°C, ale je nutné je
obménit za 2-3 mésice.

3.2.1.4. Rastové regulatory

Auxiny NAA a 2,4-D jsou povaZovany za stabilni a jejich
roztoky je moZné uchovavat prFi teploté 4°C po nékolik
mésich. TIAA je velmi nestabilni a jeji 2z&sobni roztok je
moZné uchovavat v lednici pouze jeden tyden.  ‘Nejlepdi je
pripravovat vidy cerstvy roztok IAA. P¥i pripravé zasobnich
roztoklti mohou vzniknout problémy s rozpousténim hormonu.
Zdsobni roztok 2,4~-D a IAA se pripravi nejprve jejich
rozpusténim v malém mnoZstvi 95% etanolu a poté se doplni
redestilovanou vodou na pat#icény chjem. NAA je moZné
rozpustit v malém mnoZstvi 1M NaOH (KOH), ktery také miZe
byt pouzit k rozpusténi IAA a 2,4-D. V pFipadé, Ze se
pouZivd NaOH (KOH), je nutné pred doplnénim roztoku na
vysledny objem upravit jeho pH na hodnotu 5,5 - 5,8.

Cytokininy Jsou stabilni a Je mocZné je uchovavat pfi
teploté —20°C, 7&sobni roztoky cytokining se obvykle
pripravuji 100x aZ 1000x koncentrované. Vétd3ina cytokinind
se Spatné rozpousti ve vodé a je nutné je nejprve rozpustit
v malém mnoZstvi 1M NaOH nebo 1M HCl. Cytokininy Jje mozZné
také rozpoustét v dimetylsulfoxidu (DMSQ). DMSO pusobi
rovnéZ jako sterilizaéni latka a zasobni roztoky cytokining
obsahujici DMSC neni nutné sterilizovat a je moZné je primo
pridavat ke sterilnimu médiu.
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3.2.1.5. Uchovavani zasobnich roztoka

Nékteré podminky uchovavani zésobnich roztokl jiZ byly
jmenovany vyse, ale je moZné doplnit nékteré dal$i poznatky.
ve vétsiné laborator¥i tkanovych kultur se z&sobni roztoky po
jejich pEipraveni rozdéli do menSich objemi, které staci
k pripravé 1 aZ 10 1 mnmédia (podle velikosti laboratore).
zasobni roztoky se potom wuchovavaji v plastikovych nadobiach
v mraznic¢ce ve zmraZeném stavu. Pri pripravé vlastnich
zivnych médii neni nutné potom vZdy rozmrazovat cely objem
pivodniho 2zasobniho roztoku, ale pouze nezbytné mensi
mnoZstvi. Takto Jje moZné uchovavat i hotové Zivné roztoky
10x koncentrované. Po jejich roztaveni (napf. s pouZitim
mikrovinné trouby) se doplni jenom agar, rustové reguldtory
a redestilovand voda na poZadovany obijem.

3.2.1.6. Sterilizace médii

Média pouZivand pro rostlinné explantidtové kultury se
vét$sinou sterilizuji autoklavovanim pri teploté 121°C
a pretlaku 100 kPa. K této sterilizaci se pouZiva autoklav.
Doba sterilizace je zavisld na objemu sterilizovaného média
v jednotlivych nadobach. Minimdlni doby sterilizace pro
rizné objemy média jsou uvedeny v tab. 2.

Doporucuje se spiSe rozlit médium do vice nadob a pouZivat
tim kratsi dobu sterilizace neZ sterilizovat vétsi objemy po
delsi dobu. Rada sloZek médii Jje totiZ termolabilni a pri
delSi dobé sterilizace Jje véts$i pravdépodobnost Jjejich
rozkladu. '

V posledni dobé se objevuji moZnosti sterilizovat mensi
objemy média v mikrovlinné troubé, ~ale tento zpusob neni
hojné pouZivédn. V béZné dostupnych mikrovlinnych troubach je
totiZz dosaZeno varu v jednotlivych nadobdch v jinou dobu
a je proto obtiZné nardz sterilizovat vétsi podet nadob.

Doba sterilizace se pohybuije v tomto pripadé 2-4 minuty.
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Tab. 2. Minimdlni doba sterilizace pro prislusny objem
kultivaéniho média v kultivaéni nadobé& (121 °c, 100 kPa).

Cbjem média v jedné - Minimdlni doba sterilizéce
kultivaéni nadobé (ml) .(min)
20 - BO 15
75 - 20
250 = 500 25
1000 30
1500 . 35
2000 40

Nékteré slozky wmédii vSak jsou velmi termolabilni a neni
je moZné sterilizovat autoklavovanim. Mezi termolabilni
komponenty Zivnych médii pat¥i fruktéza, glukdza, kalcium
pantotenat, gibereliny, riboflavin, kyselina listova,
mo¢ovia, asparagin, adenin sulfat a enzymy pouzZivané
k izolaci protoplastd. 2&asobni roztoky téchto latek se
sterilizuji filtraci a ve sterilnim prostredi se pipetuiji
sterilni pipetou do média, které se ochladilo na 45 ~ 50°C.
Ke sterilizaci filtraci se pouZivaiji menbranové nebo
sklenéné filtry o velikosti pérd 0,22 um. PPes tyto filtry
se zasobni roztok latky filtruje do sterilni nadoby. Ke
sterilizaci filtraci se pouZivaji jednordzové filtry, které
se nasazuji na strikadku nebo se roztoky mohou filtrovat
pomoci slozitéjsiho filtraéniho zarizeni napojeného na
vyvevu.
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3.2.1.7. PouZivanad kultivacéni média

v literatufe byla popséna celd ¥ada kultivadnich médii,
ktera Jsou oznacovédna podle jejich autord. Cilem tohoto
textu neni podat duplnou informaci o vSech publikovanych
médiich a proto bude uvedeno sloZeni (tab. 3) a priprava
téch nejznamnéjsich. Prehled vétsiny pouZivanych
kultiva¢nich médii a Jjejich sloZeni uvadi nap¥. Conger
(1981), George and Sherrington (1984), George et al (1987),
Herman (1991).

MS (Murashige and Skoog, 1962) nebo LS (Lindsmaier and
skoog, 1965) médium se pouZivd velmi casto, zejména tehdy,
kdy je cilem kultivace regenerace rostlin. B5 médium a jeho
razné derivaty se pouzZiva  predevsim pro kultivaci
protoplasti a bunéénych suspenzi. Je vsak také c¢asto
pouzivano pro regenerace rostlin. Hlavni rozdil mezi MS
a B5 médiem Jje mnohem niz$i obsah dusiku, zejména nitratu,
v B5 médiu. Médium N6 bylo odvozeno pro prasnikové kultury
cbilovin (Chu, 1978) a je u obilovin vyuZivédno s uspéchem
i v ostatnich typech tkanovych kultur.

3.2.1.8. Priprava nékterych kultivaénich médii
Pro vlastni pripravu kultivaénich médii se pouZiva pro toté:z

médium casto nékolik postupli. Budou uvedeny pouze nékteré
postupy pripravy médii MS (tab. 4, 5).
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Tab. 3. SloZeni wvybranych kultivaénich médii .

MnoZstvi (mg/l)

Sloucenina

MS B5 Ne SH White
makroelementy
MgSO4.7H20 370 250 185 400 74
KH2P04 170 = 400 - 12
NaH,PO, .H,0 - 150 - - -
KN03 1900 2500 2830 2500 81
NH,NO, 1650 - - - = |
CaCl,.2 H,0 440 150 166 200 - |
(NH;) SO, - 134 463 - - :
Ca(NO,), - - - - 142 "
KC1 - - - - 65 |
mikroelementy ;
H,BO, 6,2 3 1,6 5 - .
MnSO, .H,0 15,6 10 3,3 = - .
ZnS0, . 7H,0 8,6 2 1,5 1 - |
NaM004.2H20 G,25 0,25 - 0,1 - j;
Cus0, . 5H,0 0,025 0,02 ~ 0,24 = :
COClz.GHZO 0,025 Q,02 - 0,1 -
KI 0,83 Q,75 o,8 1 s
FeSO4.7H20 27,8 - 27,8 15 -
Na,EDTA 37,3 - 37,3 20 - |
EDTA Na ferric salt - 43 = - - :
Fe,(50,), - - - - 2,46 1
sachardéza(qg) 30 20 50 30 20 ,
vitaminy
thiamin HCl 0,5 10 5 -
pyridoxin HCl 0,5 1 0,5 0,5 -
kyselina nikotinova 0,05 1 0,5 5 -
kvasnicovy extrakt - = - - 100
myo-inositol 100 100 - 1000 -

pH 5,8 5,5 5,8 5,9 5,8
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Tab. 4. Priprava MS média (varianta 1, Helgeson 1979).

gzasobni roztoky

I

zasobni roztok A
NH,NO5 82,5g/1

=

zasobni roztok B
e

zasobni roztok G

Na,EDTA.2H,0 1,865g/1
Fe§o4.7ﬂzo

zasobni roztok C
caCl,.2H,0 88g/1

zasobni roztok D

KH,PO, .~ 34g/1

zasobni roztok E _
H,BO, 1,24q/1

Na,MoO,.2H,0 O©,05
2M00, . 2H, ’
coCl,.6H,0 0,005
KI 0,166

zdsobni roztok ¥
MnSO4.H20 3,38g/1

MgS0,.7f,0 74,0
Cuso, . 5H,0 0,005
Znso, . 7H,0 1,725

zkratky:
RDV - redestilovana voda
EM - Erlenmeyerova

pfiprava 1 litru

do litrové kadinky na
magnetické michacce
nalijte asi 500 ml RDV

navaZte a pridejte
30g sachardzy

navaZte, rozpustte
a pridejte:
myo-inositol 100,0mg

thiamin-HC1 0, 1lmg
pyridoxin-HC1 0, 5mg
glycin . 2,0mg

kys. nikotinova 0,5mg

——— pridejte 20 ml z&sobniho

roztoku A, B, G

pridejte 5ml zdsobniho

——— roztoku C, D, E a F

navazte , rozpustte
a prideijte pfimo auxin
nebo cytokinin

doplrite roztok na 900ml
a upravte pH na 5,8

slijte médium do odmérné
barikky a doplite na 1 litr
nebe © néco méné

prelijte médium do 21 EM
banky, pridejte 10g agaru

zah¥iveijte médium  pFi
100°C v autoklavu 25 minut

nechte ochladit na 90°C a
promicheijte

slijte autoklavuite
po vychladnuti pridejte
termelabilni sloudeniny
a doplnte na 1 litr

autvuijte rozlijte



Tab. 5. Priprava 1 litru MS média (varianta 2).

makroelementy m¢g/1000 ml

MgS0, . TH,0 3700
KH, PO, 1700
xnd 16500
NH,NO, 19000
cal,.2 H,0 4400

mikroelementy I mg/100ml

H4BO4 62
MnSO, .H 0 156
ZnS0, . 7H, 86

mikroelementy IT mg/100ml

NaMOO4. 25
Cu504.5H20 2,5
CoCl,.6H,0 2,5

KI 8,3
Zelezo mg/100ml
FeSO,.7H,0 556

NazE TA 746

thiamin HCl 50mg/100ml

do litrové kadinky naliijte
asi 500ml RDV, pridejte 10g
agaru a dejte agar rozvarit

do litrové kadinky na
magnetické michacce
nalijte asi 200 ml RDV

pridejte 100 ml zascbniho
roztoku makroelementl

pipetuijte 10 ml zasobniho
roztoku mikroelementl I

pipetuijte 1 ml zasobniho
roztoku mikroelementu II

pipetujte 5 ml zasobniho
roztoku Zeleza

pipetujte 0,2 ml zasobniho
roztoku thiaminu

navazte a pridejte:
sachardza 30 g
myo-inositoel 100 mg

ze zasobnich roztokl

pipetuijte rist. regulatory

slijte médium do odmérné
barfiky 1 litr a prilijte
rozvareny agar, doplite
na témé¥ 1 litr

upravte pH na 5,8
doplite na 1 litr

rozlijte do kultiv. nadob

autoklavuijte
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zasobni roztok 2Zeleza se pripravi tak, Ze se nejprve
rozpusti jednotlivé obé soli (FeSO,.7H,0 a Na,EDTA) v malém
mnoZstvi RDV (15 - 20 ml). Potom se oba roztoky sliii a
zahtivaii na elektromagnetické michadce za stdlého michani
do té doby, dokud nemd roztok hnédoZlutou barvu. Potom se
roztok doplni na 100ml v odmérné barice.
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4, Explantdtové kultury a jejich vyuiiti k mikropropagaci
rostlin

K tradic¢nim zplsoblm vegetativniho mnoZeni rostlin se
v poslednich desetiletich #adi metoda tkahovych kultur
- tzv. mikropropagace. Mikropropagace mé oproti béZnéji
pouZivanym postuplim makropropagace rostlin Fadu vyhod:

1) Kultura se odvozuje 2z velmi malych d&dsti rostlin
(explantatl) na nichZ regeneruji malé rostliny. Tato metoda
vyZaduje tedy malo prostoru Kk produkci velkého poctu
rostlin. Napr.Mc COWN and L10OYD (1982) uvadi pro rododendron |
moZnost produkovat 75 000 rostlin =z m? kultivaéni plochy za
rok, SECKINGER and AMOS (1982) uvadi pro ruZi 20 -« 100 000

rostlin.

2} RozmnoZovani se provadi ve sterilnich podminkach.
Jakmile je tedy kultura in vitro odvozena, nedochdzi zde p¥i
mnoZeni k dhynu rostlin v disledku onemocnéni a odvozené

rostliny jsou prosté bakteridlnich a houbovych ndkaz.

3) Metoda Jje aplikovatelnd na produkci bezviréznich
rostlin. Je-1i Kk zalozZeni kultury pouZit bezvirdzni
materidl, budou i regenerované rostliny bezvirdzni.
V kultufe in vitro Jje také moZné dpravou kultivacénich
podminek virové cCastice pritomné v explantdtu eliminovat.
Produkce viruprostych rostlin a rostlin prostych jinych
patogentt usnadiuje mezindrodni vyménu rostlin vzhledem
k sanitarnim opat¥enim jednotlivych statu.

4) Podminky mnoZeni Jjsou pF¥esné definovany a jednotlivé
faktory ovliviujici rozmnoZovani je moZné za udelem zvysdeni
koeficientu mnozeni pfesné regulovat. Rychlost
mikropropagace Je proto mnohem vys$$i, neZ u tradiénich
metod. Napr. pramérnd teoretickd vytéZnost meristémovych
kultur je 10° rostlin za rok z jednoho pGvodniho explantatu.
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pro vinnou révu uvadi napf. NOZERAN anda BANCILHON (1972)
10°, pro ol%i GARTON et al. (1981) 10°% rostlin a HUSSEY
(1978) 6x10% rostlin cibule.

5) Je moZné produkovat nékteré klony éi nékteré druhy
rostlin, které se tradiénimi metodami vegetativniho mnoZeni
mnozi velmi pomalu nebo vibec. Cena rostlin produkovanych
mikropropagaci muaZe byt potom srovnatelnd s cenou rostlin
mnoZenych tradiénimi postupy.

6) V porovnani s klasickymi metodami klonového mnoZeni ije
mozné klonovani in vitro provadét celoro&né bez ohledu na

meteorclogické podminky.

7) Vzhledem k malé velikosti  vychoziho rostlinného
materidlu nejsou kladeny velké ndroky na sklenikové plochy

pro uchovavani matecénych rostlin.

8) Rostliny in vitro v obdobi mezi pasaZemi nevyzZaduji
prakticky 2adnou péc¢i jako nap¥. zalivku, pleti, chemické

oSetreni, atd.

9) V in vitro kulture je moZné dosdhnout rejuvenilizace,
coZ je napf. jednim z predpokladi klonovani dfevin.

10) In vitro kultury je moZné uchovavat dlouhou dobu p¥i
nizké teploté a v prostredi prostém patogent coz je mozZné
vyuzivat Xk wuchovavani vychoziho mateéného materidlu bez
velkych naroki na prostor a pracnost. Kultivace p#i nizké
teploté umozZfiuje také rovnomérné nadasovat cely produkéni
Systém na jednotliva obdobi roku.

14} Mikropropagace umoZhnuje vzhledem k  vysokym
koeficientim mnoZeni zkratit Slechtitelsky cyklus a rychlé
namnoZeni nové vyslechténych odrid.
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12) In wvitro systém umoZiiuie genetické manipulace, které

jsou vyznamné z hlediska noveglechténi rostlin.

Mezi hlavni nevyhody mikropropagace pat#i predevSim
relativné drahé laboratorni vybaveni a pomérné vysoka
pracnost metody, ktera zatim neumoZiuje vyuziti mechanizace
v pribéhu Jednotlivych fazi kultivace. Dal$i nevvhodou je
pomérné  drahy provoz laboratore explantatovych kultur
(energie, chemikilie atd.)

Jako problematické se mhZe také jevit:
a) ziskané rostliny nejsou v in vitro kulturfe autotrofni.

b) mnoZeni probihd v kultiva¢nich mnddobach p#i vysoké
relativni vlhkosti a odvozené rostliny je nutné pri prenosu
z kultivaénich nddob do podminek extra vitrum (nap¥. do
skleniku) aklimatizovat. (Pri relativné vysoké vlhkosti se
projevuje u in vitro kultivovanych restlin tzv. vitrifikace
- rostliny nemaji vyvinuté praduchy, nebo tyto nefunguji,
neni vytvorena voskova vrstva kutikuly atd.)

c) existuje urc¢ité nebezpedi vzniku geneticky aberantnich
rostlin.

Metody teoreticky pouZitelné k mikropropagaci znazoriiuje
obr. 4.

Jedna se v podstaté:

1) o mnoZeni rostlin indukci tvorby pryt z axilarnich
(GZlabnich) pupent

2) o tvorbu adventivnich pryti neboc adventivnich somatickych
embryi bud: '
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a) primou morfogenezi, p¥i Kkteré vysSe uvedené struktury
vznikaji pfimo na cCastech organu, nebo pletiv

b) nepfimou morfogenezi, kdy uvedené struktury vznikaji
z kalusového pletiva, nebo v suspenzni kultuFe

4.1. Produkce rostlin z axildrnich pupeni

Tato metoda predstavuije nejrozéirenéjsi metodu kultivace
in vitro. Jeji wvarianty predstavuje metoda kultivace
vzrostnych  vrcholit a  metoda kultivace jednonodalnich
stonkovych segmenti. Obé Jjsou zaloZeny na stimulaci rastu
axildrnich pupeni p¥i potlad¢eni apikalni dominance.

4,1.1. Metoda kultivace vzrostnych vrcholu

Hovorime-1li o kulturdch vzrostnych vrcholl, rozumime tim
kultivaci apikdlni ¢asti stonku (resp. korenu), kterd se
skladd 2z vlastni meristematické zdény vrcholu a nékolika
listovych primordii (zakladua). Explantaty pouZivané
k mikropropagaci maji velikost 0,5-3 mm.

V podminkdch in vitro je moZné kultivovat i samotnou
meristematickou zdénu. Potom je velikost  primarniho
explantatu mnohem mens$i (0,1-0,5 mm). Tohoto zplisobu
kultivace se vSak pouZivad spide pro teoreticka studia a pri
- ozdravovani kultur. Klonové mnoZeni zaloZené na kultivaci
apikalnich ¢éasti stonkd vychazi z toho, Ze v uZlabi listu
(listovych zakladl) dochdzi za uréitych podminek k zakladani
postrannich vétvi z axildrnich pupent. Jejich zakladani je
véak vétSinou inhibovdno v disledku apikdlni dominace.
V kulturach in vitro je v3ak mo2Zné vliv apikalni dominace
zrusit, prida-1i se do kultivaéniho média vhodné mnoZstvi
cytokininu. Tim dochdzi k rychlému prorustani postrannich
stonkG, které mohou byt po Jjejich izolaci a preneseni na
nédium  podporujici prodlouZeni a diferenciaci organta
dopéstovany v normdlni rostliny.
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Jakmile dojde k vytvoreni axilarnich pryti je moZné jejich
vrcholy izolovat a pasdZovat opét na wmédium s cytokininy,

" a tak =2zaijistit mnoZeni kultury. Jakmile je vytvoreno

dostateéné mnoZstvi prytd je moZné proces axilarniho vétveni
zastavit pasdZovanim prytd na médium s nizZsim obsahen
cytokininh (pdpf. bez cytokininl) a s vySSim obsahem auxini
a dosdhnout Jjejich zakofenéni pop¥. po aplikaci auxinu
zakorenovat pryty in vivo.

Metoda axildrniho vétveni je relativné jednoducha, pomérné
bezpecéna a velmi casto pouzivand. Pokud nedoijde Xk tvorbé
adventivnich prytid, nedojde vétSinou ke wvzniku mutanti.
Tvorba adventivnich prytld je ve vétsSiné pripadl nezadoucim
vedlejsim u¢inkem vysoké koncentrace cytokinini pouZivané ke
stimulaci axilarniho vétveni. | _

Predpoklada se,Ze vzrostné vrcholy, které byly izolovany
z adultnich rostlin postupné prechédzeji opakovanym axilarnim
vétvenin v juvenilni stadium (rejuvenilizace).
Rejuvenilizace se prbjevuje ve schopnosti pryta tvorit
koreny. Pryty odvozené v primokultufe totiZ vétsinou obtizZné
zakorenuji a po nékolika pasdZich se schopnost tvorit koFeny
zvySuje. Rejuvenilizace vsSak doposud nebyle timto zplsobem
dosaZeno u vétsiny drevin. Pomoci izolovanych vzrostnych
vrchold a axilarniho vétveni je moZné mnozZit celou fadu
druhG rostlin z nichZ je moZné pouze Jjako priklad uvést
jahodnik, chrysantému, hvozdik, gladiolus, pelargénii,
fuchsii, ruzZi, jablon atd. Pfehled problematiky o druzich
mnoZenych v explantatové kulturfe axilarnim vétvenim uvadi
napr. George and Sherrington (1984), Pierik (1991), Bajaj
(1986, 1988).

4.1.2. Metoda kultivace jednonodalnich segmenti

Nejcastéji pouZivanou , nejjednodussi a bezpecnou metodou
klonovani in wvitro je metoda kultivace Jjednonodalnich
stonkovych segmenta. PFi této metodé se Jjako vychozi
materidl pouZivd nevétvenych pryth, tvorenych nékolika
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noddlnimi dseky odvozenych in vitro. Pryt se roztefe na
jednonodové useky, z nichz kaZdy nese alespon jeden axilarni
pupen, listy se obvykle odfiznou. Axilarni pupen(y)
nodéalnich segmentl davaiji 2za vhodnych kultivaénich podminek
vznik novym prytim, které jsou potom zakoFendny in vitro
nebo in vivo.

Tato metoda je obtiZné pouzZitelnd pro rostliny tvofici
prizemni raZici, protoZe se velmi nesnadno odvozuje sterilni
kultura. Druhy, které tvofi protahly stonek s listy a pupeny
v jejich GZlabi se timto zplsobem mnozi relativné snadno.
Nové vytvorens pryty Jsou pr¥i teto metodé opakované
roz¥ezavany na nodalni segmenty aZ po dosaZfeni Zadaného
po¢tu prytd. Apikdlni cast miZe byt zakofenéna. Rychlost
mikropropagace Jje u této metody zavisld na podtu nodid
(listl) vytvorenych za urditou ¢asovou periodu.

Tato metoda pfedstavuie nejpfirozendisi metodu
mikropropagace. Metoda Jje rovnéZz velmi bezpeénd z hlediska
genetické stability regenerantld, protoZe neni porusena
integrita rostliny (meristémi a pupent). Je moZné ¥ici, Ze
tato metoda je velmi Uspé&nd u bylin. U dfevin vznikaji
¢asto komplikace spojené s dormanci pupend a prodluZovanim
prytd (internodii). '

4.2, MnoZeni primou morfogenezi
4.2.1. Primd tvorba adventivnich pupeni

Treti daleZitou metodou pouZivanou Kk mikropropagaci je
metoda zaloZena na indukci tvorby adventivnich pupent resp.
prytid. Podstatou metody je vznik pupenid resp. pryti z pFedem
nediferencovanych struktur typu axilarnich ¢&i apikdlnich
pupeni. Adventivni pupeny vznikaji z buné&k explantatu (list,
rapik, stonek, oddenek, $&upina cibule atd.) po Jjejich
dediferenciaci. Adventivni pupeny davaji vznik adventivnim
prytim, které je moZné mnoZit bud stejnym zplsobem nebo

nodalnimi segmenty nebo pomoci axilarniho vétveni.
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Pokud Jje moZné snadno indukovat tvorbu adventivnich
pupenii, Jje tato metoda velmi atraktivni pro komeréni
vyuziti, protoZe koeficient mnoZeni u této metody Jje
vétsinou vét&i neZ u metod predchozich. Pocet druht, které
jsou schopny regenerovat adventivni pryty, je vSak relativné
nizky a vétdinou se jednd o byliny. Tvorba adventivnich
pupeni je pomérné vzacnad u drevin, zejména jsou-1li v adultni
fazi vyvoie.

Nejvétéi nevyhodou metody tvorby adventivnich pupeni je
oproti predchozim metodam podstatné vyS&i pravdépodobnost
~tvorby  mutantnich regeneranti, zejména pokud vznikaji
z jedné buriky nebo pokud matec¢na rostlina byla chiméra.

Tvorbou adventivnich pupent se uspésSné mnoZi nap#¥. lilie,
africka fialka, begénie, hyacint atd.

Tvorba adventivnich pupend miZe byt stimulovana cytokininy
i auxiny v zavislosti na druhu, kultivaru pop¥. vychozim
explantatu. VétsSina druhl, které tvor¥i adventivni pupeny
vyZaduje k tvorbé adventivnich pupeni cytokinin pop¥.
jeho kombinaci s nizkou koncentraci auxinu. Lilie a hyacint
prfedstavuji rostliny, kde dje tvorba adventivnich pupent
stimulovdna auxinemn.

K indukci adventivnich pupeni je moZné pouZit kousku
pletiv a organt. Po umisténi explantdtu na 2Zivné médium
dochdzi za wurc¢itych podminek k proristani téchto pupeni
Vv nové rostliny. VytéZnost tohoto zplsobu rozmnoZovani je
velmi vysokd. Na explantatu nemusi vZdy vznikat rostliny,
ale mohou se primo vyvijet rozmnoZovaci &astice, napr.

cibulky. Tento jev mGZeme pozorovat nap¥. u 1ilii.

4.2.2. Prima embryogeneze

Tento zplsob mnoZeni Jje charakterizovan primym vznikem
somatickych embryi na primdrnich explanatech. Embrya
vznikaji z pletiv oznadovanych jako pre-embryogeneticky
determinovana. Jedna se nap¥. o pletiva zygotickych embryi,



déloh kliénich rostlin, hypokotylu kliénich rostlin atd.

Tento zpUsob mnoZeni byl popsan nap¥. u vojtésky, vinné
révy, mrkve, citrusl, petriele atd.

4.3. MnoZeni nepfimou organogenezi

Tato metoda je charakteristicka vznikem kotrent, stonku,
pop¥. celych rostlin z neorganizovaného kalusového pletiva.
Protose tyto organy nevznikaji z puvodniho pletiva matetrskeé
rostliny oznacuje se tato organogeneze jako neprimd. MnoZeni

probiha v nékolika etapéach:
a) Odvozeni kalusu

Kalus predstavuje soubor nediferencovanych  bunék.
U vétsiny dvoudéloZnych  bylin je moiZné odvodit kalus
z raznych explantatdt jako napf. ze segmentu listd, stonkuy,
xofenti, kouskl zasobnich organd, vzrostnych vrchola, embryi
atd. U jednodéloZnych je vybér pletiv vhodnych k odvozeni
kalusu meng&i. Je mozZné pouzZit embrya, velmi mladé listy,
nodalni segmenty stonkl, popf. kvétni zédklady. Jesté
problemati¢téjsi je odvozeni kalusu u dfevin.

Rast kalusu Jje ve vét8iné pripadd indukovan unisténim
explantatu na médium s relativné vysokou koncentraci auxinu
(1-10 mg/1) v pritomnosti nizsi koncentrace cytokininu.
Kalus miZe byt pouzit k odvozeni suspenzni kultury v tekutém
médiu po jeho umisténim na t¥epac¢ku. Hlavni vyhodou
suspenznich kultur Jje velmi rychly rist bunék, coZ je
zpusobeno Jjejich lep$im kontaktem s Zivnym médiem .
7 hlediska mikropropagace rostlin Jje nevyhodné, Ze kalusova
kultura s opakovanymi pasaZemi ztraci morfogenni schopnost
a stoupd u ni pravdépodobnost genetickych zmén.

Kalusové kultury se Vv posledni dobé zad¢inaji pouzivat
i k propagaci nékterych lesnich dfevin, zejména konifer.
U téchto vrostlin je velmi silnd tendence k uchovéani

diploidniho stavu v burkach, coZ umozniuje eliminaci zmén
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karyotypu rostlin regenerovanych z kalusu. Normdlni rostliny
byly nap¥. odvozeny 2z kalusu smrku, ktery byl kultivovan
déle neZ jeden rok (DURZAN and GUPTA 1988).

b) Organogeneze v kalusové kulture

vytvoreny kalus resp. builky suspenzni kultury jsou preneseny
na médium s niZsi koncentraci auxinu a dochazi k vytvoreni
orgadnovych 2zdkladi. Vyznamnd Jje predevsim produkce pryta,
protoZe ko¥eny, které v kalusové kulture vznikaji nemaiji
vétsinou vaskuldarni spojeni s pryty. Proto c¢aste musi
nasledovat tfeti fdze - zakoFfefiovani. Je realizovana bud ve
sterilnich podminkdch nebo jsou pryty po aplikaci auxinu na
jejich bazi p¥eneseny do nesterilniho substratu.

Proces mikropropagace cestou organogeneze je moZné rozdélit
do nékolika zakladnich stadii (obr. 5).

1) Odbér materidlu a zaloZeni kultury. V tomto stadiu je
nutné ziskat explantaty prosté infekce a zabezpeéit jejich
spravny rist v umélych podminkdach.

2) Vlastni mikropropagace. V tomto stadiu dochazi ke
stimulaci maximalni proliferace (déleni) explantédtové
kultury a ke vzniku zaklada pryti.

3) Diferenciace Jjednotlivych  organa. Zde je nutné
zabezpecit normadlni rozvoj korenové soustavy a tim pFipravit

rostliny pro pr¥enos do zeminy.

4) Prenos rostlin do zeminy. Jednd se o velmi dilezité
stadium, p¥i které je nutné zvysit odolnost  rostlin
k patogentim a dals$im negativnim vlivim vnéjsSiho prost¥edi.
Pred p¥enesenim rostlin do pudy Jjsou tyto kultivovany pfi
vyS$si svételné intenzité, zvysené vlihkosti vzduchu a sniZené
teplote.
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vzrostny vrchol indukce rhizogeneze prenos do pldy

lauxiny)
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tvorba prytl zakofenéni

[eytokiriny, auxiny] [bez reguldtorl)

Obr. 5. Stadia mikropropagace primou organogenezi.

4.4. MnoZeni rostlin nepfimou somatickou embryogenezi

Somatickd embryogeneze je proces, pri kterém vznika aplna
rostlina (resp. embryc) 2z Jjiné builky neZ 2z oplozeného
vajicka resp. zygoty. Pri tomto zplsobu mnoZeni je nejprve
nutné 2z diferencovaného pletiva odvodit tzv. embryogenni
kalus, ktery je tvoren malymi, cytoplazmou bohatymi burikami.
Indukce embryogenniho kalusu se vétsinou dosahuje kultivaci
primérniho explantdtu na médiu s vysokou koncentraci auxinu
(nejpouZivanéisi Jje 2,4-D). Pro odvozeni embryogenniho
kalusu jsou vétSinou vhodnd mladd (juvenilni) pletiva jako
napr¥. endosperm, zygotickd embrya, kvétni primordia, &asti
kli¢énich rostlin, pras$niky, pylova zrna atd. Dalsi vyvo]j
embryi 2z embryogennich bunék probihd vétsinou na médiu

neobsahuijicim auxin. Pro vyvoj somatickych embryi Je
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vyznamnd také pritomnost dusiku v redukované formé (casto se
do média pridavaji aminokyseliny, kokosové mléko &i kasein
~hydrolyzat). V nékterych pripadech se pro normalni vyvoj
somatickych embryi pridava kyselina abscisova (ABA).
somatickd embrya béhem svého vyvoje prochazeji stejnymi
vyvojovymi fézemi jako embrya zygoticka (obr. 6). '

Prvni somatickd embrya byla odvozena Vv suspenznich
kulturach wmrkve v roce 1958 STEWARDEM. Zda se, Ze tvorba
somatickych embryi je druhové specificka. Zatimco se vyuziva
tkafiovych kultur k mnoZeni asi 3 000 druhd rostlin, byla
somatickd embryogeneze popsana asi u 130 rostlinnych druha
patficich do 32 celedi.

Somatickéa embryﬁgeneze i pres sva uskali predstavuje velmi:
~ perspektivni- metbdu_mnoieni rostlin. Nébf.z jednoho gramu
bunééné suspenze mrkve je moZné =ziskat aZz 1 000 somatickych
embryi, z 5 ml suspenze smrku ziskal DURZAN a GUPTA (1988)
285 rostlin. Proces somatické embryogeneze predstavuije do
budoucna ve spojeni se suspenzni kulturou velmi perspektivni

metodu vegetativniho mnoZeni rostlin. Suspenzni kultury jsou
totiz vhodné pro vyuziti bioreaktoru a somaticka embrya pro
produkci umélych semen, coZ by umoZnilo zavedeni mechanizace
do celého procesu mnoZeni (obr.7).
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embryogenezi pri vyuZiti
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Obr ., Ta Schéma mikropropagace

bioreaktoru.
Vhodna materskda rostlina (1), =z

somatickou

rostlin

Nejprve se vybere

niZz je odebran explantat,
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ktery je pouZit k zaloZeni explantdtové kultury (2). Vzniklé
kalusové pletivo je pFeneseno do tekutého média na trepacku,
kde dojde k odvozeni bunééné suspenze (3). Bunéénd suspenze
je dale kultivovana v bioreaktoru v médiu obsahujicim auxin,
ktery  podporuie déleni bunék  bhesz jejich nasledné
diferenciace (4). Cast bunécné suspenze je poté prenesena do
bioreaktoru, ktery obsahuje médium bez auxinu (5), coZ vede
k tvorbé somatiék?ch embryi =z jednoﬁlivfch bunék suspenze
nebo 2z malych bunéénych agregati. Po vytvoreni dospélych
somatickych embryi je moZné tyto dopéstovat v kulture v male
rostliny, Xkteré se pFenesou do puady (6), coZ je postup
neumoZfiujici pouziti mechanizace. Perspektivnéjsi je vyuZiti
tyysevu® somatickych embryi metodou tzv. tekutého vysevu
(anglicky fluid drilling), kdy se embrya vysévaji v gelové
hmoté na povrch pudy (8). Obdobou této metody Jje vysévani
somatickych enbryi uzavrenych v uréitém gelu nesenym
vysévacim paskem (7) (anglicky seed tape téchnology). Velmi
perspektivni Jje uzavirani somatickych embryi do umélych
semen (9). 2Z2e somatickych embryi vznikéji potom dospéleé
rostliny (10), které maji stejné vlastnosti jako rostlina
materskéd. (Upraveno podle STEYERA 1984).

4.,4.1, Unéléd semnena

Techniky pouZivané k produkci rostlin tkanovymi kulturami
maji nékteré nevyhody v porovnani s tradiénimi postupy
vegetativniho mnoZeni rostlin. Mezi nejvétd&i 2z nich patri
zatim mald moZnost pouziti mechanizace a automatizace pri
manipulaci s rostlinami v prabéhu celého produkéniho
procesu. Tento problém miZe byt v budoucnu fesen produkci
umélych semen.

Uméld semena je moZné ziskat uzavienim somatickych embryi
do ochranneého obalu. V souCasné dobé se pouZivaji predevsim
hydrogely, 2z nichZ nejvyznamnéij$i je alginat sodny, ktery se

ziskdavd 2z hnédych Ffas. Somatickd enmbrya se suspenduiji
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v alginatu sodném, ktery se spolu s nimi necha kapat do
roztoku chloridu vapenatého. Vysledkem je vznik priuhlednych
kulicek (asi 4 mm velkych), v nichZ je uzavieno embryo
(obr.8). '

umeélé osemeni

somaticke embryo

umély endosperm

Obr. 8. Schématické znazornéni umélého semene.

Kolem embrya tak vznikne gelovity obal, ktery zabrafduje
mechanickému poskozeni embrya a po pridani dalsich komponent
miZe obalovy gel slouZit jako umély endosperm umoZfiujici
kliéeni embrya. Tento "endosperm” miZe byt obalen umélym
osemenim zajigtujicim mechanickou ochranu, zabranujici
vysuSeni semene a umoZfiujici pouziti béZnych secich strojh
pfi jejich vysévani. Vedle hydratovanych umélych semen se
pouzivaji tzv. sucha umélad semena nebo vysuSenid somaticka
embrya neopatfena obalem.

Nejvétsi problémy, doposud branici komerénimu vyuzZiti
. umélych semen je moZné shrnout nasledovné:

&) Jjen malé procento umélych semen klidi v polnich
podminkach. Nap¥. uméld semena vojtéSky méla v in vitro
podminkéach klidivost 80% a ve skleniku Jjenom 20%.

U ostatnich zkoumanych rostlin je tato klidivost podstatné
nizZsi (nap#. mrkev 3-10%).

b) u rostlin u nichZ byla produkce umélych semen Zadouci
se nedafi odvodit vhodny systém pro produkci somatickych
embryi
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c) uméld semena maji kratsi Zivotnost neZ semena normalni

Jako perspektivni se pro odvozeni umélych semen jevi
rostliny, u nichz byla dobfe zvlddnuta problematika
somatické embryogeneze. Nap¥. vojtéska, kmin, mrkev, celer,
kdvovnik, pomerandovnik, ore£dk. Druhou skupinu rostlin
predstavuji druhy u nichZ by bylo vegetativni mnoZeni
ekonomicky velmi vyhodné, ale u nichZ neni dofesSen problénm
somatické embryogeneze napf. kvétak, kukufice, soja,
bavlnik, gerbera, brambor; ryZe, cukrova trtina, rajce,
Spenat, tabak, jehliénany, éesnek atd.
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5, Paze mikropropagace

vyvo] rostlin v podminkdch in vitro je moZné rozdélit do
4 zakladnich stadii ¢&i fazi. Ve prvnim stadiu jde o odvozeni
sterilni Kkultury - primokultury a spodivéd v odebrani
vhodného explantatu a jeho sterilizaci a kultivaci na Zivném
médiu. Materidl odvozeny v prvnim stadiu - v primokultutfe je
potom vyuZivan vdruhém stadiu, kterad se oznaduje Jjako
stadium multiplikaéni ¢&i proliferaéni. Cilem druhé faze je
dosahnout vysokého koeficientu mnoZeni a ziskat co nejvétsi
pocet novych rostlin resp. novych explantatd cestou
somatické embryogeneze, axildarniho vétveni, tvorby
adventivnich pupenli atd. Tato faze miZe byt opakovana
pasaZovanim na téZe proliferaéni médium nebo miZe nasledovat
treti stadium, které je vét3inou spojeno se zakorefovanim.
Posledni , d&tvrté stadium predstavuje stadium prevodu
rostlin z kultury in vitro do podminek in vivo a je spojeno
nékdy se zakorferiovdnim in vivo.

Tato stadia jsou charakteristickd ur&itym vyvojem kultury
in vitro, ktery je ovlivnén zménou kultiva&nich podminek
v téchto jednotlivych stadiich. K témto zakladnim stadiim je
nékdy zarazovano stadium O, které predstavuje fazi, kdy je
uréitym zplsobem pripravovdn matedny materidl (rostlina)
k odbéru explantatu.

5.1. stéadium O - vybér matedné rostliny a jeji priprava pro
odbér explandtu '

Pfi odbéru vychoziho materidlu pro odvozeni explantatové
kultury e nutné presné znat puvod matecéné rostliny
= 0 jakou varietu &i kultivar se jedna. Vfchozi rostlina by
méla byt zdravda a péstovand v optimalnich podminkach
~ nejlépe sklenik nebo fytotron.

Uspéch odvozeni sterilni kultury a rast explantatld je
ovliviiovdn obdobim roku, kdy je explantat odebiran. Zmény
teploty, délky dne,hladiny osvétleni , dostupnosti vody



v pribéhu  roku ovlivauwji obsah  sacharidi, proteiny
a rastovych latek v rostlinach a maji tak vliiv i na rust
explantati, 2z nich odebranych. Nejlepsich vysledkl Je
dosahovano, Jje~li explantat odebran z rostliny v aktivni
fazi rustu. Vyjimku v tomto pripadé predstavuije odbér
explantatd ze zasobnich organi. Explantaty Jje vSak moZné
také odebirat z rostlin v dormantnim stadiu, ale potom Je
nutné nejprve zrudit tuto dormanci a potom stimulovat rust.
K pferusSeni dormance se nejéastéji pouzivad plsobeni nizké
teploty, kdy se vychozi material nebo JjiZ naodkovany
explantat uchovava po uréitou dobu Vv lednici za nizké

teploty (4°C) nebo se dormance ru$i aplikaci giberelint.

5,2, Staddium I ~ odvozeni aseptické kultury

Prvnim predpokladem uspésné kultivace in vitro je vyber
vhodné rostliny, ktera bude pouZita k odbéru explantati.
Teoreticky je k odvozeni explantdtové kultury moZneé pouzit
jakoukoliv &ast rostliny (explantat).

Ylavnim cilem tohoto stadia je odvodit sterilni kulturu
s co nejvétsim procentem uspésnosti. Odvozeni sterilni
primokultury Jje spojeno s povrchovou dezinfekci materidlu
pouzivaného jako explantat. Tento proces zahrnuje opléchnuti
explantatu vodou a jeho povrchovou dezinfekci pomoci Jjednoho
nebo vice dezinfekénich ¢€inidel.

Oplachovani explantétu pod tekouci vodou po dobu 30 minut
a? @Qvou hodin redukuije pocet mikroorganismi p¥itomnych na
povrchu rostlin puvodne rostoucich v polnich podminkéach, na
‘povrchu podzemnich organd a organt, které maji na svém
povrchu velké mnoZstvi trichoma. Redukeci poétu
mikroorganismi na povrchu explantatd také napomaha jejich
omyti v saponatu nasledované proplachovénim tekouci vedou.
Saponat také zvys3uje ucinek dezinfekénich éinidel, protozZe
zvyduje smadivost povrchu explantatu. zZvySeni smacivosti

povrchu explantédtd pro dezinfekéni ¢inidla se také dosahuie
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kratkodobym ponorenim (2 minuty) explantatu do 70% etanolu.
po oplachnuti se  explantaty ponori do dezinfekEéniho
roztoku. Dezinfekéni roztok mwé usmrtit mikreorganismy
pfitomné na povrchu explantdtu a nema poskodit vlastni
explantat. NejpouZivanéjsimi dezinfekénini ¢&inidly Jjsou
chlorové vapno (zfiltrovany 4-5% roztok), 10-15% roztok SAVO
gsuper a Chloramin B. 2 dalsich pouzivanych dezinfekénich
sinidel Jje moZné Jjmenovat etanol, chlornan véapenaty,
dueiénan st¥ibrny, chlorid rtutnaty, peroxid vodiku (tab. X.
ukazuje pouZivané Kkoncentrace a dobu pﬁsobeni). U&innost
dezinfekce Jje moZné také zvysit pridanim nékolika kapek
detergentu (Jar, Tween-20) do dezinfekéniho roztoku.
K povrchové dezinfekci se miZe pouZivat bud pouze " jedno
dezinfekéni &inidlo nebo je moZné nékdy zvysit uspésSnost
dezinfekce opakovanou dezinfekci Vv riiznych dezinfek&nich

prostredcich.

Tab. 6. Roztoky pouZivané ke sterilizaci explantatd (Podle
Torres 1989).

slouc¢enina koncentrace doba pusobeni

(minut)
chlornan vapenaty 9 - 10% 5 - 30
chlornan sodny C 0,5 - 5% 5 - 30
peroxid vodiku ' 3 - 12% 5 - 15
etanol 75 - 95% s - min
dusié&nan st¥ibrny 1% 5 - 30
bromova voda 1 - 2% 2 - 10
chlorid rtutnaty 0,1 - 1% 2 - 10
antibiotika 4 - 5 mg/l 30 - 60
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Po dezinfekci resp. sterilizaci je nutné dezinfekéni
roztok z explantatu dokonale odstranit opakovanym vypiranim
ve sterilni destilované vodé. Poskozené konce explantatu se
codstrani skalpelem a explantdt se upravi do poZadované
velikosti popf¥. se z ného izoluji vlastni explantaty (embrya'
ze semen, neristémy ze stonkd, prasniky =z kvétd atd.).
Explantat se potom wumisti do kultiva&ni nddoby na povrch
média popr. do média (tekuté), které by mélo zajistit
maximdlni rast explantatu.

Standardni techniky pouzZivané pro desinfekci neijsou |

schopny eliminovat endogenni (interni) kontaminace !
~ pfitomnost napf¥. baktérii &i plisni v bufikach pletiv'*
explantatu. Pro tyto uCely, a v pripadech neuspésgnosti .
klasickych metod sterilizace, se pouzivaji antibiotika. |

Antibiotika se bud aplikuji na povrch explantatu nebo se |

pridédvaiji do kultivadénich médii. 2 nejpouZivanéijsich 1
antibiotik je mozZné jmenovat vankomycin, rifampicin,
kanamycin a chloramfenikol. PouZivani antibiotik je vSak 0
tfeba vzhledem k jejich toxicité pro rostlinné buniky snizit
na minimum.

V pripade, Ze dezinfekce resp. sterilizace explantatu
nebyla dokonald, projevi se kontaminaci kultury b&hem 3-5
dni po naoCkovani. Pokud se kontaminace objevi pFibliZné aZz
po 10 dnech Jje moZné usuzovat o endogenni kontaminaci
explantdtu nebo o ptritomnosti napf. roztodh v explantatu.

Kontaminace Xkultury zplsobend kontaminaci explantatu se

projevuje primo v misté, kde je naodkovan explantét. Pokud

se kontaminace objevi mimo explantidt je zpusobena napr.
spatnou sterilizaci média, nesterilnim prostrfedim o&kovaciho

. boxu éi odkovaci nmistnosti.

Explantaty nékterych rostlin mohou nékolik dni po
naoCkovani primokultury zadit hnédnout nebo &ernat. Pokud
k tomuto dojde hrozi zastaveni ristu a odumPeni explantatu.
Toto hnédnuti explantdtu je casté pfedeviim u drubhii, které
obsahuji velké mnoZstvi tanind a hydroxyfenol. Mlada
pletiva maji men$i sklon k hnédnuti neZ stara. Nekréza nebo




nnédnuti je zplsobeno enzymy - oxidazami obsahujicimi méd
(napt. polyfenoloxidédza a tyrosinaza), které jsou
gyntetizovany nebo uvoliiovany v dusledku poranéni pletiv p#i
jzolaci explantdatu nebo Jjeho sterilizaci. Tomuto hnédnuti
pletiv je moZné zabranit nékolika zpusoby: 1) odstranénim
fenolovych slou¢enin , 2) zménou redoxniho potencialu, 3)
inaktivaci fenoldz a 4) redukci aktivity fenolaz nebo
dostupnosti jejich substrata. V praxi se nejéastéiji
zabrafiuje hnédnuti explantati odstranénim fenold z média
a zménou redoxnihc potencidlu média.

Fenolové slouCeniny produkované vV procesu hnédnuti
explantdtu je moZné odstranit nékolika zpuscby. Prvni
pfedstavuje Casté prepasaZovani explantat na Gerstvé médium
v prubéhu prvnich 2=4 tydnd kultivace, d&imZ se zabrani
pfi;iénému zvysSeni koncentrace fenolovych slouc¢enin
v médiu. Interval mezi pasdZemi je potom 1-5 dni. Obménu
média je moZné usnadnit pouZitim tekutych médii namisto
pevnych médii. Staré médium se pouze slije &i odsaje
z kultivaéni nadoby a nahradi se novym a neni nutné
manipulovat s explantatem.

Druhym zpGsobem, ktery se pouZiva k odstranéni fenolovych
slou¢enin 2z média Jje jejich vazba na nékterou ze sloZek
kultivaéniho média. Pro tento 1udel se do kultivaéniho média
priddva aktivni uhli nebo polyvinylpyrrolidon (PVP). Vazané
fenolové slouc¢eniny nejsou toxické pro rostlinna pletiva. .
Aktivni uhli se do médii pridava v koncentraci 0,05-0,5%
a PVP v koncentraci 0,01-2%. JestliZe se pouZiva aktivni
uhli je nutné vénovat péci dokonalému promichani aktivniho
uhli v médiu po autokldvovani protoZe p¥i autoklavovani
dochazi k usazeni aktivniho uhli na dné kultivaéni nadoby.

Hnédnuti pletiv je moZné rovnéZ eliminovat sniZenim
redoxniho potencidalu aplikaci redukénich ¢inidel ¢&i
antioxidantd . Pletiva, ktera jsou nachylna k hnédnuti se
namoci po jejich sterilizaci a izolaci do sterilniho_roztoku
antioxidantu. Jako antioxidanty se pro tento ucel pouzivaiji
kyselina  askorbova, kyselina citrénovd, L-cystein,
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hydrochlorid, glutathion a merkaptoetanol. Nejdastéji se
pouZivé kyselina askorbovad a citrénova. Pouzivaji se casto
spoletné v koncentraci 50-1 mg/l.

5.3. Stddium II - féze proliferace explantidtové kultury

Hlavnim cilem stéddia II Jje namnoZeni explantatd .
Rostlinny materidl =ze stadia I (primokultury) je opakované
pasdZovan na cerstvé médium, pficdemZ se v zavislosti na
dosaZeném koeficientu mnoZeni zvyduje pocdet explantaty
v kulture. Tento proces mnoZeni trvd aZ do dosazZeni Zadaného
poc¢tu  explantatd {pryty, bungk, somatickych embryi,
pacibulek atd.). Klonového mnoZeni mGZe probihat nékolika
zpusobky 2z nichZ vzhledem k mikfopropagaci budou uvedeny tri
z nich - stimulace axilarniho vétveni, tvorba adventivnich

pryti a somatickd embryogeneze.

5.3.1. Somatickd embryogeneze

Somatickd embryogeneze byla prokdzana u fady‘rostlinnYch
druhit mezi nimiZ je moZné jmenovat mrkev, celer, vojtésku,
kmin, kavovnik, citrdnovnik atd. (bliZe viz kapitola 4.4.).
Koeficient wnoZeni v p¥ipadé somatické embryogeneze de
obrovsky a neni nic mimo¥adného ziskat 2z jednoho gramu
kalusu aZ 500 somatickych embryi za mésic. Somaticka embrya
mohou vznikat v kalusovych nebo v suspenznich kulturéch.

Somatickd embryogeneze v bunécné kultufe zahrnuje nékolik
fazi: 1) odvozeni aktivné rostouci kalusové kultury na médiu
obsahujicim redukovany dusik (napr.NH,NO,) a auxin (napt.
2,4-D), 2) odvozeni aktivné rostouci suspenzni kultury
v tekutém médiu stejného sloZeni Jako pro kultivaci kalusu,
3) vynechani nebo redukeci auxinu v.kultivaénim médin a 4)
pasdzZovani somatickych ewmbryi na médium, které zajisti

jedjich kliceni a dalsi vyvoi.
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5.3.2. Stimulace axilarniho vétveni

Jako explantati se pri této metodé mikropropagace vyuzZiva
vzrostnych vrcholl stonkd nebo axilarnich pupenli, Explantat,
xtery obsahuje vzrostny vrchol miZe v zavislosti na
xultivaénich podminkdch davat vznik Jjednomu nebo velkému
po¢tu novych pryti. Nové vznikly pryt opét zahrnuje apikalni
pupen a uzZlabni pupeny a jeho rozrezdnim na jednotlivé &asti
je moZné rostliny v explantdtové kultu¥e dale mnoZit. Tvorba
axildrnich prytd je vétsSinou stimulovédna dodanim relativné
vy$siho mnoZstvi cytokinind do kultivadéniho média. PouZivané
koncentrace cytokinini se pohybuji v rozmezi 1-30 mg/l.
Podstatou axilarniho vétveni Jje inhibice apikalni dominance
cytokininy. _

Pc namnoZeni pozZadovaného mnoZstvi prytd Jjsou pryty
pasédZovany na médium stimulujici zakorerovani (stadium IIIX).
Stimulace axildrniho vétveni p¥edstavuje nejpomaleijsi metodu
mnoZeni in  vitro, ale vzhledem k *adé jinych vyhod
(predevsin geneticka stabilita regeneranti) je
k mikropropagaci nejcastéji vyuZivdna. U ¥ady druht , kde
nebyla dopesud realizovéna somatickd embryogeneze ¢i
adventivni tvorba pryta (pfedevéim. dr¥eviny), Jje jedinou

noznosti mikropropagace.
5.3.3. Tvorba adventivnich pryta

Adventivni pryty a obdobné organy Jjsou struktury, které
vznikaiji z Jjinych zdkladli nez z axilarnich  pupeni
a vrcholovych meristémi. Adventivni prfty, ko¥eny, cibulky
a dal$i organy mohou vznikat ze stonka, listd, hliz, cibuli
atd. Adventivni organy mohou také vznikat z kalusu, ktery
Predstavuje mezistupern mezi vychozim explantatem a nové
vzniklou rostlinou v procesu neprimé organogeneze.
Mikropropagace v tomto pripadé predstavuie opakované
pasazZovani adventivné vzniklych organi, které opét produkuji
adventivni organy. Orgdny, které 3jsou produkovany timto
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zpusocbem Jjsou poté prevedeny do stadia IIT k zakofenéni
a vytvofeni kompletni rostliny.

PouZivani neprimé morfogeneze - stadia kalusu k produkci
adventivnich pryta resp. organt nlZe vést ke ztraté
morfogenetické kapacity pletiv a ke 2vviSeni genetické
variability regenerantl. Ztrata morfogenetické kapacity miZe
byt zpusobena nékolika faktory z nichs je moZné jmenovat
nap¥. zménu popf¥. redukci obsahu endogennich rustovych
~hormont, kterd nemiZe byt nahrazena exogennimi regulatory
a akumulaci genetickych zmén (zmény ploidie, chromozomové
mutace atd.).

5.4. Stddium IITI - zakoPenovani in vitro

Pryty odvozené in vitro mohou tvoFit koreny bud in vitro ve
stadiu III nebo in vive ve stddiu IV. Stadium III
predstavuije vétsinou jednorazovou kultivaci pryti odvozenych
ve stddiu II po dobu 2~4 tydnh. V pribéhu této kultivace
erty zakoreni . Zako¥enovani rostlin predstavuie jednu
z nejobtiZnéjsich etap mikropropagace celé rady rostlin.

V soucasné dobé se v3ak, pokud je to moZné, vice vyuZiva
zakoteriovani in vivo. Je to zplsobeno predevéim velni
vysokou cenou a pracnosti sterilniho zakorenovani. DalsSim
dtvodem je ¢&astd nefunkénost kofend odvozenych in vitro po
prfeneseni rostlin do pudy. Ko¥eny odvozené in vitro totiz
postradaji velmi casto ko¥enové vliasky a Jjsou velmi krehké
a pri p¥enosu rostlin do pudy se lamou. Sterilniho
zakorenovani se vsak nadale ¢asto vyuziva v radé vyzkumnych
a komerénich laboratori. U  nékterych druhi rostlin je
zakorenovani in wvitro také Jjedinou tuspésnou metodou
zakoF¥enovani in vitro odvozenych pryti. PoSkozeni korend pri
prenosu rostlin z explantatové kultury do pidy je moZné
zabranit jejich zakorferiovanim v molitanu ¢&i cedicové vaté.
Rostliny se ze sterilnich podminek prendseii do pady

spole¢né s timto materidlem.




Pouze malé mnoZstvi druhl rostlin tvo¥i kofeny ve stadiu
II na médiich s relativné& vysockou koncentraci cytokinint,
protoZe tato inhibuje tvorbu kofeni. K zakoFferiovani je proto
nutné pouZivat ve stadiu III jiné kultivaéni médium. Tvorbu
kofent ovliiviuji nejenom rustové regulatory, ale
i makroelementy, mikroelementy, organické komponenty,
svétlo, teplota atd.

U nekterych druhd je moZné vyvolat tvorbu korenli pouze
pfenesenim prytd &i shlukl prytd na médium prosté cytokininu
(napf. hvozdik). U vétsiny druhtl vSak inéukce tvorby korent
vyzaduje navic pritomnost auxinu. Mezi auxiny, které se
pouZivaji k zakoreriovani patri IAA ( 0,1-10,0 mg/1), NAA
(0,05-1,0 mg/l) a IBA (0,5-3,0 mg/l). Druh a koncentrace
auxinu nutnéhc pro zakorefiovani je velmi z&avisla na druhu
rostliny.

Auxin mlZe byt nezbytny pouze k indukci tvorby korfenu
a Jjeho dalsi pritomnost v kultivadnim médiu miZe naopak rust
korent inhibovat. V tomto pripadé se pouzZiva pouze
kratkodobé pusobeni auxinu na pryty, a to bud jejich pouhym
ponorenim do sterilniho roztoku auxinu (o vy$8i koncentraci)
nebo kratkodobé kultivace (1-5 dni) na médiu obsahujicim
auxin. Vlastni kultivaéni médium pouZivané ve stadiu TIII
potom auxin neobsahuje nebo jej obsahuje ve velmi nizké
koncentraci.

Pro zakoreniovdni se u nékterych druhd pouzivd také médium
s redukovanym (nap¥. 50%) obsahem makro a mikroelementi.
Tento efekt je vysvétlovan sniZenou potFebou dusiku ve fazi
zakorenovani. NiZs$i koncentrace Zivin v médiu miZe také
predstavovat urcéity stres, ktery stimuluje riést korenti.
Zakorenovani miZe byt také ovlivnéno obsahem sacharida
v médiu.

Tvorbu kofeni  miZe také ovliviovat zplisob "fixace"
explantatu (prytu) v médiu. U pevnych médii, které obsahuji
agar dochdzi totiZ velnmi dasto ke vzniku koFent bez
ko¥enovych vlaskG. MaZe to byt zplsobeno Spatnou aeraci

média. Kor¥enové vlasky se tveori v tekutém médiu a to zejména



pEi kultivaci prytd na mistcich 2z filtraéniho papiru,
kterymi k explantdtu vzlind kultivaéni médium. Tak jako
ostatni procesy morfogeneze in vitro Jje i zakorefovani
ovliviiovano dale svétlem a teplotou. Nékteré druhy rostlin
vyZaduji k zakoFferfiovani vys3i svételnou intenzitu, u jinych
maZe svétlo naopak 2zakldddni ¢&i rGst kofent inhibovat.
Teploty, které stimuluji tvorbu kofenli se obecné pehybuiji
v rozmezi 25-28°C.

5.5 Stadium IV - zakofeliovani in vivo a aklimatizace

Zakorenovanim in vivo se rozumi zako¥eriovdni pryta
odvozenych in wvitro v nesterilnich podminkdch na
substratech, Jjinych neZ Jjsou kultivaéni média. Jedna se
o ruzné umélé phdy pop¥. porézni materiily. Pfikladem mohou
byt perlit, vermikulit, smési obsahujici pisek, raselinu,
cedicova vata atd. Substrat pouZivany k zakofefovani in vivo
by mél byt slabé kysely azZ neutrdlni, mél by zajistovat
dostatecdnou aeraci a mél by mit vysokou vodni kapacitu. Ke
splnéni téchto podminek Jje nékdy nutné pouZivat smési
jednotlivych substratd (nap?¥. samotnid rasSelina je prilis
kysela, vermikulit prilis alkalicky).

Zakorenovani prytd v nesterilnich podminkdch se provadi
tak, Ze se pryty pochdzejici ze stadia II djednotlivé
izoluji, pono¥i se na nékolik sekund do roztoku auxinu
(pulsni stimulace, nap¥. O0,05% IBA 5 &) a poté se zanofi
svou bdzi do vlihkého substratu. Pryty zakorenéné in vitro
se opatrné presadi do vlhkého substratu po predchozin
dikladném oplachnuti zbytkl Zivného média ulpélého na
korenech (jinak nebezpedi kontaminace). Kontaminaci rostlin
po jejich prenosu do nesterilnich podminek je moZné zabranit
aplikaci fungicidl na rostliny pop¥. do substratu.

Ve stadiu IV Jje Xkromé dokonalého zakoFenéni rostlin
nezbytna jejich aklimatizace na 2ménéné podminky zevniho
prostredi. Aklimatizace se predevdim tvka sniZené vzdudné
‘vlihkosti a prechodu na autotrofni zpusob VYZivy.
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K aklimatizaci je nutné pristoupit aZ u rostlin s dostateéné
vyvinutym kofenovym systémem a listy.

K aklimatizaci na sniZenou vzdugnou vlhkost se rostliny
uzaviraji do prihlednych boxi nebo se prikryvaji félii nebo
se péstuji ve skleniku ., ktery Jje vybaven zarizenim
s programovatelnym rosenim rostlin. Vlhkost vzduchu v okoli
rostlin se postupné sniZuje a to bud postupnym oteviraninm
poxt ¢i odhrnovanim Kkryci félie nebo nastavenim nizsi
poZadované vlhkosti na rosicim zarizeni. K zabranéni
nadmérné transpirace vrostlin je moZné také v tomto stadiu
pouZzivat antitranspiranty.

PoZadavek na postupnou aklimatizaci na niZ€i vlhkost
vzduchu vychazi 2z toho, Ze rostliny rostouci v kultufe in
vitro nemaji vytvorenou dostateéné silnou kutikulu a maji
velmi ¢asto nefunkéni praduchy. Tento jev se oznaduje
vitrifikace a je zpisobena vysokou vlhkosti v kultivaénich
nadobach a malou intenzitou svétla pouZivaného
v kultivac¢nich mistnostech. Je v$ak nutné *¥ici, Ze ne
u vSech rostlin dochdazi pri kultivaci v explantatové kulture
k vitrifikaci.

Druhym problémem, se kterym se musi rostliny po prevedeni
do nesterilnich podminek vyrovnat, je prechod z heterotrofie
pop¥. mixotrofie na autotrofii. Rostliny v explantéatové
kulture rostou na médiu, které poskytuje uhlik jiz
v organické formé (sacharidy) a nemusi tedy organické
slouceniny vytvéfet v zavislosti na fotosyntéze. Pokud
probihé fotosyntéza v e¥plantatoveé kulture, nikdy
nepredstavuije hlavni zdroj organického uhliku. Listy rostlin
rostoucich v explantatové kulturfe maji odlisnou vnit¥ni
strukturu - maji nap¥. tené¢i vrstvu palisddového parenchymu,
coZ znemoZfiuje intenzivni fotosyntézu. Cukry prijimané
z Zivného média navic inhibuji fotosynteticky aparat.
Rostliny prenesené 2z in vitro podminek do nesterilniho
prostredi vykazuiji v disledku nedostateéné rozvinutého
fotosyntetického aparatu negativni  uhlikovou bilanci.
Negativni uhlikovd bilance je také spojena se zvySenou
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intenzitou respirace v po&ateénich etapach aklimatizace.

Vzhledem k  praktické nefunkénosti listh wvzniklych
v explantatové kulture Jje moZné tyto 1listy povaZovat spise
za Jakési zasobni organy, které poskytuji organické latky
pro rust novych listd, které jiZz budou schopné fotosyntézy
a regulace vydeje vody rostlinou. Tomuto predpokladu
odpovida také fakt, Ze po vytvoreni novych 1lista, listy
vzniklié v explantdtové kultuf¥e odumiraji a opadnou.
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6, Bunééné suspenzni kultury

Bunééné suspenzni kultury rostlin predstavuji relativneé
nomogenni populaci bunék nebo malych bunéénych agregati,
které Jjsou Kultivovany v pohybujicim se tekutém Zivném
médiu. Bunky suspénze :jsou kultivovany v kontrolovanych
aseﬁticchh podminkdch a jednotlivé buriky Jsou v primém
kontaktu s Zivnym médiem, takZe jeho jednotlivé sloZky jsou
jim rychle pristupné. Snadny p¥istup 2ivin a dobra vyména
dychacich plynt v pohybujicim se médiu umoZfiuje velmi rychly
rast bunécéné suspenze.

Bunééné kultury se hojné vyuZivaji jako modelovy systém
pri studiu procest sekunddrniho metabolismu, indukci enzymi,
genové exprese a Jjako vychozi materidl pro pripravu enzyma.
vétsina bunédnych suspenzi v burikdch neobsahuije karotenoidy
a chlorofyl, coZ je z hlediska izolace enzymi a sekundarnich
netabolitl velmi vyhodné. Bunééné suspenzni kultury se také
vyuzivaji Jjako vychozi materidl pro nutaéni Slechténi
rostlin a K produkci somatickych embryi. |

Idedlni bunécnd suspenze Jje morfologicky a biochemicky
homogenni. Pri dlouhodobé kultivaci se vsSak bunédnad suspenze
stava zZnacneé heterogenni. Heterogenita je zplsobena
genetickymi 2zménami, které <Hsou v suspenznich kulturach
pomérné casté (viz kap. 11). Ve staré bunééné suspenzi je
moZné naptr. kromé tvorby bunéénych agregatd pozorovat
i tvorbu protahlych vakuolizovanych bunék, které se nedéli.

6.1. Metody kultivace bunéénych suspenzi

Ke Kultivaci bunéénych suspenzi se pouZivaji ruzné
kultivaéni systémy. Pro vsechny kultivaéni systémy Ie
spolecné pouzivani tekutych Zivnych médii, ktera se
pohybuji. Pohybem média se dosahuje jeho aerace, zajidtuje
se lep8i pristup Zivin k Jednotlivym bufikdm a napomaha se
rozpadu bunéénych shlukd, které vznikaji p#¥i déleni bunék.

Pohyb média je zajistovan umisténim kultivaénich néadob
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(nap¥. 100-500 ml EM bafiky) na roller (v S$ikmé roviné se
otacejici plocha) nebo na t¥epadcku {pohyb banék
v horizontédlni roviné). Podet cotddek rolleru je v zavislosti
na za¥izeni 1-10 otdcek za minutu a u tfepacky je to 30~150
ot/min pri amplitudé vykyvu 2-5 cm. Pri pouZiti rolleru se
mechanické separaci bunék napomdhé& specialni upravou
kultivaénich banék (maji raGzné vystupky). P¥i kultivaci na
rolleru ¢&i t¥epadce se kultivadéni nadoby naplfiuji médiem
pouze z jedné pétiny ¢&¢i jedné &tvrtiny.

Pro kontinualni kultivace bunéénych suspenzi se pouZivaiji
rizné typy bioreaktori . Pohyb média Jje zde zajistovan bud
michadlem nebo probublavanim sterilniho vzduchu.
Nejmodernéjsi bioreaktory maji mnoho automatickych prvki,
které zajistuji stdlé sloZeni Zivného roztoku, stalou
hustotu bunéc¢né suspenze (p¥ebytek biomasy Jje odvadén
z bioreaktoru), regulaci pH, stdlou koncentraci plyna,
umoziiuji monitorovani ristu bunééné kultury atd. Nejtastéji
pouzivana kapacita bioreaktora pro rostlinné bunédéné
suspenze je 5~10 litrua.

6.2. Rist a pasédZovani suspenznich kultur

Rust bunécéné suspenze je v porovnani s rastem kalusu na
pevném médiu mnohem rychleij$i. Rychly rast bunék zpisobuje
rychlé odcerpavani Zivin z kultivad¢niho média a k zajisdténi
stdlého rustu kultury Jje nutné proto buné&né suspenze
ponérné ¢asto pasdZovat na Cerstvé médium.

PasdZovani je nutné provadét na konci exponencialni faze
rastu, kterd Jje charakteristickd aktivnim délenim a rasten
bunék. V exponencidlni fazi neni rist bunék limitovan
exogennimi faktory. Exponencialni féze ristu je Jjednou
z fazi ristové krivky, kterou Jje moZné charakterizovat rist
kultury v uzavieném systému, kde se méni podminky kultivace
(sloZeni média, hustota bunécéné suspenze atd.).

Pokud se graficky znazorni zavislost nékteré z ristovych
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charakteristik suspenze (PCV, &erstva hmotnost, podet bunék,
susina atd.) na cCase, vznikne tzv. rustovad k¥ivka (obr. 9).

pocet bunék/ml

staciondrni féze

4 exponencialni faze

doba kultivace (dny)

Obr. 9. Rustovd krivka bunééné suspenze.

Prubéh k¥ivky Jje charakteristicky pomalym rastem bun&éné
suspenze tésné po naockovani (lag faze), velmi intenzivnim
niristem Vv exponencidlni f4zi a poklesem pop¥. uplnym
zastavenim ristu ve staciondrni fazi. Rast bunék ve
staciondrni fdzi Jje predevdim limitovdn nedostatkem Zivin,
které byly vyéérpany Zz média v prubéhu exponenciidlniho
rastu. _

Délka doby mezi 2zaloZenim bunééné kultury a stacionadrni
fazi =zadleZi na nékolika faktorech: na podateéni hustoté
suspenze, dobé trvani lag faze a rustové rychlosti bunééné
linie (délce bunécného cyklu). Obvykle se podatedéni hustota
bunééné suspenze pohybuije mezi 0,5—2,5.105 bunék/ml. Tato
hustota se pred nastupem staciondrni fadze zvys$i na 1-4.10%
bunék/ml. Tento narist poétu bunék odpovidd 4-6 délenim
kazdé bunky inokula. Prumérna inkubac¢ni doba je potom 18-25
dni. JestliZe se buriky déli velmi aktivné inkubaéni doba se
zkracuje na 6-9 dni.

P¥i pouZiti velmi nizké pocatedni hustoty bunék dochazi



kX prodlouZeni lag faze a exponencialni féaze. Pro klasicka
syntetickd média je za kritickou poddtecni hustotu suspenze
povaZovana hustota 9-15.10°7 bunék/ml. Rast bunédéné suspenze
je pfi Jjeji malé pocdateéni hustoté moZné stimulovat Jjejim
"kontaktem® s kulturou o vysoké hustoté bunék resp.
s metabolity, které intenzivné se délici buniky uvolfiuji do
ckolniho média. Aktivné se délici bufiky totiZ produkuii
doposud nedefinované substance, které stimuluji  rist
okolnich bunék.

PasaZovani bunécné suspenze se provadi tak, Ze se suspenze
centrifuguije ve zkumavce pri 200-1000xg (5 minut),
supernatant se odpipetuije, sedimentované bufiky  se
resuspenduji v Zivném roztoku. Nova suspenze se zcedi pres
sterilni sitko (velikost péri 250 um), aby se odstranily
velké bunécné agregaty a stanovi se poCet bunék v 1 ml
suspenze. Suspenze se potom rozpipetuje v ur¢itém objemu
{podle pocétu bunék v inokulu)} do banék s kultivadénim médiem.

Pokud Jje cilem kultivace bunééné suspenze regenerace
rostlin pop¥. selekce mutantld, pFevadi se bufiky suspenze na
agarové médium v Petriho miskach. Postup spodiva v tom, Ze
se suspenze nejprve zfiltruje pfes sitko, aby se vyloudily
bunédné agregaty vétsi nez 5-10 bunék, poté se uréity objem
suspenze smichd s tekutym agarovym médiem o teploté 30-35°C
a po dikladném promichéni se tato novd suspenze rozlije do
tenké vrstvy v Petriho misce. Po utuhnuti média fsou v ném
jednotlivé bunky fixovany ve stalé pozici.

Pri michani suspenze s agarovym mnédiem je nutné zredit
vychozi inokulum tak, aby vysledna hustota bunék v agarovém
médiu méla tu nejmensi hodnotu, kterd jes$té umoinuije rist
bunék a zajistuje , Ze bunééné keclonie budou vznikat délenim
jedné bufiky za vzniku bunééného klonu. '

Rust buné&éné suspenze v agarovém médiu se urduje pomoci
tzv. plotnové vytéZnosti. Plotnova vytéZnost se stanovi tak,
Ze po rozliti teplého média se suspenzi do P. misky a jeho
utuhnuti se stanovi pocet bunék na jednotku plochy agarové
plotny. Po urc¢iteé dobe kultivace vzniknou délenim
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jednotlivych bunék bunééné kolonie jejichZ po&et se opét
uréi vzhledem k plosSe agarové plotny. Plotnova vytéZnost se
stanovi jako podil:

koneény pocet kolonii /plocha

. 100 (%)

PE
poéateéni podet bundk /plocha

Plotnova wvytéZnost je velmi zavisld na hustoté bunédné
suspenze. K dosaZeni vysoké plotnové vytéZnosti je nutné
obvykle pouZivat hustotu 103-10% bunék/ml. Minimalni hustotu
bunék Jje moZné sniZit pouZitim urditého mnoZstvi starého

média (conditioned medium).

Kultivace bunéénych suspenzi v agarovych plotnach se
pouziva predevSim Kk selekci mutantnich bunéénych klont
(resistence k antibiotikim, vysoké koncentraci soli, té&Zkym

kovim, k selekci autotrofnich mutanti atd.)

6.3. Méreni rustu bunééné suspenze

Jak jiZ bylo Casteéné uvedeno vyse, lze méfit rist bunék
suspenze pomoci nékolika parametri: cerstvé hmotnosti,
hmotnosti susiny, podtu bun&k , mitotického indexu, objemu
sedimentované kultury vzhledem k celkovému mnoZstvi suspenze
vV % (PCV), vodivosti média a celkového obsahu bilkovin &i
DNA.

Cerstvd hmotnost se urdi tak, Ze se suspenze prefiltruie
Pfes predem zvaZeny filtradni papir, potom se na filtra&nim

Papiru oplachne vodou s pouZitim odsiavacky a filtr se
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s burikami znova zvazi. Rozdil v hmotnosti filtru bez
suspénze a se suspenzi udava cerstvou hmotnost. Sufina se
stanovi obdobné - vaZi se nejprve suchy filtraéni papir,
poté se stanovi hmotnost filtru s buikami po vysuseni do
konstantni hmotnosti v horkovzdusdné suSarné pri teploté
60°C. Cderstva hmotnost a susina se obvykle vyjadfuji
v gramech na 1 ml suspenze nebo v gramech na 10% bunék.

PCV (packed cell volume) se stanovi tak, Ze se do 10-15 ml
kalibrované centrifugadéni zkumavky asepticky napipetuie
znamé mnoZstvi suspenze. Zkumavky se suspenzi jsou poté
centrifugovany pfi 200xg 5 minut a Jje stanoven objem
sedimentu (PCV) v ml vzhledem k celkovému mnoZstvi odebrané
suspenze (ml). PCV se obvykle vyjadfuje v procentech.
K posouzeni rlastové kiivky suspenze jsou vzorky codebirany
v pravidelnych intervalech kultivace.

Nejpfesnéisi metodou mé¥eni rastu bunécné suspenze je
stanoveni poétu bunék pomoci cytometru. ProtoZe bunécna
suspenze obsahuje <&asto bunécéné agregaty, Jje nutné pred
po¢itanim bunék v cytometru tyto agregaty rozdélit na
jednotlivé bunky. To se provadl smichanim 1 dilu suspenze se
2 dily 5-15% vodného roztoku oxidu chromového, naslednym
zah¥atim na 70°C (2~15 minut). Néasleduije ochlazeni vzorku
a jeho prot¥epavani(l0O minut). Takto upravend suspenze se
nanese pipetou do cytometru a Jje stanoven podet bunék v 1 nl
suspenze. Nékdy se suspenze pred nanesenim do cytometru
jedté centrifuguje a sediment bunék se resuspenduije v 8%
roztoku NaCl. K rozrusSeni bunédénych agregdti: je moZné také
pouzit 0,25% roztok pektinazy.

P¥i posouzeni rastu bunécéné suspenze je nékdy vyhodné
stanovit vitalitu bunék suspenze. Kromé mikroskopického
pozorovani napr. proudéni cytoplazmy a pritomnosti
intaktniho jadra Jje moZné pouZit vitalni barveni. K tomuto
udelu se pouZivaji vitdlni barviva jako Evansova modi (barvi
mrtvé bunky), fluorescein diacetat ( Jje metabolizovan Zivymi




buiikami na fluorescein, Kktery pod UV svétlem fluoreskuije)
a soli tetrazolia, které barvi 3ivé bunky.

Eme
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7. Kultury rostlinnych protoplasti a somatickd hybridizace

Typické rostlinnd bufika Jje ohranidena pevnou bunédénouy
sténou. Technika tké&novych  kultur umoZfuje kultivovat
i rostlinné bunky zbavené bunéd&né stény - tzv. rostlinné
protoplasty. Rostlinny protoplast je tedy rostlinnad busika,

kteréd nemd bunédénou sténu a Jjeji povrch tvori pouze
cytoplazmatickd membrdna. V tomto ohledu tedy rostlinné
protoplasty pripominaji buiiky Zivo¢isgné, Rostlinné
protoplasty maji sféricky tvar (obr. 10).

Obr. 10. Protoplasty izolované z listového mezofylu
naprstniku vlnatého. Zvétseno 600x.

Nepritomnost  bunécéné stény a zachovani metabolické
a funkéni kapacity umoZniuje studium transportu latek pres
cytoplazmatickou membranu, studium biosyntéz spojenych
s regeneraci bunécné stény, dovoluje izolaci organel. Na
protoplastovych kulturach je moZné sledovat proces obnovy
bunécné stény, inkorporovat (vnaSet) do bunék vétdi Sastice
= organely, molekuly nukleovych kyselin a bilkovin. Je moZné
uméle zvysit fizi protoplastd, a tak ziskat cestou tzv.
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somatické hybridizace mezidruhové hybridy (viz niZe).

Protoplasty Jje moZné izolovat 2z rlznych rostlinnych
pletiv. Nejcastéji se pouZivaji bufky listového mezofylu,
kalusové buniky  ¢i builky  bunédéné suspenze. Izolaci
protoplasti Jje moZné provést mechahicky nebo enzymaticky.
Mechanicka izolace se v8ak pro 'jeji pracnost a malou
vytéZnost jiZ prakticky nepouZiva, proto o© ni nebude
pojednéano. '

Pfi enzymatické izolaci protoplastll se bunky resp. pletiva
umistuji do roztoku, ktery obsahuje enzymy zajistujici
- rozpusténi bunéé¢né stény -~ pektindzu a celuldzu. Pektinaza
rozpousti st¥edni lamelu a zajistuje tak maceraci pletiva
(jeho rozpad na jednotlivé buriiky) a celulaza rozrusuje
- vlastni bunédnou sténu. Roztoky, které se k izolaci
protoplast pouZivaji kromé& enzymi obsahuji i osmoticky
aktivni 1latky sniZujici  turgor bunék (nap¥. manitol).
V praxi se pouZivd jednostupfiovd a dvoustupiiovd izolace
protoplasti  (obr. 11). V kulturdch protoplasti bylo
prokazano, Ze Jjsou schopny fuze, Ze jsou pd regeneraci
- bunééné stény schopné jaderného a bunééného déleni, Ze mohou
vytvaret kalusy, a Ze v téchto kalusech je moZné dosahnout
organcgeneze a regenerovat celé rostliny.

7.1. Izolace protoplastid z listd

Izolace protoplastd z listd zahrnuje ¢éty¥i zakladni etapy:
sterilizaci 1istl, odstranéni epidermis, inkubaci segmenta
listh v roztoku enzymi s osmotikem a vlastni izolaci
protoplasth filtraci a centrifugaci (obr. 11).

Izolované listy se povrchové sterilizuji béZnym postupem
(70% etanol, 1-2% chlornan sodny pop¥. Save Super 10%,
proplachnuti sterilni vodou 3x). V aseptickych podminkdch se
odstrani staZenim nebo sesSkrabnutim spodni epidermis.
Epidermis se snaze odstrafiuje 2z 1listd, které byly pred
jejich izolaci nebo v prubdhu dezinfekce vystaveny vodnimu

stresu. Listy jsou poté narezany na 1uzké prouzky pomoci



i
0
\O

}

‘Qisejdojoud yosAuuljisod aoeAllny B aoe|oz]  ‘ji

SOy
AINZCY \g omdo.q

/ mmuzwwo,_,\ /mmmzwooz.qomo
SZN3dSNS
(oed) _ Mhats No3Nne D@ '0

o
3OVEZNZ93Y % IN3T 30 tm WM
avainny T
3ZINIV0AUENWT
: YAIILYWOS
ANV HOUMIN —_—
[T 83 yill.
{3Ov9NIIY IN3D) : .
30VIN3WIa3s SMIvH
INVAANOY
YAILN3LOYd
IN3Z32S WNHLLOWS O

YZYINI30 +VZY ML N5

q : fqumu.n .
) 3ZN3dSNS
0/ -
MSY140108S (@) @ YZVNILYZd (P€%°)
87 \%8 :
YZYIn150 :

IDVZINYILS %
isn

ot




m.69_

skalpelu nebo specialniho nastroje s vice brity na
prouZky 2 mm $iroké. Segmenty listd jsou potom preneseny do
enzymatického roztoku s osmotikem.

Jako osmotikum , které zabrafiuje prasknuti cytoplazmatické
membrany :;protoplastﬁ, se pouziva sacharéza,. glukdza,
sorbitol nebo manitol v koncentraci 0,3 - 0,5 M. Jako
osmotikum je moZné také pouZit anorganické soli jako KNO5,
KH,PO,, MgSO, a CaCl,. Béﬁné se uZiva napr¥. 0,1 - 1,0 mM
roztoku Ca012 a MgS0, :

Enzymaticky roztok obsahuje vedle osmotika jeden nebo vice
enzymi. : pektindzu {0,1-1,0%), celulazu(l,0-10%)
a hemicelulazu 0,1-1,0%). Jak JiZz byloc uvedeno vySe,
pektindza rozpousti stfedni lamelu a zajistuje maceraci
pletiva (Jjeho rozpad na jednotlivé buiky) a celuldza
rozrusuje vlastni bunéénou sténu. Pro optimdlni funkei
enzymi je nutné upravit pH enzymatického roztoku na 5,4-5,7.

V praxi se pouZiva jednostupniové nebo dvoustuprfiové izolace
protoplasta.

7.1.1. Jednostupriova izolace protoplasti

Pri jednostupfiové izolaci se listové segmenty zbavené
spodni epidermis umisti svoji spodni stranou do Petriho
misky obsahujici asi 10 ml sterilniho enzymatického roztoku
(sterilizovan filtiaci) obsahujiciho pektindzu a celulazu
popr. hemiceluldzu. Segmenty se dale inkubuji 15-18 hodin
Pri teploté 25°C. Po inkubaci se roztok se zbytky listd
& s protoplasty zfiltruje pfes ocelové sitko nebo nylonovou
latku s velikosti péra 63-69 um aby se odstranily wvétsi
zbytky 1listh. Filtrat obsahujici protoplasty se potom
pipetuje do sterilnich centrifugacénich zkumavek
a centrifuguje se prfi 100xg 1 - 5 minutu. Protoplasty
predstavuji sediment, supernatant predstavuje enzymaticky
roztok se zbytky bunék. Supernatant se odsaje pipetou
a nasleduje nékolikanasobné promyvani (3-4x) protoplastl .
Dokonalé odstranéni enzymi z inkubadéniho média je pro dalsi
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kultivaci protoplastd nezbytné.

Promyvaci roztok obvykle obsahuje osmotikum a anorganickeé
soli =~ nap¥. zfedény roztok soli MS média (10-50%). Pri
poslednim promyvani Jje osmotikum nahrazeno 20% sacharézou.
Pri koneéné centrifugaci pfi 200xg 1 minutu budou
protoplasty tvorit prstenec plovouci na povrchu
supernatantu. Protoplasty se izoluji =z centrifugadéni
zkumavky pipetou a  kultivuji se s pouzitim rilznych
kultivaénich technik (viz dale).

7.1.2. Dvoustupiiova izolace

Pri tomto zpisobu izolace jsou nejprve listové segmenty
svoji spodni stranou umistény do odsavaci bariky s 0,5-2%
roztokem pektindzy v osmotiku. Infiltraci enzymatického
roztoku do listovych pletiv je moZno napomoci pouZitim vakua
(5 minut). Segmenty 1listh Jjsou poté inkubovany na vodni
lazni pri teploté 259 p¥i soudasném protrepavani roztoku
(15 minut) a dalSich 60 minut bez trepéni. V prubdhu
inkubace je moZné odebirat vzorky suspenze a pod mikroskopem
sledovat, 2zda JjiZz doslo k rozpadu (maceraci) pletiv na
Jednotlivé buriky. Podle vysledku téchto mikroskopickych
vysetreni je moZné dobu inkubace zkratit ¢i naopak
prodlouZit. Po dckonalé separaci bundk je tato suspenze
prefiltrovana pres sitko (63-69 um) a filtrat prodistén
centrifugaci.

Sediment  listovych  bunék je po vymyti prvniho
enzymatického roztoku pfenesen do roztoku celuldzy (1-4%)
s osmotikem (13%) a hodnotou pH 5,4 a inkubovan 90 minut pri
teploté 30°C. Po inkubaci se suspenze centrifuguje p#i 100xg
1 minutu. Sediment protoplasti se potom 3x promyjé roztokem
osmotika. Poslednim kroken promyvani protoplastd Jje
centrifugace  protoplasti v 20% sachardze, tak 3Jako
u jednostupniové metody.
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vési vytéZnost izolace je dosahovano pri jednostupnove
izolaci. Pri dvoustupiiové izolaci vSak dochézi k mensSimu
-poskozeni protoplastu protoze doba izolace je oproti
jednostupriové izolaci (15-18 hodin) mnohem  krat$i (3
hodiny).

7.2. Izolace protoplasti z kalusové kultury

Aktivné rostouci kalusovd Kkultura predstavuje idedlni
materidl pro izolaci  velkého mnoZstvi protoplastii. Postup
izolace protoplastl z kalusové kultury Je obdobny postupu
pro izolaci z 1listového mezofylu. Optimalni koncentrace
enzymi vSak mohou byt niZsi, coz plati zejména pro celulazu.
RovnezZz doba izolace miZe byt krat&i. Izolace se také &Sasto
provadi pri vy£si teploté (30-33°C).

Kalusova kultura by wméla byt pred izolaci protoplasti
pravidelné pasaZovana na Gerstvé médium a to nejdéle 2 tydny
pred pouZitim.

7.3. Izolace protoplasti z bunééné suspenze

Bunécna suspenze predstavuje velmi vyhodny materidl pro
izolaci protoplasti. K izolaci se pouZiva bunééné suspenze
o vysoké hustoté (losbunék/ml). Asi 5 ml suspenze se
centrifuguje pri 100xg 1-2 minuty. Po odsati supernatantu se
buriky resuspenduji v 5 ml enzymatického roztoku (4%
celulaza, 0,5-2% pektindza) v Petrihc misce (dale P. miska).
P. miska se uzavrfe Parafilmem, umisti se na trepacku (30-75
ot/min) a inkubuje se 2-6 hodin. Proc¢isténi protoplasta je
cbdobné jako u pFedchozich postupt.

7.4. Kultivace a regenerace protoplastd
Cilem kultivace protoplastii je obnoveni bun&éné stény,

déleni bunék vedouci k tvorbé kalusu a naslednid regenerace

rostlin.
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V prvni fazi kultivace dochazi k regeneraci bunécéné stény,
jejiZz pritomnost Jje pro déleni bunék nezbytnd. Protoplasty
- buriky bez buné¢né stény se obvykle nedéli. Pokud je
pozorovano déleni protoplastid, jednd se o buriky, Kkterg
vstoupily do mitdzy jeSté pred izolaci bunéc¢né stény a po
ukonc¢eni déleni se bez regenerace bunéc¢né stény dale nedéli.

Po vytvoreni bunécéné stény dochdzi k déleni bunék, které
davaji wvznik bunécéné kolonii - mikrokalusu. Na tvorbu
mikrokalusu navazuje v optimdlnich podminkdch regenerace
rostlin cestou organogeneze ¢i somatické embryogeneze.

Cely cyklus - 1izolace protoplasti - regenerace bunééné
stény - mikrokalus - rostlina se podarilo realizovat asi
u 150 druhti rostlin. U podstatné vétsiho poc¢tu druhi bylo
dosazeno tvorby kalusu bez regenerace rostlin. Rostliny se
poda¥ilo regenerovat nap#. z protoplastd mrkve, tabaku,
rajcete, bramboru, okurky, ryZe, naprstniku, pomerancovniku,
kiwi atd.

7.5. Faktory ovliiviiujici kultivaci protoplastth

Na prGbéh kultivace protoplasti a jejich vyvoj ma vliv

celd rFada faktora.
7.5.1. Hustota protoplastl a jejich vitalita

Tak jako pro suspenzni bunécné kultury, tak i pro kultury
protoplasti je dileZitd jejich hustota v kultivaénim médiu.
Pred prenosem izoclovanych protoplastd do kultivaéniho média
je proto nutné stanovit poCet protoplastu v pouZitém
inokulu. Vyslednéd koncentrace protoplastd po jejich smichéni
s médiem by neméla byt niz$i nez 2,5,104/m1 (optimdlni e
105/m1). K poc¢itani protoplastii se pouZiva hemocytometr
(Burkerova komtrka). Pro posouzeni vhodnosti inokula pro
dalsi kultivace je moZné také stanovit vitalitu protoplasti.
Vitalita protoplastt se =zjistuje pomoci vitdlniho barveni

napf. fluorescein diacetatem, ktery je =z roztoku prijiman
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ptes bunéfnou membranu do protoplastu a pouze v Zivych
protoplastech je metabolizovan mna fluorescein, ktery lze
detegovat UV zarenim (fluorescence).

7.5.2. Metody kultivace protoplastd

Metoda kultivace protoplastu zavisi na tom, zda se pouziva
tekuté nebo pevné kultivaéni médium.

PFi pouziti tekutého média je moZné protoplasty kultivovat
nékolika zpusoby. Protoplasty Je moZné kultivovat v tenké
vrstve tekutého média v P. misce uzaviené Parafilmem nebo
v uzav¥enych 50-100 ml EM bafikach s 5 ml média. Protoplasty
mohou byt také kultivovany v kapce v P. misce nebo ve visici
mikrokapce v tzv. mikrokomirce (specidlné upravene podlozni
sklo).

Protoplasty jsou kultivovany p¥i nizkém osvétleni nebo ve
tmé. Teplota se pohybuje v rozsahu 25-28°C. Pro kultivaci je
nutné zajistit vysokou vlhkost vzduchu v kultivaéni nadobé.

PFi pouZiti pevného média se bud protoplasty v tekutém
médiu rozliji do tenké vrstvy na agarové médium v P. misce
nebo see wuzaviraji primo do agarového média pred Jjeho
utuhnutim. V druhém . pripadé se suspenze protoplastd (asi 2

ml) smichd v malé P. misce se stejnym mnoZstvim teplého
(max. 45°C) neutuhlého agarového média a agar se necha
utuhnout. Kultura se potom inkubuje v pfevracené poloze
(dnem vzhiru). Protoplasty je moZné také uzaviit do média
s agardzou. Po utuhnuti se vrstva agarézy s protoplasty
roziefe na blodky, které se kultivuji v tenké vrstveé
protoplastového média v P. misce na trepacce.

7.5.3. Média pouZivana ke kultivaci protoplasti
Protoplasty se kultivuji na médiich obdobnych sloZeni jako

média pouZivanad pro kalusoveé a suspenzni kultury. Jedna se

o média jejichZz zaklad tvori velmi <&asto sloZky MS média.
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‘Hlavni odlisnosti protoplastovych médii od médii pouéivan?ehjf-

napt. k mikropropagaci je pritomnost osmotika. Osmotikum je 1

soucasti Jjak médii pouZivanych k izolaci protoplasta, tak fi

médii pouZivanych prc jejich kultivaci. :

Osmotikum nahrazuje funkci bun&éné stény. Pokud by |
v kultivaénim médiu nebylo pritomno osmotikum (manitol, |
sorbitol, glukéza, sachardza), doslo by k prasknuti

protoplastu plazmoptyzou. Koncentrace osmotika se po ;f

obnoveni bunécné stény postupné sniZuje aZ na nulovou

hodnotu (fedénim média cerstvym zZivnyn roztokem bez_ﬁf

osmotika).
Protoplastova média obsahuji velmi ¢asto dusik v organicke

formé (nap#. kasein hydrolyzat), mohou obsahovat vy3&i |

koncentraci vapenatych iontd a vétSinou obsahuiji auxin
a cytokinin v riuznych koncentracich. -

7.6. Déleni a riust protoplastl

Za optimalnich podminek protoplasty regeneruji bunéénbu
sténu jiZ béhem nékolika dni. Vznik bunééné stény je
nezbytnou podminkou pro daldi vyvoj protoplasta. Vytvorenim
bunécné stény ztrdceji protoplasty sviij typicky sféricky

tvar. Vznik bunééné stény je moZné prokdzat barvenim

fluorescen¢nim barvivem Calcofluor white. Obnoveni buné&né
stény neni nezbytné pro jaderné déleni, ale je nezbytné pro
vlastni déleni buriky - cytokinezi. Po vytvoreni bunééné
stény se bufiky v pribéhu 3-5 dni poprvé déli. Ke druhému
déleni dochdzi v prabéhu tydne a na konci druhého tydne
kultivace je moZné pod mikroskopem pozorovat malé bunééné
agregaty. Po 6 tydnech kultivace je moZné pozorovat kolonie
o velikosti 1 mm. V  tomto stddiu Jje nutné pasaZovat
mikrokolonie na médium bez osmotika, které by Jjinak
inhibovalo jejich dalsi rust.
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7.7. Somaticka hybridizace

Prace s rostlinnymi protoplasty naléza cely komplex
zajimavych  aplikaci predevéim v  oblasti Slechténi
rostlin.Izolované protoplasty mohou vzédjemné fuzovat (slévat
se). Kultivuji-li se za urc¢itych podminek protoplasty
odvozené 2z ruznych rostlinnych druhli, Jje mozné jejich
splynutim ziskat hybridni bufiky, které mohou mit vlastnosti
obou rodiovskych bunék. Tento proces pripomina splyvani
bunék p¥i pohlavnim rozmnoZovani. Protose se ho ud¢astni
buriky somatické, oznaduje se tento zplsob hybridizace jako
hybridizace somatick4 a hybridni buiky resp. rostliny z nich
regenerované jako somatické hybridy (obf. 12 %«

Pouze u  pomérné malého po&tu rostlinnych druht se
z fuzovanych protoplastl podarilo regenerovat celé rostliny.
Klasickym prikladem somatického hybrida je nap¥. k¥iZenec
rajéete a bramboru. |

Fuze protoplasti miZe byt spontanni, ale jeji frekvenci je
mozZné zvysit ~upravou chemického sloZeni kultivacniho média
(napr. poljetylenglykol, dextran, vysokad koncentrace a4t
a alkalické prostredi) nebo fyzikdlnimi metodami (puls
elektrického proudu). Zvlastnosti rostlin pochazejicich
z fuizovanych protoplastl je, zZe pfi fuzi protoplastd dochazi
neien ke smichani jadernych genomii, ale i ke smichani
organel -~ chloroplastd a mitochondrii obou somatickych
rodic¢ovskych bunék. Pritom je moZno eliminovat bunécéné jadro
jednoho z rodicu ionizujicim zAarenim nebo chemickym
pisobenim. Mohou tak vznikat rostliny, které obsahuji jeden

Zz obou vychozich  genomi vV  nezménéné podobé, ale
cytoplazmatické organely a jejich geneticka informace jsou
promichany. Cytoplazmatické hybridy se oznaduji jako
Cybridy. Cybridni burika obsahuje razné kombinace

chloroplastové &i mitochondridlni DNA pochdzejici z rhuznych
bunék. Takovéto bufiky neni moZné ziskat béZnou sexudlni
hybridizaci, protoZe saméi pohlavni bunky velmi z¥idka
Vhaseji do vajedné buiiky mitochondrie &i plastidy. Geneticka
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informace mitochondrii a plastidd byla pfesné zmapovana
a bylo prokazano, 3e mitochondrie a plastidy obsahuiji
glechtitelsky vyznamné geny (nap¥. mitochondrie obsahuiji
geny pylové sterility, chloroplasty geny pro rezistenci
x nékterym herbicidum atd.).

Rostlinné protoplasty mochou byt také pouZity ke genovym
transformacim, kdy je do nich moZné vnaset cizorodou DNA
kédujici Zadané vlastnosti. P¥ijem molekul DNA rostlinnymi
protoplasty se mize stimulovat nékterymi chemickymi
slou¢eninami pridavanymi do kultivaéniho média (nap¥. jiz
vySe zminény polyetylenglykol), pulsem elektrického proudu.
pomoci lipozémi, nebo se DNA vpravuije prime do jader
protoplasti mikroinjekcemi ¢i mikroproijektily (particle gun,
particle bombarding).

V posledni dobé se jako vektoru pro prencs genetické
informace do genomu rostlinnych bunék nejcastéji pouziva
plazmid pidni bakterie Agrobacterium tumefaciens - plazmid
Ti. Tento plazmid md schopnost se po infekci rostlinnych
bunék zaclenovat do struktury chromozdmi.

Jednou z nejdileZitéjsich etap somatické hybridizace popr.
bunéénych transformaci je vlastni selekce protoplasth resp.
bunék a z nich vznikajicich kalusi, které maji zménénou
genetickou informaci. K tomuto uc¢elu se pouZiva celd rada
metod specifické a  nespecifické selekce zaloZenych na
fyzikdalnich ¢i biochemickych  postupech (fluorescenéni
znaceni, selektivni. kultivadéni podminky, biochenické
rozbory, RFLP mapovani , PCR atd.).

Vétsimu praktickému vyuziti protoplastovych kultur ve
Slechtitelskych programech doposud brani fada nevyresenych
teoretickych a metodologickych problémi spojenych s indukci
organogeneze VvV kalusovych a suspenznich kulturach, se
zvySenim heterologni fuze (fuze protoplastli pochazejicich
z raznych druhl) a se selekci hybridnich bunék na trovni
bunéé¢né kultury.
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8. Ozdravovani rostlin

Explantdtové kultury mohou byt vyuZity k ozdravovani
rostlin, tzn. k produkci bezvirdznich, pop¥ipadé
bakteridlnich a houbovych né&kaz prostych rostlin. Rada
bakterialnich a houbovych infekeci je eliminovana jiZz pri
vliastnim zakladani sterilni kultury. K eliminaci bakteridlni
infekce také dochdzi p#i kultivaci izolovanych meristémi,
které postradaji cévni svazky, pfedstavujici hlavni drahu
Sifeni fady_rostlinn?ch' patogent. Bakteridlni kontaminaci
explantdtu je také moZné eliminovat prfidanim antibiotik do
kultivaéniho média. Tohoto postupu se  vSak vzhleden
k toxickému plusobeni antibiotik na bufiky explantiatu pouZiva
méné casto neZz Jednodussich postupll povrchové sterilizace
explantatu. :

Velmi sznamné‘je produkce bezvirdznich rostlin. Péstovani
viruprostych rostlin se osvédéilo ve vétsiné zemi a to
p¥edevsim u rostlin mnoZenych vegetativné. Slechtitelé
produkuji kazZzdym rokem vynosnéjs$i nebo chutové kvalitnéjsi
odridy uZitkovych rostlin. VétsSina odrid, a to obvykle téch,
které maji nejvétsi vynosy, se vSak neudrZi dlouho. Vynosy
brzy klesnou a uZ po urc¢ité dobé musi byt tyto odrudy pro
napadeni virovymi chorobami Skrtnuty ze seznamu povolenych
odrid. Pri reSeni tohoto problému se stdle vice uplatiuji
rostlinné explantaty. :

- Virovéa onemocnéni se vétsinou neprendgeji p¥i generativnim
mnoZeni pomoci semen. P¥i tradic¢nich postupech vegetativniho
mnoZeni, které se u rady ekonomicky vyznamnych druh rostlin
pouzivd, Jje moZnost virové ndakazy znaénd. Pri aplikaci
meristémového  mnoZeni dochazi v pruibéhu  kratké doby
kultivace k eliminaci virovych ¢&astic v buiikdch explantéatu.
V radé pripadi vsak buriky samotného meristému virové dcastice
neobsahuji v disledku neexistujiciho vaskularniho spojeni
s ostatnimi &astmi rostliny.

K ozdraveni rostlin se pouZivd Jjako vychozi explantat
vliastni meristematicky vrchol bez prilehlych listovych
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primordii o velikosti 0,2 - 1,0 mm. Explantat je tedy
podstatné mensi neZ v pripadé, kdy se jedna o pouhé
neristémové mnoZeni.

V  explantdtové kultufe Jje moZné také virdzy eliminovat
pisobenim vy$Sich teplot (termoterapie). V takovém pripadeé
se explantaty vystavi pasobeni vy&3ich teplot, které nejsou
pro rostlinné butiky letdlni, ale letalné plisobi na viry.
Nej¢astéji se pouzivaji teploty 50 - 52°C pusobici po dobu
10 = 30 minut. Jsou-li timto postupen ozdravovany celé
rostliny, pouZivaji se teploty nizsi (32 - 40°C) plUsobici po
dobu 4 = 30 dnd. v zavislosti na druhu rostliny. Velmi
vyhodny se pro ziskani bezvirdznich rostlin jevi postup, kdy
je nejprve mateénd rostlina podrobena nesterilné tepelné
terapii a poté je z ni odvozena meristémovad kultura.

Bezvirézni material je také moZné ziskat, jsou=-1i do
Zivného roztoku aplikovany antivirézné pusobici latky. Ze
sloucenin, které se k tomuto ucelu pouzZivaiji Jje moZné
jmenovat nap¥. ribavirin a 2 - thiouracil. '

Kombinace tepelné terapie a meristémovych kultur se jiz

béZné vyuZivd k produkeci bezviréznich rostlin jahodniku,
bramboru, jabloni, chryzantémn, karafidtu, &esneku atd.
- Jednou 2z dalSich vyhod produkce bezviréznich rostlin
tkattovymi kulturami je takeé jejich vyuziti p#i vyméné
genetickych zdroji mezi riznymi staty . Jednak vzhledem
k jejich "zdravotni nezavadnosti®, jednak vzhledem k pomérné
maléemu a lehkému "baleni® v kultivad&nich nadobach a delsi
Zivotnosti v porovnani s intaktnimi rostlinami.
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9. Kryoprezervace rostlinného materidlu a uchovavani
genofondu rostlin

Explantatové  kultury nachdzeji rozsahlé uplatnéni
v oblasti uchovavani genofondu rostlinnych druhi, které isou
ohroZené vyhynutim v disledku destrukce jejich prirozenych
stanovist nebo rostlinnych druhli, které jsou ekonomicky
vyznamné a Jje moZné je mnoZit pouze vegetativné. X tomuto
ucelu se vyuZivd moZnosti zpomaleni rustu explantatové
kultury kultivaci p#i nizké teploté (1 - 14°C), zvySenim
osmotického potencialu média, kultivaci na minimdlnich
médiich ¢i p¥i sniZeném osvétleni.

Zménou kultivaénich podminek je moZné podstatné prodlouZit
subkultivaéni interval. Nap¥. meristémové kultury jahodniku
a jabloni bylo moZné kultivovat bez pasaZovani pri teploté
2°C po dobu jednoho roku (béZny interval jeden mésic). Po
pfeneseni do normdlni teploty (25°C) tyto kultury vykazovaly
nezménénou schopnost regenerovat nové rostliny.

Jako perspektivni se 2z hlediska uchovavani rostlinného
genofondu pr¥i aplikaci tkanovych kultur jevi kryoprezervace
(uchovavani kultur ve zmrazeném stavu). Kryoprezervace
predstavuje obecné& velmi uUdinnou metodu uchovani rostlinného
materidlu pri teploté kapalného dusiku tj. pri -196°C.
Metodicky nejjednodussi Jje uskladnovédni semen, protozZe

neobsahuji velké mnozZstvi vody. Rostlinna pletiva

(meristémy, kalusové builky, bunééné suspenze) obsahujici .

vétsi mnoiZstvi vody vyzZaduji prfed Kkryoprezervaci tzv.
kryoprotekci, kterd ma zabranit podkozeni bundk v duasledku
vzniku ledovych krystal. P#i kryoprotekci se do Zivného
média pridavaji kryoprotektivni latky, jako napr.
dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, etylenglykol, prolin,
manitol, sorbitol, sachardza. Vyhodnéjgi e pouZit smési
nékolika kryoprotektivnich latek neZ pouze jediné.

P¥i 2zmrazovani miZe také negativné pUsobit wvzestup
koncentrace  bunéénych  roztoku, ktery je vysledkem
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gehydratace ¢&i vznik krystalt ledu, Xteré rozrusi bunééné
membrany . Z vyse uvedendho Jje zfeimé, Ze ke kryoprezervaci
pudou vhodnéjsi pletiva tvofend malymi bufkami, s nizkym
obsahem vakuol a hustou cytoplazmou (napf. meristematické
puriky), neZ buriky se silnou sténou a velkou centralni
vakuolou. Organizovand pletiva se vétdSinou zmrazuiji rychlym
zpuisoben, tj. pfimym ponoc¥enim do  kapalného dusiku.
v nékterych  pripadech se  pouZivd postupné zmrazovani
rychlosti 1 = 5°C/min. a to aZ do dosaZeni teploty -40°cC,
poté se ponofi do tekutého dusiku.

Rozmrazovani uskladnénych pletiv se uskutecénuje co
nejrychleji pri teploté do 40°C.

VyuZivani Kkryoprezervace rostlinného materidlu je spise
zatim v experimentdlnim stéddiu. Doposud se podafilo uUspésné
znrazovat explantdaty nékolika desitek rostlinnych druhii. Po
vyreSeni existujicich problémi se miZe Kkryoprezervace stat
velmi vyznamnou wmetodou uchovdvani v prirodé vzacné se
- vyskytujicich genomit stejné jako  genomi ziskanych
genetickymi manipulacenmi.
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10. Produkce sekunddrnich metabolitid

Rostliny maji schopnost syntetizovat 2ze Zivin kromé
nepostradatelnych sloZek svého té&la (aminokyselin, vitaming,
nukleovych bazi atd.) i prepestrou paletu nejrozmanitéjsSich
latek, jejichZ funkce neni zF¥ejmd, a jeZ jsou pravdépodobné
pro vlastni rust rostliny postradatelné. Oznac¢uji se proto
na rozdil od primarnich nepostradatelnych metabolitl jako
metabolicky sekunddrni a metabolismus vedouci k Jjejich
vzniku 2z primarnich metabolitd se nazyva metabolismus
sekundarni. Sekundarni metabolity Jjsou specifické pro urc¢ity
biologicky druh. Pro sekundarni metabolity je
charakteristicka témé¥  nepreberna rozmanitost jejich
chemickych struktur. Molekuly sekundarnich metabolitd Jjsou
z hlediska organického chemika velice exotické a 2z hlediska
biochemika neobvyklé. Sekundarni metabolity se vSak presto
daji usporadat podle chemické pribuznosti asi do padesati
skupin, z nichZ je moZné uvést napr¥. flavonoidy, glykesidy,
salicylaty, terpenoidy, naftaleny atd. O funkci sekundarnich
metabolith se doposud polemizuje. Nékteri autofi preferuji
ekologickou funkci (sekundarni metabolity plsobi jako
repelenty proti predatortim ¢&i parazitim prislusného druhu

rostliny), jini uvazuji o Jjejich regulaéni funkci

v metabolismu, nékdy Jjsou povaZovany za latky, jeZ jsou
produktem detoxikacéniho metabolismu.

Velmi dobre 2zndmd a  komercné vyuzZivand Jje produkce
sekunddrnich metabolitl u mikroorganismd (nap¥. produkce
antibiotik). Intaktni rostliny  produkuji ve srovnani
s mikroorganismy mnohem £ir&i skdlu sekundarnich metabolitd,
z nichZ mnohé maji vyznam ve farmacii, potravinaf¥stvi,
kosmetickém prumyslu atd. Sekundarni metabolity se vétsSinou
doposud ziskavaji 2z intaktnich vrostlin, pop¥. chemickou
syntézou. Hlavnim problémem ziskavani Zadanych latek
z intaktnich rostlin Jje to, Ze velkda <&ast druhi takto

vyznamnych rostlin v soucdasné dobé pt¥ichdzi o své Zivotni
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prostredi a s jejich tubytkem a obtiZnosti pifi péstovani
roste i jejich cena. Dal&i nevyhodou je velkd zavislost
obsahu Zadanych latek na klimatickych podminkach, na postupu
suSeni a skladovani rostlin. Chemické syntézy jéqq dasto
obti#né a  drahé a u  slozit&jsich. latek zatim
neuskuteénitelné. Koneény produkt chemickych syntéz je také
obvykle smési izomeru, zatimco Dburika produkuje Jjediny
stereoizomer.

Tkafové kultury rostlin se mohou v primyslové produkci
sekundarnich metabolitit wuplatnit na nékolika drovnich.
predné je moZné vyuZit tkafovych kultur k vlastnimu mnoZeni
rostlin  vyznamnych 2z hlediska _ produkce sekundarnich
metabolitd. Pomoci tkarovych kultur Jje moZné selektovat
kultivary s vysokou produkci sekundarnich metabolitd. Po
zjisténi, 2Ze rostlinné tkanové kultury mohou tyto latky
produkovat také, byla a je snaha Jje vyuZit stejné jako
kultury mikroorganisma. Pib prumyslové vyuZziti tkanovych
kultur jako nového zdroje sekundarnich metabolitd je treba,
aby jejich produkce byla ekonomic¢téjsi neZ tradiéni postupy
ziskdvani téchto latek.

Tkafiové kultury maji oproti tradiénim zplsoblim ziskavani
sekundarnich metabolitd podstatné vyhody:

a) syntéza probiha ¥izené v umélém prostredi nezavisle na

klimatu a pludnich podminkach

b) produkénim systémem jsou vylouceny negativni biologické
vlivy (mikroorganismy, hmyz) Vv prirodé ménici produkci
sekundarnich metabolitl

c¢) v tkafnové kulture je moZné selektovat kultivary s:vyééi

produkci sekundarnich metabolitl

d) automatizaci ¥rizeni bunécéného rastu a regulaci
metabolicchh' procest miZe klesat vyrobni cena a stoupat
produkce.
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Jako perspektivni a také zrejmé jedinou rentabilni cestou
produkce sekunddrnich metabolitt tkanovymi kulturami se jevi
vyuziti bunéénych kultur a jejich kontinudalni kultivace ve
fermentorech. Vzdor intenzivnimu vyzkumu, ktery v této
oblasti probiha se vsSak dopesud prakticky nepoda¥ilo
kultivovat jakoukoli rostlinnou suspenzi ve velkém objemu
dostateéné rentabilni tak, aby 11 bylo moZné srovnat
s rutinné pouZivanymi kulturami mikrobidlnimi. Jednim ze
zdkladnich problémi@ Jje relativné pomaly rust rostlinnych
bunéénych kultur a nizké produktivita tvorby sekunddrnich
metaboliti. Navic jen u malého poétu tkariovych kultur se
podaf¥ilo dosdhnout produkce sekunddrnich metabolitd vysSs§i
nez f intaktni rostliné.

Jako velmi perspektivni pro zvvsSeni produkce sekundarnich
metabolitd tkanovymi kulturami se jevi vyuZiti
imobilizovanych rostlinnych bunék, u nichZ byla v nékterych
pripadech, v porovnani s béZnymi bunéénymi kulturami,
prokdzana vyééi produkce sekundarnich metabolitt. Dalsi
vyhodou imobilizovanych bunék je jejich snaz$i vyuZiti pro
kontinudalni produkci Zadanych latek.

Imobilizace bunék spo¢ivd v jejich uzavreni do uréitého
nosného inertniho materidlu. Existuji v podstaté dva druhy
imobilizace -~ aktivni a pasivni. Pri aktivni imobilizaci se
buiiky uzaviraji do polymeriu, k jejichZ polymeraci dochazi aZ
po smichani bunék s monomery. Vlastni polymerace vede potom
k imobilizaci bunék. Mezi nejvice pouZivané 1latky patri
alginat sodny, agar, agaréza, polyakrylamid a Zelatina.
Pasivni imobilizace jé zaloZena na vcestovani (pop¥.
sedimantaci) bunék do porézniho materidlu. Nejvice se
k tomuto ucelu pouZiva polyuretanova péna (molitan).

Imobilizované bunky jsou potom kultivovany v bioreaktorech
a mohou se pouZivat bud kx biotransformacim, nebo komlexnim
syntézam. Biotransformaéni reakce umofZriuji dokondeni syntéz
findlnich 1latek, které neni moZné syntetizovat uméle.
V tomto pripadé se do kultivaéniho média dodavaji prekursory
téchto latek (vyrabéné napr. synteticky) a rostlinné bunky
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vykonaji Jjejich '“ﬁpravu". V pedstaté se Jjednid o reakci
hydroxylacni, glykosilaéni, metyladni atd.

~ Cilem vyzkumu vV oblasti produkce sekundarnich metabolita
tkanovymi kulturami Jje v3ak dosaZeni komplexni syntézy
zadanych produktit 2z dodanych Zivin. X dosaZeni tohete cile
je véak nutné nejprve dosdhnout zvyseni produkce
sekundarnich metabolité v bunédnych kulturdch a dale také
zajistit, aby tyto buriky syntetizované latky uvolniovaly do
Zzivného média. K dosaZeni pokroku v této oblasti Je nutné
uréit, které faktory ovliviiuji metabolickou diferenciaci
bunék. '

Syntézu a akumulaci sekundarnich metabolitd Jje moZné
povaZovat za aspekt diferenciace, jev, ktery Jje
charakterizovan biochemicky, histochemicky a morfologicky.
Bylo demonstrovano, 2Ze v rychle rostoucich rezpadavych
suspenznich kulturach se akunuluije malé mnozZstvi
sekundarnich metaboliti a Ze pfi procesech cytodiferenciace,
bunééné agregace a morfologické organizace dochazi ke
zpomaleni rustu, coZ primo koreluje se vzestupem syntézy
sekundarnich metabolitt v tkanové kultufe. Ukazuje se, Ze
faktory zpomalujici ruast bunéénych Xkultur pisobi také éasto
stimulaéné na produkci sekundarnich metabolitd, predevsim
cestou omezeni primdrniho metabolismu. Tento poznatek
naznac¢uje urcity antagonismus primarniho a sekundarniho
metabolismu, coZ na meolekularni drovni pFedstavuije rozdilné
vyuZivani spoleénych prekursort. Za podminek rychlého rustu
a déleni jsou tyto latky vyuZivany napr. k syntéze proteint,
ale za podminek inhibice ristu jsou tyto vyuzity k syntéze
sekundarnich metabolitd (napt. fenold a alkaloidn).
Stimulaéné na produkci sekundarnich metabolittt mtZe plsobit
i vliiv urc¢itého stresu - nap¥. sniZeni koncentrace #ivin
v Zivném roztoku, vynechani ristového regulatoru, nebo
aplikace prekursorti &i tzv. elicitord do média.

Tkanové kultury mohou byt v budoucnu vyznamnym zdroijem
napy. kardiakalnich glykosidd (digoxin, lanatosid)
pouZivanych p¥i 1é¢bé srde&nich chorob, ajamicinu (lécba
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vysokého krevniho tlaku), chininu, efedrinu, peprmitu,
jasminu atd. Jsou také perspektivni pro biotransformace
riznych sloucenin. Ekonomicky aplikovatelné jsou predevsinm
kontinualni  kultivace buné&&nych suspenzi a kultivace
imobilizovanych bunék. Tyto kultivadni systémy jsou vsSak
pouZitelné jen u bunék produkénich v morfologicky
nediferencovaném stavu, zatimco u mnoha rostlinnych druhi je
diferenciace metabolickd s diferenciaci anatomickou pevné _”
spojena. Pro ziskdni jejich sekundarnich metabolitd je tady
nezbytné najit kultivaéni podminky indukujici anatomickou
diferenciaci a kultivovat diferencovand pletiva. MoZnosti
vyuZziti tkarnovych kultur pro produkci sekundarnich
metabolitd ukazuje obr. 13.




w87 -

.mmemnn lwAuuijisou IwAuenoziiqouil niljogelaw YdJudepunsiss aoMnpouy * £ * 4qo

NIX0 11910

NIX0910

‘O~o~0-a
C-0.0-4

...|i ALYNOOUS s &na . ABOZ¥NM3Yd
T%.‘ IS + ANIAIZ

&

NIXD9IQ =— ANJAIZ
IDVHYO4SNVYELIOILE

JoInviyola
! , - ANIAIZ
..Q.n_mﬁ
i JINASOIS
NV1380A10d VZILNA r./Ll\ /ﬁ
JZNZdSNS SNIvy

LYNIDTY

£y \S‘,:s.ﬁ._ n,,\&\.‘.\"&_
YNILYI3Z FIDVZIVEONWI Sl
VZOuvoy
¥voy
_?.,_._.xq




«88=

11. Genetickd charakteristika explantdtovych kultur

Kultury somatickych bunék kultivovanych in vitro (kalusove
a suspenzni kultury) vykazuji p#i dlouhodobéjs$i kultivaci
nestabilitu. Cytologicky stabilni bunééné kultury jsou
vyjimeéné a kratkodobé. Geneticky velmi stabilni jsou naopak
rostliny produkované klasickymi technikami mikropropagace -
- pomoci jednonoddlnich segmentl a vzrostnych vrchola (viz
kap. 4).

K nejdasté&jéim genetickym odchylkam v kulturach in vitro
pat¥i polyploidie, aneuploidie, Casty e vyskyt chimér.
V pribéhu kultivace in vitro miZe  dochazet rovnéz
k somatické redukci pocétu chromozdmi.

Cytologické& nestabilita kalusovych a bunéénych Kkultur do
jisté miry ohrozila plvodni predstavy o vyuZiti kalusovych
kultur jako "genovych bank"

U rostlin regenerovanych in vitro byly také popsany zmény
morfologické, fyziologické ¢i biochemické. U fady druhll jsou
znamy zmény v mnmorfologii 1listd, kvéthd, intenzité riustu
a odnoZovani. K vyse uvedenym zméndm miZe dochazet postupné
v pribéhu po sobé nasledujicich pasdzZi. To se projevuje
nap¥. ztratou ndrokt na pritomnost exogennich fytohormoni
(tzv. habituace). Dal$i zménou v kalusové kultur¥e miZe byt
ztrata djeji wmorfogenni schopnosti. Nejprve obvykle.mizi
v kalusové kulture schopnost vytvaret pryty, pozdéji
schopnost tvorit korfeny. Ztrata organogenni a embryogenni
schopnosti vétsSinou koreluje se zménou ploidie bunék, které
se staly polyploidnimi, popripadé aneuploidnimi. 2Ztréata
morfogenni schopnosti véak  nemusi mit vZdy povahu
genetickou, ale pouze fyziologickou, o cemZ svéddi pripady
obnoveni morfogeneze kalusové  kultury zménou puvodnich
podninek.

Cytogenetické zmény ke kterym dochazi pri kultivaci in
vitro Jjsou napr. 2z hlediska klonového mnoZeni neZadouci.
Z hlediska Slechténi jsou vsS8ak tyto zmény velmi vyznamné
a to zejména u téch druhli, které se mnoZi pouze vegetativné.
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Upravou Kkultivad¢nich podminek Je moZné na populaci bunék
piisobit selekénim tlakem. Selektivni podminky zvyhodfiuji ty
puiiky, kterym nejlépe vyhovuji a ty pomérné brzy v kulture
pfevliddnou. Z hlediska praktického vyuzZiti Jje vyznamna
selekce rostlin rezistentnich vi¢éi patogenuam, s vysSsim
obsahen aminokyselin, selekce rostlin rezistentnich
k herbicidim, zasoleni ¢i nizké teploté atd.

Fenotypové zmény v in vitro kulturéach

Mezi fenotypové zmény pozorované v tkarnovych kulturach
pat¥i pritomnost ¢i nep¥itomnost ochlupeni (trichomi), zmény
v morfologii listd, zakrsly  rust, ztrata pigmentace
(albinisnus), zmény morfologie kvéti, sniZeni schopnosti
regenerace, sniZend tvorba ko¥eni, nadmérné vétveni stonkid
atd. Mnocho téchto zmén mé& epigenetickou nebo fyziologickou
podstatu a jsou tedy reversibilni.

Vznik téchto abnormalit velmi ¢asto souvisi se sloZenim
kultivaéniho média. Nap¥. cytokininy, které se pouZivaiji
v relativné vy&&ich koncentracich k indukei tvorby pryta,
mohou inhibovat zakorenovani, mohou stimulovat tvorbu
rostlin se silnym stonkem a kratkymi internodii, popF.
stonkli, které se nadmérné vétvi. Auxiny mohou zplsobit
abnormality ve fertilité kvétd, abnormalni tvar c¢asti kvétd,
nalformaci listl, sniZenou wvitalitu rostlin atd.
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12. Aplikace explantatovych kultur rostlin v zemédélstvi

Explantatové kultury nachdzeiji stale veétsi uplatnéni
v zemédélské praxi a stavaji se postupné neoddélitelnou
soucasti modernich zemédélskych technologii. Jejich vyuZiti
v zemédélské oblasti Jje wmoZné predevdim v nésledujicich
oblastech:

1) ozdravovani rostlin a produkce bezvirdzniho rostlinného
materidalu

2) masovd produkce geneticky identického materidlu cestou
mikropropagace

3) rychlé namnoZeni nové vyslechténych odrud
4) uchovavani genobanky jednotlivych druh, kultivard atd.

5) produkce haploidnich rostlin jako vychoziho materidlu pro
Slechtitelské programy

V budoucnu jisté nalezne Sirsi vyuZiti v zemédélské praxi
také somatickd hybridizace, kultivace vajiéek a embryi
a metody genového inZenyrstvi, které pracuji s tkanovymi
kulturami rostlin.

Tkanové kultury se komeréné v zemédélstvi vyuzivajil
predevéim k mikropropagaci. Mikropropagace nagla své
uplatnéni zejména v produkci okrasnych druhid rostlin, ale je
také vyuZivéna k mnoZeni ovocnarsky vyznamnych druh@G rostlin
a zeleniny.

Podle analyzy komerc¢niho vyuZiti mikropropagace v Evropé
(Pierik 1991) bylo Vv roce 1988 v =zapadni Evropé 37
laboratori, které produkovaly vice neZ 1 milién rostlin za
rok. Celkova produkce Vv roce 1988 v zapadni Evropé byla

ik
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212,5 miliéntt rostlin. Mezi nejvyznamnéijsi kategorie
mikropropagaci mnoZenych rostlin pat¥i: hrnkové kvétiny
(92,2 milidénu), kvétiny k rezu (37,8 miliénd), ovocné
dfeviny (19,4 mil.) a cibuloviny (13,2 mil.). Mezi nejvétsi
producenty v Evropé pat¥i Nizozemi (v roce 1991 94,5 mil.),
Francie a Italie, které produkuji asi 62% evropské produkce.

MnoZstvi rostlin produkovanych mikropropagaci se rok od
roku neustale zvysSuje. Tento nartst je moZné demonstrovat na
nekterych Cislech z Nizozemi. V roce 1988 se mikropropagaci
vyprodukovalo 62.10° rostlin a v roce 1990 jiz 94,5.10°
rostlin (Pierik 1991). Stoupl i podet firem, které se
komeréné mikropropagaci zabyvaji - 67 v roce 1988 a 78
v roce 1980. PrestoZe Jje moZné pozorovat obdobny trend
i v jinych zemich, je zde stdle velkd mezera mezi poznatky
teoretického vyzkumu a praktickou aplikaci tkafiovych kultur.
Pocet komerc¢né mnoZenych druht Jje totiZ podstatné niZsi nez
,po¢et druhi u nichZ byly odvozeny technologie mnoZeni in
vitro na drovni vyzkumu.

. Existuje celd fada soubornych praci (nap¥. Conger 1981,
George and Sherrington 1984, Bhojwani 1990, Pierik 1991,
Debergh and Zimmerman 1981}, které podavaji pr¥ehled
0 druzich, u nichZ se komerdéné mikroprdpagace vyuziva, poprt.
u kterych byl v laboratornich podminkdch odvozen postup
mikropropagace.

Pro predstavu ctenare je moZné uvést strudny prehled druhi
(rodi), které jsou nejcastéji mnoZeny in vitro v Evropé
(Pierik 1991): Ficus, Solanum tuberosum, Fragaria ananasa,
Gerbera, Rosa, Philodendron, Saintpaulia, Nephrolepis,
Cordyline, Prunus, Musa, Anthurium, Calathea, Dieffenbachia,
‘Betula, Malus, Rhododendron.

Z vyse uvedenych rodi (druhG) rostlin vyplyva, Ze se
mikropropagace predev$im vyuZivd k produkci okrasnych druhd
rostlin a Jjednim z hlavnich divodl tohoto stavu bude jisté
bomérné vysokd prodejni cena téchto rostlin.
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U ovocnych druhGt se v Evropé mikropropagace pouZiva
k mnoZeni Jjahodniku, jabloni, broskvoni, tres$ni, merunék,
vinné révy, borivek, beztrnnych ostruZin, maliniku, kiwi
a citrust. Vét$imu vyuZiti mikropropagace u ovocnych drevin
brani velmi &asto problémy spojené se zakorenovanim prytu
a jejich prevodem do in vivo podminek (viz dale).

Co se tyce zeleniny, nasla mikropropagace uplatnéni
predevs$im u kvétaku, celeru, chrestu, raj¢at, okurek, zeli,
salatu, bramboru, papriky, ¢esneku a ruzZickové kapusty.

Sirdimu vyuZiti tkarovych kultur v komeréni sfére brani
nékteré nevyhody mikropropagace oproti klasickym metodam
klonového mnoZeni rostlin:

1) Mikropropagace Jje realizovatelna predevSim u bylin.
U drevin jsou vysledky mnohem horsi. vétsi aplikaci
mikropropagace u drevin brani jedjich obecné horsi
regeneraéni schopnost a problémy spojené s rejuvenilizaci.

2) Systémy mikropropagace popsané v odbornych separatech
nejsou plné optimalizovany pro masovou produkci a nejsou
tedy bez dal&i optimalizace a tim dalSich finanénich nakladi
v komerc¢ni sfére pouZitelné.

3) Ve védeckych pracich Jje vétsinou testovan systém
mikroprapagace pro jeden genotyp (kultivar). Tento systém
nemusi fungovat pro jiny kultivar, protoZe se poZadavky na
kultivac¢éni podminky u explantatd odebranych z Jinych
kultivari mohou znacné lisit.

4) Rostliny odvozené na médiich s vyS$sim obsahem cytokininu
se po prevedeni do pliudy mohou nadale nadmérné vétvit.
K zabranéni tohoto jevu Jje mj. nutné sniZovat koncentraci
cytokinintt v proliferadnim médiu, ¢imZ se plvodné popsany
vysoky koeficient mnoZeni miZe podstatné sniZzit a komerc¢ni
vyuziti systému neni potom tak lukrativni.
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5) Velka cast systémi mikroprapagace uvadénych v odborné
literatufe pouZivd zakofefiovani rostlin v podminkach in
vitro. Tim se podstatné zvysuji naklady produkce a navic
koreny vytvorené in vitro nemusi byt funkéni a po prenosu do
pudy dochazi k velkym uhynim rostlin nebo je nutné tyto opét
zakoferiovat in vivo. Je nutné proto odvoedit levné&jsi
a efektivnéijsi systémy, které vyuZivaji zakorenovani
v nesterilnich podminkéch.

S dokonalym zakorenénim rostlin souvisi i uspésnost jejich
aklimatizace na podminky in vivo.

6) Je nutné také snizit ztraty rostlin v procesu
aklimatizace odvozenim vhodnych kultivaénich systémi, které
by eliminovaly nadmérnou transpiraci rostlin v pod&ateé&nich
fazich aklimatizace (systém roseni kultur a postupnd redukce
vzdusné vlhkosti, régulace svételné intenzity a teploty
atd.). Je také nutné zajistit optimalni postupy ochrany
rostlin pred napadenim mikroorganismy po jejich pfevodu ze
sterilnich podminek do podminek nesterilnich. Sterilizace
pudy (gama zdreni, sterilizace parou) a aplikace fungicidd
a bakteriocidnich latek mazZe znacéné zvysit  podet
aklimatizovanych rostlin.

7) Zarizeni laboratori pro explantatové kultury je pomérné
nakladné a naroky na pracovni kvalifikaci personalu
laboratore jsou vy£&i neZ v pripadé béinych metod mnoZeni
rostlin.

8) Je nutné optimalizovat cely systém mikropropagace tak,
aby nedochdzelo ke kumulaci vytiZeni laboratore v uréitém
obdobi roku. Aby bylo zarizeni pro mikropropagaci plynule
vyuzivano celorocné je nutné zvladnout problematiku
uchovavani a kultivace kultur pri niZsSich teplotach. Tento
problém je moZné re$it také Sir$im sortimentem produkovanych
rostlin.
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9) Vyrobni cena rostlin produkovanych tkariovou kulturou je
vétsSinou vyss8i neZ cena rostlin produkovanych klasickymi
postupy.

Vysokd cena in vitro mnoZenych rostlin je predeviim déana
nevyresenou mechanizaci a automatizaci systému
mikropropagace a tim vysckym peodilem manudlni préace
'V procesu mikropropagace. Naklady na pracovni silu
predstavuiji aZ 70% ceny rostliny.

Odvozeni systémii  vyuZivajicich prvki  mechanizace
a automatizace je Jjednou z podnminek girsiho vyuZiti
mikropropagace i u téch druhd rostlin, kde cena in vitro
mnoZenych rostlin doposud nemtZe konkurovat cené rostlin
mnoZenych tradi¢nimi technologiemi. Ve svété jiZ pracuji
ruzné poloautomatizované ¢i plné automatizované systémy, ale
jejich pouZivani neni doposud bé&Zné.

Prikladem poloautomatického systému Jje systém firmy PermX
Multiplant (Wageningen, Nizozemi, obr. 14)

V tomto systému je zcela automatizovana priprava Zivného
média a Jjeho sterilizace (4), priprava a sterilizace
kultivaénich "nadob" (1-3), systém vyuZivad poloautomatického
oc¢kovani kultur (8-9). Systém vSak nadale vyZaduje ruéni
rezédni explantata (7) , tento proces je v&ak urychlen
zavedenim sterilniho béZiciho pdsu, na ktery se explantaty
pokléadaji, a oddéleni rezani explantdatd od jejich oc&kovani.
Systém nepracuije se sklenénymi kultivac¢énimi nadobami, ale
s pasem "kapes" z plastikové félie. Pasy "kapes" se primo ve
firmé vyrdbéiji ze zakladni félie (1) na specidlnim zarizeni
(2), které umoZnuje vyrobu "kapes" v raznych velikostech.
Pripravené pasy Jjsou potom sterilizovany gama zarenim (3).
Do téchto "kapes" je automaticky davkovano Zivné médium (5)
podle nastaveného objemu. Oc¢kovani spodivda v preneseni
explantatl ze sterilniho béZiciho pasu na océkovaci Jjehly
(8), wvlastni naoc¢kovani provede stroj. Po naodékovani jsou
"kapsy" zava¥eny teplem (9). Naodkované kultury jsou potom
preneseny do kultivaéni mistnosti a kultivovany v #izeném




-5

prostredi (10). Z kultivac¢ni mistnosti se rostliny prevadéiji
do in vivo pedminek ve skleniku k aklimatizaci, pripadné na
zakor¥enéni (1l1l). Ve skleniku , kde aklimatizace probihd, je
postupné sniZovéana vlhkost vzduchu.

Po aklimatizaci Jjsou dopéstovany do prodejni velikosti ve
skleniku s Fizenymi kultivaénimi podminkami (12-14)
a exportovany.

Optimalizaci procesu ﬁikroprapaqace také umoZiuje pouzZiti
hydroponického systému pro zakorenovani a dopéstovéani
rostlin odvozenych in vitro. Pryty odvozené in vitro se
prevadi do bloc¢ku ¢&edicové vaty (Grodan, rockwool) a po
zakorenéni se postupné prevadi do blokl vétsich.

V poslednim obdobi se objevuje stdle vice prototypu plné
automatickych systémi, Xkteré nap¥. vyuzivaji robotizace
k pasaZovani explantata (Japonsko) nebo  bioreaktoru
k produkci umélych semen ( viz kap. 4 ). Prehled modernich
automatickych systémi, které z¥ejmé naleznou vét3i uplatnéni
v pristim desetileti wuvadi nap?¥. Debergh and Zimmerman
(1291), Herman (1991) a Vasil (19%1).

v éeskoslqvenskﬁ se pomoci tkanovych kultur jiz Eastednd
mnoZi material fady rostlinnych druh@ jako lilek brambor,
jahodnik, vinna réva, malinik, jabloﬂ; repa, br¥iza, javor,
topol, dub, mnoho druhl okrasnych rostlin Jjako napf.
hlediky, gerbery, karafidty, rododendrony a mnoho dal&ich.
Celkové poc¢ty ™ in vitro produkovanych rostlin jsou vSak
v porovndni s  vyspélymi staty Evropy =zanedbatelné
a mikropropagace Vv naSem staté na komerdéni expanzi teprve
ceka.



pri

cyklu mikropropagace

znazornani

Schématicke
. pouziti systému PermX Multiplant.
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Experiment 1

Mikropropagace hvozdiku (Dianthus arenarius bohemicus)

Postup:

A) Priprava média

Budete pFipravovat dvé média Hl a H3.

1) NavaZte 2,0 g agaru a dejte jej rozvakit
redestilované vody
v mikrovlnné troubé (plati pro obé média)

na vodni 1lazni,

2) Do kadinky 300 ml pipetujte:

MS makroelementy
MS mikroelementy I
MS mikroelementy II
Fe MS

thiamin

kyselina nikotinova
glycin

IBA

BA

pridejte:
myo=inositol
sacharodza

H1

25 ml

2,5 ml

0.25 ml

1.25 ml

5 ml

2,5 ml

2,5 ml (2 mg/l)
0,125 ml

2,5 ml

25 mg
7,5 g

dd 150 ml
hnizdu ¢&i

H3

12,5 ml
1,25 ml
0,25 ml
0,625 ml

3,75 ¢




e b

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
dopliite redestilovanou vodou (dale RDV) témé¥ na 250 ml
s pouZzitim odmérného valce. Pomoci pH metru za stalého
michani upravte pH na 5,5 (pomoci ©O,1 M KOH nebo 0,1M HCl).
Budte opatrni pfi manipulaci s elektrodami pH metru.
Elektrody je nutné ihned po pouzZiti oplachnout v destilované
vodé.

4) Po nastaveni pH doplite médium presné na 250 ml
a rozlejte jej po 25 ml do kultivadnich nadob. Nadoby
uzavrete uzavérem z plastu a fixem oznadte na viéko o jaké
médium se Jjedna.

5) Médium sterilizujte p#i 121 °C v autoklavu po dobu 20
minut (provede laborant).

B) Vlastni mikropropagace

1) Ve sterilnim okovacim boxu otevriete kultivadni bafiku s
kulturou hvozdiku a pinzetou p¥eneste rostliny z baiiky na P.
misku.

2) Pomoci skalpelu a pinzety rozfeZte rostlinu tak, aby jste
ziskali Jjednonoddlni stonkové segmenty se dvéma listy
(vstficné listy) o velikosti asi 0,5 cm.

3) Jednonodalni segmenty odkujte jejich bazalnim koncem na
agarové médium - st¥idavé H1l a H3. Do jedné kultivaéni bariky
oCkujte 3 explantity.

4) Kultivac¢ni banku uzaviete a popiste. Po nao&kovani vsSech
pripravenych banék tyto preneste do kultivaéni mistnosti
s teplotou 25°9C, osvétlenim 2000 1lux a fotoperiodou 16
hodin.
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Pozorovani:

RGst kultury pozorujte v tydennich intervalech po dobu 4
tydni a zaznamenejte, kdy dos$lo k prvnim projevim rustu
uzlabniho pupenu, kolik pryttd vznika =z Jjednoho nodu, 2zda
doch&zi k tvorbé korent, zda dochazi k tvorbé kalusu, Jjaké
jsou rozdily v habitu rostlin regenerovanych na médiu Hl
a H3 a &im jsou pripadné rozdily zpusobeny.

Zakorenéné rostliny je moZné prenést z kultivacénich banék
do smési perlit : pisek : 3térk (1:2:1) v plastikovém boxu
a dopéstovat aZ do stadia schopného prenosu do pudy ve
skleniku nebo do volné pudy.

Experiment 2

Mikropropagace aktinidie cinské (Actinidia chinensis)
Postup:

A) Priprava média

1) Navazte 1.75 ¢ agaru a dejte je]j rozvatit do 150 ml
redestilované vody na vodni 1léazni, topném hnizdu €i

v mikrovlinné troubé.

2) Do kadinky 300 ml pipetujte:

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 0,2
pyridoxin 0,25 ml
kys. nikotinova 0,25 nl

IBA 0,25 (0,23 mg/1)
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BA 2,5 ml (2,25 mg/l)
navazte:

myo-inositol 25 mg

NaH,PO, .H,0 42,5 mg

sacharéza 7,5 9

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v ké&dince,
dopliite témér na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pH metru 2za stdlého michani wupravte pH na 5,7 (pomoci 0,1
M KOH nebo O0,1M HC1l). Budte opatrni p¥i manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Jje nutné ihned po pouziti
oplachnout v destilované vodé.

4) Po wupraveni pH doplnite médium presné na 250 ml
a rozlejte Jjej po 25 ml do kultivadénich nadob. Nadoby
uzaviete uzavérem z plastu a fixem oznadte na viéko o jaké

médium se jednd.

5) Médium sterilizujte pri 121 ©C v autoklavu po dobu 20
minut. '

B) Oc¢kovani a kultivace

1) Ve sterilnim oc¢kovacim boxu oteviete kultivaéni barfiku s
kulturou aktinidie ¢&inské a rostliny 2z banky prfeneste
postupné na P. misku. '

' 2) Pomoci skalpelu a pinzety rozreZte rostlinu tak, aby jste
ziskali jednonoddlni stonkové segmenty o velikosti asi 0,5
= 1 cm. Listy odrfiznéte asi 1-2 mm od UZlabniho pupenu.

3) Jednonoddlni segmenty ockujte jejich bazdlnim koncem na
agarové médium . Do Jjedné kultivadéni Dbariky odékujte 3

explantaty.

4) Kultivaéni banku uzaviete a popiste. Po naockovani vsSech
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pr¥ipravenych banék je preneste do kultivaéni mistnosti
s teplotou 25°C, osvétlenim 2000 1lux a fotoperiodou 1lg
hodin.

Pozorovani:

Zaznameneijte, kdy doslo k prvnim projevim rustu GZlabniho
pupenu, zda vznikaji kofeny, je-1li patrnd tvorba kalusu, zda
vznikd vice prytdh 2z jednoho pupenu a jaky je koeficient
mnoZeni ~ poc¢et nové vytvorenych nodt (listl) za 4 popf. 6
tydnu kultivace.

Zakorenovani regenerovanych prytd in vivo:

a) Jednotlivé  pryty izolujte od pripadného kalusu a
oplachnéte ve vlainé vodé.

b) Bazi rostlin ponorte do 0,05% roztoku IBA na 5s a
rostliny pF¥eneste do substratu v plastikovém boxu (pryt
zanofte asi 1 cm do substratu). Substrat musi byt vlhky.

c) Box uzaviete prihlednym vikem a umistéte do kultivadni
mistnosti (teplota 25°C, osvétleni 2-3000 1lux, fotoperioda
16 hodin).

d) Po 3~4 tydnech vyhodnotte procento korenicich rostlin,
délku a pocet korenl a p¥ipadnou tvorbu novych listd.

e) Zakorenéné rostliny preneste do raselinového substratu a
po postupném odkryvani vika a otuZeni rostlin je preneste
k dalsimu péstovdni do skleniku.
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Axilarni vetvenli

Experiﬁent 3

Mikropropagace gerbery (Gerbera sp.)

Postup:

A) Priprava média:

Pro experiment budou poﬁﬁita tri média G1,G2 a G3. Média
maji spoleé&ny zaklad a 1isi se pouze vV obsahu rustovych

regulatorid - kinetinu.

1) Navazte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozvarit do 150 ml

(ol
e

redestilované vody na vodni léazni, topném hnizdu
v mikrovlinné troubé.

2) Do kazdé kadinky 300 ml pipetujte:

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS : 1.25 ml
thiamin 15 ml
pyridoxin 0,5 ml
kys. nikotinova 5 ml
pridejte:

myo-inositol - 25 mg
NaH,PO, .H,0 9,4 mg

sachardza 11,25 g
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dale pipetuijte:

médium Gl G2 G3

kinetin (ml) 1,25 6,25 12,5
(mg /1) 1,0 5,0 10,0

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
doplnite témé¥ na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
PH metru za stalého michani upravte pH na 5,8 (pomoci O,1M
KOH nebo 0,1M HCl). Budte opatrni pri manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Jje nutné ihned po pouziti

oplachnout v destilované vodé.

4) Po upraveni pH na 5,8 dopliite médium pfesné na 250 ml
- a rozlejte jej po 25 ml do kultivacénich nadob. Nadoby
uzaviete uzavérem z plastu a fixem oznac¢te na vicko o jaké
médium se jedna.

5) Médium sterilizujte pri 121 ©c v autoklavu po dobu 20

minut.
B) Oc¢kovani a kultivace

1) Sterilni pipetou p¥eneste rostliny z kultivaéni nadoby na
sterilni P. misku.

2) Pomoci skalpelu izolujte Jjednotlivé pryty. Listy mladych
pryta, které jsou delsi neZ 1 cm zkratte.

3) Izolované pryty umistéte na cerstvé médium. Jeden pryt do
jedné kultivac¢ni nadoby. Nadoby ihned pc naod¢kovani uzavriete
vidkem. Ockujte postﬁpné vzdy po Jjedné nadobé od kaZdého
média.

4) Kulturu umistéte do kultivaéni mistnosti (fotoperioda 16
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hodin, osvétleni 2000 lux, teplota 22 - 259C).
Pozorovani:

Po nékolika tydnech je moZiné  pozorovat prorustani
axildrnich prytu. Popiste vyvoj prytad v prubéhu experimentu
(1-8. tyden).

Na konci experimentu stanovte pocet nové vytvorenych prytd
na Jjeden explantdt. Explantaty, které uhynuly a které jsou

kontaminovany se nezapoc¢itavaji. Stanovte procento pryta
tvoricich koreny.

Meristemove kultury

Experiment 4

Meristémovd kultura jahodniku

Postup:

A) Pfiprava Zivného roztoku

1) NavazZte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozvarit do 150 ml
redestilované vody na vodni 1ldazni, topném hnizdu ¢&i

v mikrovinné troubé.

2) Do kazZdé kadinky 300 ml pipetujte:

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 nl
Fe MS 1.25 ml1

thiamin 0,25 ml (0,5 mg/1}
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pyridoxin 1,125 ml (2,5 mg/1)
kys. nikotinova 1,125 ml (2,5 mg/1)
IBA 5 ml (4,6 mg/l)
BA 0,5 ml (0,5 mg/l)
prideijte:

glycin 0,5 mg
myo-inositol 25 mg

kyselina askorbova 5 mg

sacharéza 11,25 g

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
dopliite témér na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pPH metru za stalého michéni upravte pH na 5,8 (pomoci 0,1M
KOH nebo 0,1M HCl). Budte opatrni p#i manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Jje nutné ihned po pouziti
oplachnout v destilované vodé.

4) Po upraveni pH na 5,8 dopliite médium presné na 250 ml
a rozlejte Jjej po 10 ml do zkumavek. Zkumavky uzavrete
kovovym uzavérem a fixem oznacdte na viéko o jaké médium se
jedna.

5) Médium sterilizujte pri 121 °C v autoklavu po dobu 20
minut.

B) Odvozeni a kultivace kultury

1) Z rostlin jahodniku izolujte vzrostné vrcholy v délce asi
2 cm , vrcholy oplachnéte v ‘tekouci vodé.

2) Ze vzrostného vrcholu ve sterilnich podminkdch izolujte
pinzetou 1listy a ponechte pouze jeden par mladych listl
kryjicich vzrostny vrchol.

3) Vzrostny vrchol preneste na 2 minuty do 70% etanolu a
pote ve sterilnich podminkdch do roztoku Sava Super v 250 ml
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EM bafice, banku uzavrete alobalem a umistéte na tr¥epacdku na

10 minut.

4y V od&kovacim boxu slijte roztok Sava Super do pripravené
kddinky a do EM banky se vzrostymi vrcholy nalijte asi 150
ml sterilni destilované vody, barnku uzaviete a umistéte na

5 minut na tr¥epadku.

5) Vypirdni dezinfekdéniho roztoku opakujte jesté 2x - viady
novou sterilni vodou (150 ml).

6) Po tretim vyprani ve sterilni vodé preneste vzrostné
vrcholy do P. misky s malym mnoZstvim sterilni vody (proti
vyschnuti) a pod preparaénim mikroskopem odpreparujte listy

kryijici vzrostny vrchol a samotny vrchol izolujte (velikost
0,3 -0,5 cm) a naockujte polarné (spodni stranou ) na povrch
zivného roztoku ve zkumavce. Do zkumavky ockujte vidy pouze

jeden wvrchol.

7) Naocékované kultury kultivujte v kultivadéni mistnosti
(23-259c, 2000 lux, 16 hodin fotoperioda) po dobu 4-8 tydni.

Pozorovani, a zdznam vysledku:

1) Zaznamenejte pocet vrcholl, které tvo¥i pryty a podet
vrcholld tvoricich kalus a vyJjadfete procentem.

2) Zaznamenejte pocet prytd vzniklych na jeden vzrostny
vrchol a jejich primérnou délku.

3) Zaznameneijte procentem pripadnou tvorbu ko¥enii u
regenerovanych prytu.
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Poznamka:

Regenerované pryty Jje dale moZné mnozit délenim trsy
rostlin (viz experiment gerbera) a jejich kultivaci na médiy
stejného sloZeni djako u primokultury s tim, ze obsah
rustovych reguldtord se 1i%i v obsahu BA (misto 0,5 mg/l je
5 mg/1). |

Regenerované pryty je moZné zakofenit na zako¥enovacin
médiu, které predstavuje vlastné MS médium obohacené
© kyselinu nikotinovou 0,5 mg/1, pyridoxin 0,5 mg/1 a IBA
1,0 mg/l.

Postup:

Izolujte pryty o velikosti 2 om a o&kujte je na
zakorenovaci médium ve zkumavce . Kultury kultivujte
v kultivaéni mistnosti 1-2 mésice za stejnych kultivaénich
podminek jako v pripadé kultivace vzrostnych vrchold. Po
zakorenéni preneste rostliny do vlihkého substratu (perlit
- pisek, proparend zemina s perlitem, ragelina)
v plastikovém boxu. Otuéovéni je moZné provést také tak, Ze
se nejprve otevfou zavéry kultivaénich banék na 1 tyden
a teprve potom se rostliny prenesou do semisterilniho
substratu. V pribdhu 3-4 tydnu postupné sniZujte vlhkost
v boxu odklapénim jeho vika. Po otuzeni prfeneste rostliny do
skleniku.

Experiment 5
Meristémovad kultura Gladiolus

Postup:

A) Priprava médii:
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Bude pouzito 6 médii, kazdd skupina pfipravi jeden druh (25
zkumavek )

1) NavaZte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozvarit do 150 ml
redestilované vody na vodni 1léazni, topném hnizdu &1

v mikrovinné troubé.

2) Do kadinky 300 ml pipetuijte:

M8 makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 0.5 ml
pyridoxin 0.25 ml
kys. nikotinova 0.25 ml
ptidejte:

myo-inositol 25 mg
sacharéza T2 g |

dale pipetuijte:

nédium GL1 GL2 GL3 GL4 GL5 GL6

BA (ml) 0,006 0,06 0,25 - d -
(mg/1) 0,005 0,05 0,2 - = -

IAA (ml) - - - 0,125 0,625 6,25

(mg/1) - - - 0,1 0,5 5,0

3) slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
doplnte téméF na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pPH metru za stadlého michani upravte pH na 6.0 (pomoci O,1M
KOH nebec 0,1M HCl). Budte opatrni prfi manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody je nutné ihned po pouziti
oplachnout v destilované vodé.
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4) Po upraveni pH doplnte médium presné na 250 mnl
a rozlijte Jjej po 30 ml do kultivac¢nich nadob. Nadcby
uzavirete uzavérem z plastu a fixem oznacte na vicko o jaké

médium se jedna.

5) Médium sterilizujte p#i 121 °c v autokldvu po dobu 20
minut. :

B) O&kovani a kultivace

1) Meristémy se izoluji b mladych  pacibulek gladioluy
o velikosti 0.5 cm. Pred izolaci meristémiG Jje nutné tyto

sterilizovat nasledujicim postupem:

a) odstrarite zevni hnédou Supinu

b) pacibulky poté ponorte na 5-10 sekund do 70% etanolu

c) pacibulky preneste do 10% roztoku Savo Super ve sterilni
EM barice 250 ml a na 15 minut umistéte na trepadku

d) roztok Sava Super slijte a nahradte jej 150 ml sterilni
destilované vody, barku uzavifete a na 5 minut umistéte na
trepacku

e) vodu slijte a proplachovani vodou opakuijte jesté 2x.

2) Omy jte si ruce mydlem a dezinfikujte je 96%
etanolem. Pacibulku uchopte do prsti levé ruky(pravak).

3) Sterilni pinzetou odstrante hnédou cepicdku z vrcholu.

4) Sterilnim skalpelem izolujte meristém - pacibulkou pomalu
v prstech otaceijte a FeZte. Meristém je moZné izolovat také
pomoci pinzety a skalpelu.

5) Kénicky explantat oékujte.polérné (bazalni pdél doll) na
médium (do zkumavky o¢kujte jeden explantat, stridavé
od¢kujte na jednotlivé druhy médii).

6) Kulturu kultivujte v kultivaéni mistnosti (25°C, 16 hod.,

koL
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2000 lux) 5-7 tydnu.
Pozorovéani:

Pozorujte po 14 dnech a mésici kultivace a zaznamenejte,
zda se tvori pryty, kofeny, kalus, jaky dje koeficient
mnoZeni (podet regenerovanych prytd z jednoho meristému),
jak se 1isi rust explantati na jednotlivych médiich.,
Experiment 6
Mikropropagace bandnovniku (Musa cavendish)

Postup:
A) Priprava média

Budete pripravovat dvé média Bl a B2. Bl je tekuté médium
bez agaru a B2 je zpevnéno agarem.

1} Pro médium B2 navaZte 1.75 g agaru a dejte jej rozvarit
do 150 ml redestilované vody v mikrovinné troubd (asi 6
minut) nebo na topném hnizdé pouZijte 250 ml resp. 500 ml
varnou bariku. Médium Bl je bez agaru !

2) Do kadinky 300 ml pipetuijte:

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml

MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 0.5 ml

pyridoxin 0.25 ml

kys. nikotinova 0.25 ml
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navazte:
myo-inositol 25 mg
sachardza _ 7.5 g |

do média Bl pipetuite 5ml zasobniho roztoku BA (4,5 wmg/l)

do média B2 pipetuijte 1,25 ml zasobniho roztoku IBA (lmg/l)

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kédince,
dopliite témé¥ na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pH metru za stalého michani upravte pH na 5.8 (pomoci O,1M
KOH nebo = 0,1M HCl). Budte opatrni pri manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Jje nutné ihned po pouZiti
oplachnout v destilované vodé.

4) Po upraveni pH doplite médium presné na 250 ml
a rozlijte Jjej po 30 ml do kultivaénich nadob. Nadoby
uzavrete uzavérem z plastu a fixem oznac¢te na vicko o jaké
médium se jednd. Tekuté médium Bl rozlijte do t¥i 250 ml EM
banék ( asi 80 ml wmédia) a bariky uzavrete alobalen.

5) Médium sterilizujte p#i 121 ©C v autoklavu po dobu 20
minut.

B) O&kovani a kultivace

1) Z EM banky vyjméte sterilni pinzetou trs rostlin na P.
misku, skalpelem oddélte jednotlivé rostliny od sebe.

2) Listy delsi neZ 1 cm seriznéte a ponechte pouze bazalni
¢ast prytu, ktera obsahuje vzrostny vrchol.

3) V pripadé odkovani na médium Bl explantat rozriznéte
skalpelem na polovinu (uvidite priény fez vzfostn?m
vrcholem). Na tekuté médium ockujte 4 explantaty, na pevné
(B2) médium 2-3 explantdty. Néddobu ihned uzaviete a popiste.
Ockujte st¥idavé na Bl a B2 médium.

i
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4) Kultury kultivujte v kultivaéni mistnosti (25°C, 16 hodin
2000  lux) a Jejich rust v pribéhu 4 tydni vyhodnocuijte.
Kultura v Bl médiu se kultivuije na t¥epadce (100 ot/min)

Pozorovani:

Vyhodnotte koeficient mnoZeni mna obou médiich, porovnejte
rast rostlin na obou médiich =~ tvorba korfeni, kalusu,

proliferace prythG. -
Experiment 7

Meristémova kultura bramboru
Postup:

A) Priprava média:

1) NavazZte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozvarit do 150 ml
redestilované vody v mikrovlnné troubé (asi 6 minut).
PouZzijte 250 ml EM barku.

2) NavazZte 1.175 g koncentratu MS média a rozpustte Jjej

v 50 ml redestilované vody.

3) NavazZte a pridejte 7,5 g sachardzy.

3) Sliijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v ké&dince,
doplifite témé¥ na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pH metru za stalého michani upravte pH na 5.8 (pomoci O,1M
KOH nebo ©O,1M HCl). Budte opatrni p¥i manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody je nutné ihned po pouziti
opléchnout v destilované vodé.

4) Po wupraveni pH doplite médium presné na 250 ml
a rozlijte djej po 10 ml do zkumavek. Zkumavky uzaviete
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kovovym uzadvérem a fixem oznac¢te na vicko o Jjaké médium se

jedna.

5) Médium sterilizujte p¥i 121 ©C v autoklavu po dobu 20
minut.

B) ZaloZeni kultury a kultivace

1) 2 naklidenych bramborovych hliz oddélte vyhony 3~5 cm
dlouhé, oplachnéte je vodou a sterilizujte 10 minut v 10%
roztoku Savo Super (150 ml v EM bance 250 ml).

2) Vyhony pfeneste na 2 minuty do 100 ml 70% etanolu
v kddince 250 ml a poté ve sterilnich podminkdach do roztoku
Sava Super v 250 wnl EM bance, banku uzavifete alobalen
a umistéte na t¥epacku na 10 minut.

3) V ockovacim boxu slijte roztok Sava Super do pFipravené
kaddinky a do EM bariky s vyhony nalijte asi 150 ml sterilni
destilované vedy, barnku uzavrete a umistéte na 5 minut na
trepacku. .

4) Vypirani dezinfekéniho roztoku opakujte jesté 2x - vidy
novou sterilni vodou (150 ml}).

5) Po tPetim vyprani ve sterilni vodé preneste vyhony do P.
misky s malym mnmnoZstvim sterilni vody (proti vyschnuti)
a pod preparac¢nim mikroskopem odpreparujte vzrostny vrchol
(velikost 0,3-0,5 cm) a naodkujte polarné (spodni stranou)
na povrch Zivného roztoku ve zkumavce. Do zkumavky ockujte
vZdy pouze jeden vrchol. Zkumavku uzavrete kovovym uzavérem.
Na kazZdy vyhon pouzijte novou P. misku.

6) Kulturu kultivujte v kultivaéni mistnosti p¥i teploté
25°%c, fotoperiodé 12 hodin (1500 lux) po dobu 30 dni a poté
dalsich 30 dni p¥i niZsim osvétleni (500 lux). Po této dobé
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by se mely vytvorit pryty dlouhé asi 3 cm.

Dalsi postup mikropropagace je zaloZen na tvorbé novych
pryti z Jjednonodalnich stonkovych segmentu, pop¥. na tvorbé

mikrohlizek.

7) Regenerované pryty preneste na agarové MS médium
obsahujicim 0,05 uM NAA (100 ml v EM bance 250 ml). Kulturu
kultivujte pFi teploté 25°C a osvétleni 500 lux.

8) Po 20 dnech by mély prorist wzlabni pupeny v axilarni
pryty s koreny. Tyto pryty poloZte v téZe kultivadéni barce
horizontdlné na povrch média, &inZ dojde k dalsimu

axildrnimu vétveni.

9) Tento postup opakujte nékolikrat (preneste izolované
pryty na nové médium), aZ Jje dosaZeno Zadaného podtu
rostlin. Rostliny o velikosti 10 cm je moZné prenést do pudy
a dale péstovat ve skleniku (nutno zajistit adaptaci na
niZsi vzdusnou vlhkost).

10) V p¥ipadé, zZe chcete dosahnout tvorby mikrohlizek,
o¢kujte adventivni pryty na MS médiﬁm s agarem a 22-44 uM
BA, 0,23 M sachardzy (pouZijte EM banku 500 ml s 200 ml
média).

12) KRulturu kultivujte p¥i 18-30°C pri fotoperiodd 8 hodin
{1000-5000 lux). Mikrohlizky by wély vzniknout do 4 mésicu.

Pozorovani:

V ptipadé vyhodnoceni primokultury vyhodnotte uspésnost
sterilizace (% nekontaminovanych explantdati), kdy doslo
k prvnimu projevu rustu meristémi, kolik prytl vznikalo
z jednoho meristému, jaka byla velikost prytd a kolika nody
byly pryty tvoreny na konci kultivace (8 tydni).
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U nasledujicich kultur vyhodnotte koeficient mnoZeni - pocdet
axilarnich prytd na explantat, popr. po¢et nové vzniklych
pryti, pritomnost kofeni a pocet vytvofenych mikrohlizek na
jeden explantat.

Tvorba adventivnich organut

Experiment 8

Tvorba adventivnich pryti v kulturfe Saintpaulia ionantha
Postup:

A) Priprava médil

Budete pripravovat t¥i média po 250 ml a od kaZdého média
pripravite 10 banék (100 ml) s 25 ml média.

1) Navazte 2 g agaru a dejte djej rozvarit do 150 ml
redestilované vody Vv mikrovlnné troubé (asi 6 minut).

PouZijte 250 ml EM banku.

2) Navazte 1.175 g koncentratu MS média a rozpustte je]
v 50 ml redestilované vody.

3) Pridejte a rozpustte 7.5 g sachardzy.

4) Do Jjednotlivych oznac¢enych Xkadinek pipetujte zasobni
roztoky rustovych regulatorua:

médium Sal Sa2 sa3
BA (ml) - 0,125 1,25
NAA (ml) - 0,125 1,25

(mg/1) - 0,1 1,0
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5) Obsah v  Kkadinkach promichejte na elektromagneticke

nichadce.

6) rozvafeny agar slijte s roztokem v kddince do odmérného

valce 250ml, dopliite témé&f na 250ml slijte zpét do kadinky
250ml.

7) Pomoci pH metru upravte pH média na 5,8 (pomoci 1M HCl
resp. KOH).

8) V odmérném valci doplnte objem média pfesné na 250ml.

g9) Médium za tepla rozlijte po 25 ml pomoci malého odmérného
valce do kultivacénich banék a banky uzavrete alobalem.

10) Na alobal oznadte fixem o jaké médium se jednd a ¢islo
skupiny.

11) Médium v barkach sterilizujte v autoklavu 20 minut pfi
teploté 121°.

B) O¢kovani a kultivace

1) V o¢kovacim boxu nalijte do sterilni 250ml1 EM barnky 10%
roztok Sava Super se 3 kapkami Jaru.

2) 4 izolované 1listy saintpaulie pfeneste na 2 minuty do
kddinky s 70% etanolem ( kadinkou pohybujte).

3) Opalenou pinzetou preneste listy do EM bariky s roztokem
Sava Super, banku uzaviete alobalem a umistéte na trepacku

na 10 minut.

4) V o&kovacim boxu slijte roztok Sava Super do pripravené
kddinky a do EM banky s 1listy nalijté'asi 150 ml sterilni
destilované vody, bariku uzaviete a umistéte na 5 minut na
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t¥epacku.
5) Vypiradni dezinfekéniho roztoku opakujte jesgté 2x - vidy
novou sterilni vodou (150 ml).

6) Po tretim vypréani ve sterilni vodé preneste listy
postupné do sterilni P. misky.

7) 2% listu odriznéte jeho okrajové ¢asti, tak aby vznikl
&¢tverec o strané 3-4 cm, ¢tverec rozreite 4 rfezy na 9 malych
&tverca. |

8) Jednotlivé malé &tverce ockujte jejich spodni stranou na
povrch média v kultivaéni barfice, po naoc¢kovéani bariku ihned

uzavrete a pinzetu pred oc¢kovanim dals$i barnky opalte.

9) Kultury kultivujte v kultivaéni mistnosti (23°C, 16 hod.
2000 lux) 60 dni (rust explantétu sledujte kaZdych 14 dni).

Pozorovani:

Po 60 dnech kultivace stanovte pocet prytd vzniklych na
jeden explantat pop¥. stanovte d&erstvou hmotnost biomasy
v kultivaéni bance a porovneijte vysledky z ruznych médii.

Experiment 9

Mikropropagace 1ilii tvorbou adventivnich cibulek

Postup:

A) Prfiprava Zivného média:
Bude se pripravovat 5 raznych médii pro 8  vwvariant
kultivaénich podnminek.

R R S R
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1) NavaZte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozva¥it do 150 ml
redestilované vody na vodni lazni, topném hnizdu &i
v mikrovlnné troubé.

2) Do kazdé kddinky 300 ml pipetujte:
(spoleCny zdklad vSech médii)

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 0,5 ml
prideijte:

nyo-inositol 25 mg

NAA ' 0,125 ml

(0,1 mg/1)

dale pridejte (podle skupin):

médium L1, L2, L3, L7 12,5 g sacharézy
médium L4 17,5 g sacharézy
médiu, L5 7,5 g sachardzy
médium L6 2,5 g sacharézy

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
dopliite témér na 250 ml s pouzZitim odmérného valce. Pomoci
PH metru za stdlého michani upravte pH na 5,8 (pomoci O,1M
KOH nebo 0,1M HCl). Budte opatrni pri manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Je nutné ihned po pouzZiti
oplachnout v destilované vodé.

4) Po wupraveni pH doplfite médium pFfesné na 250 ml
a rozlejte jej po 10 ml do kultivaénich zkumavek. Zkumavky
uzaviete kovovym uzavérem a fixem oznaéte na viéko o jaké
médium (€islo skupiny) se jedna. 2Zkumavky narovnejte do
sklenic po 10 kusech.
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5) Médium sterilizujte p¥i 121 ®C v autokldvu po dobu 20
minut.

B) Oc¢kovani

1) Z cibule, kterda byla uchovavana v chladu (5°C), odstrarite
zevni poskozené Supiny, tak aby byly odstranény také zbytky
pudy na cibuli.

2) Pod tekouci vodou oddélujte postupné jednotlivé Supiny
a vlozte je do 250 ml kadinky s vodou. Prili$ malé Supiny
nepouZivejte (st¥edni &ast cibule). Supiny proplachujte
v tekouci vodé 10-15 minut.

3) Vodu z kadinky slijte a kadinku se Supinami pFfeneste do
ockovaciho boxu.

4) Do Xkadinky nalijte asi 100 ml 70% etanclu a nechte jej
pusobit 2 minuty.

5) Supiny preneste do sterilni EM bariky se 150 ml 10% Sava
Super a sterilizujte je 15 minut. PouZijte trepadku.

6) V ockovacim boxu slijte roztok Sava Super do p¥ipravené
kddinky a do EM bariky se Supinami nalijte asi 150 ml
sterilni destilované vody, barku uzaviete a unistéte na 5

minut na tfepacdku.

7) Vypirdni dezinfeké&niho roztoku opakujte jesté 2x - vidy
novou steriilni vodou (150 ml).

8) Po tretim vypréani ve sterilni vodé preneste Supiny do
sterilni P. misky.

9) Budete od&kovat 7x 4 zkumavky. Zkumavky oznadené d&islem 1
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a 2 se ocCkuji poldrné (bazdlni stranou segmentu Supiny na
povrch meédia), do ostatnich zkumavek se odékuje apolarné
(apikdlni Feznou plochou na povrch média). Do dvou zkumavek
se of€kuje explantat 2z apikdlni <&asti Supiny a do dvou z
pbazdlni &asti Supiny.

10) Pomoci skalpelu nareZte priéné Jjednotlivé sSupiny na
platky Siroké 2-4 mm. Je nutné zaznamenat, ktery explantat
je z apikdlni (horni) é&a&sti Supiny, a ktery z bazdlni &asti.
Je nutné rovnéZ poznadit, Kktery explantdt byl odékovan
poldrné ¢i apoldrné (zkumavky 1 a 2).

10) Naockované zkumavky se kultivuji v kultivaéni mistnosti
pti 23-25°C a to :

zkumavky 1, 3, 4, 5, 6 na svétle a zkumavky 7 a 2 ve tmé.

V obou pripadech jsou zkumavky v téZe kultivaéni mistnosti.

Pozorovani:

Zaznamenejte, kdy se objevi prvni cibulky, zda dochazi
k tvorbé kalusu, tvori-li se pryty a koreny, zda je moZné
pozorovat rozdily mezi apolarné a polarné ockovanymi
explantaty, Jje-1i zde zavislost na  pavodu explantatu
(apikalni, bazalni ¢dst Supiny). Na zavér experimentu 4-8
tydni urcete poCet cibulek vytvorenych na jeden explantat
a jejich cerstvou hmotnost.
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Nepi@Xrima organogeneze

Experiment 10
Organogeneze v tkarové kulture tabdku.
Postup:

K experimentu budou pouzita média Tl - T6, kaZda skupina
pripravuje jedno médium.

1) NavaZte 1.75 g agaru a dejte Jjej rozvarit do 150 mnl
redestilované vody v mikrovlnné troubé (asi 6 minut).
PouzZiijte 250 ml EM banku.

2) Navazte 1.175 g koncentratu MS média a rozpustte jej v 50
ml redestilované vody.

navazte:

sachardéza 7.5 g

pipetujte:

médium Tl T2 T3 T4 T5 T6

kinetin (ml) - - 0,25 0,25 3,75 3,75
(mg/1 - - 0,2 0,2 3,0 3,0)

IAA (ml) - 0,25 - 3,75 0,25 0,025
(mg/1 = 0,2 - 3,0 0,2 0,02)

3) Slijte horky roztok agaru a p¥ipraveny roztok v kadince,
dopliite témé¥ na 250 ml s pouZitim odmérného valce. Pomoci
pH metru za stdlého michéani upravte pH na 5.8 (pomoci 0,1M
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KOH nebo 0,1M HCL). Budte opatrni pri manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody Jje nutné ihned po pouZiti
oplachnout v destilované vodé. |

4) Po upraveni pH doplnte médium presné na 250 ml

a rozlejte jej po 10 ml do zkumavek. Zkumavky uzavrete
kovovym uzavérem a fixem oznadte na vicko o jaké médium se
jednd.

5) Meédium sterilizujte p¥i 121 ©°c v autoklavu po dobu 20
minut.

O¢kovani a kultivace:

1) 2 rostliny tabaku izolujte 4 segmenty hlavniho stonku
v délce 3 cm. Odstranite 1listy a wuZlabni pupeny a konce

stonku (asi 0,5 cm) ponorte do rozeh¥atého vosku.

2) Stonkové segmenty ponofte na 2 minuty do 70% etanolu
a poté preneste do sterilni EM barky se 150 ml 10% Sava
Super a sterilizujte je 15 minut. PouZijte trepacku.

3) V ockovacim boxu slijte roztok Sava Super do pripravené
kadinky a do EM bariky se segmenty stonku nalijte asi 150 ml
sterilni destilované vody, batiku uzaviete a umistéte na 5
minut na trepadku.

4) Vypirani dezinfekéniho roztoku opakujte jesté 2x - vZdy
novou sterilni vodou (150 ml).

5) Po tretim vyprani ve sterilni vodé preneste segmenty
stonku do sterilni P. misky.

6) Skalpelem seriznéte oba konce segmentu (asi 1 cm). Pomoci
korkovrtu vyseknéte ze stonku valedek diend.
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7) Valedek drené rozreZte skalpelem na platky Siroké 2-3 mm
a jednotlivé explantaty oc¢kujte po jednom do zkumavek na
povrch  kultivaénihc média. Explantat oc¢kujte  poldrné
~ bazalni stranou do média. Oc¢kujte postupné do vsech
zkumavek (6x4).

8) Kultury kultivujte v kultivaéni mistnosti pri teploteé
25°C, pri stalém osvétleni (2000 lux).

9) Po 2-3 tydnech dojde k tvorbé kalusu na povrchu
explantatu. Po 4 tydnech pasazujte kalus na médium stejného
sloZeni (do 100 banék s 25 ml média) a ddle kultivujte za
stejnych podminek. Pryty a kofeny se na nékterych médiich
objevi v pribéhu dalsich 35-60 dni.

Pozorovani:

Zaznamenejte procentudlné uspésnost odvozeni primokultury,
dobu, kdy bylo moZné poprvé pozorovat tvorbu kalusu,
morfologické zmény v Kkalusové kulturfe po prvnim odkovani
v prubéhu dalsi kultivace. Zaznamenejte Jjaky ma vliv
hormondlni sloZeni média na rust explantatu resp. kalusu.

Experiment 11

Organogeneze v kalusové kultur'e anturie (Anthurium sp.)
Postup:

1) Navazte 1.75 g agaru a dejte Jej rozvarit do 150 ml
redestilované nody Vv mikrovlnné troubé (asi 6 minut).

Pouzijte 250 ml EM banku nebo agar rozvatfte v 500 ml varné

bafice na topném hnizdé.
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2} Do kadinky 300 ml pipetujte a navaZte:

MS makroelementy 25 ml

MS mikroelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 0.05 nml
pyridoxin 0.25 ml
kys. nikotinova 0.25 ml
prideijte:

myo-inositol 25 mg
glukézu 5g

dale pipetuijte:

Al A2 A3
médium
BA (ml) - 0,5 5,0
(mg/1) (C,5) (5,0)

3) Slijte horky roztok agaru a pripraveny roztok v kadince,
dopliite téméf na 250 ml s pouzZitim odmérného valce. Pomoci
pH metru za stdlého michani upravte pH na 6.0 (pomoci O,1M
KOH nebo 0,;1M HCl). Budte opatrni pri manipulaci
s elektrodami pH metru. Elektrody je nutné ihned po pouziti
oplachnout v destilované vodé.

4) Po upraveni pH doplite médium presné na 250 ml
a rozlejte jej po 30 ml do kultivaénich nadob.

5) Nadoby uzaviete uzavérem z plastu a fixem oznadte na
vidko o jaké médium se jedna.

6) Meédium sterilizujte p#i 121 ©C v autoklavu po dobu 20
minut.
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Ockovani a kultivace:

EM bafku s kalusem anturie v tekutém médium ostrikejte
etanolem, sejméte hlinikovou £61ii a tekuté médium opatrné
slijte do kadinky . Malé kousky kalusu preneste na sterilni
P. misku. Do kaZdé kultivaéni nédoby naodkujte 4 kousky
kalusu o velikosti asi 0.5 cm. Po naockovani uzaviete nadobu
ihned uzavérem. Kultury kultivujte v kultivaéni mistnosti na
svétle (25°C, 2000 lux).

Pozorovani:

Pozorujte v prub&hu kultivace (1-8. tyden) a popiste:
- jaky Jje vzhled kalusu
- dochazi k regeneraci &i nekréze
- zezelenal kalus
- je moZné pozorovat pryty ¢i kofeny
- jaké je procento explantdtl tvoricich pryty a koreny

Poznamka:

Kalusova kultura anturie se kultivuje v tekutém médiu s
dvojnasobnym obsahem makroelementd a s 0,5 mg/l BA ve tmé na
t¥epadce. Kalusova kultura se odvozuje z listovych segmenti
po jejich pFedchozi povrchové sterilizaci béZnou metodou
(viz jiné experimenty).
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Kliceni in vitro

Experiment 12

Kliceni semen Silene armeria v podminkdch in vitro
Postup:

A) Priprava 2zivného roztoku:

K experimentu bude pouZito 6 rlUznych Zivnych roztoka
51-56, kazdy bude pripravovat pouze jeden a to pro vsechny
ostatni skupiny (celkem 6 skupin). Pro kaZzdou skupinu 6
kultivacénich banék.

1) NavaZte 3,5 g agaru a rozvarte jej v 350 ml redestilované
vody v 500 ml kadince pop¥. varné batice (autoklav, topné
hnizdo).

2) Do 300 ml kadinky pipetujte a navaZte:

MS makroelementy

MS mikroelementy I

MS mikroelementy II

Fe MS

ddle podle jednotlivych skupin prideijte:

skupina 1:
glukdéza 30 g

skupina 2:
glukdza 50g
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skupina 3:
glukdéza 30 g + 1,125 ml zasobniho roztoku NAA (lmg/l)

skupina 4:
glukéza 30g + 6,25 ml zadsobniho roztoku NAA (S5mg/1)

skupina 5:
glukéza 30g + 0,125 ml zasobniho roztoku BA (0,1 mg/1)

skupina 6:
glukdéza 30 g + 1,25 ml zasobniho roztoku BA (1,0 mg/l1l)

4) Rozvareny agar slijte s roztokem v 300 ml kéadince do
odmérného valce 500ml, doplnte témér na 500ml a slijte zpét

do kadinky 500 ml.

5) Pomoci pH metru upravte pH média na 6,0 (pomoci 1M HCl
resp. LM KOH).

6) V odmérném valci dopliite objem média presné na 500ml.

7) Médium za tepla rozlijte po 25 ml pomoci malého odmérného
valce do kultivaénich banék a banky uzaviete alobalen.

8) Na alobal oznacdte fixem o jaké médium se jednad (Sx) .

9) Médium v bankach sterilizujte v autokldvu 20 minut p#i
teploté 121°C (provede laborant)

B) Sterilizace a odkovani semen

1) Semena (asi 100) zabalte do chromatografického papiru

a uzavrete je]j svorkou.

2) v oc¢kovacim boxu nalijte do sterilni 250ml EM bafiky 10%
roztok Sava Super se 3 kapkami Jaru.
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3) Zabalend semena preneste do 300 ml kadinky s 50 ml 70%
etanolu a promichévejte 2 minuty, moZno pouzit ﬁfepaéku.

4) opalenou pinzetou preneste zabalena semena do EM bariky
s roztokem Sava Super, bafku uzaviete alobalem a umistéte na
tfepadku na 15 minut.

3) V ockovacim boxu slijte roztok Sava Super do pripravené
kddinky a do EM bariky se semeny nalijte asi 150 ml sterilni
destilované vody, baiku uzavfete a umistdte na 5 wninut na
t¥epadku. | |

6) Vypirani dezinfek¢éniho roztoku opakujte jesté 2x - vidy
novou sterilni vodou (150 ml).

7) Po tretim vyprdni ve sterilni vodé preneste semena
v chromatochrafickém papiru na P. misku v odkovacim boxu
a opalenymi nastroji oteviete baleni.

8) Spi¢kou skalpelu odkujte na povrch média kazdé banky 4
semena. Je vyhodné nejprve pono¥it Spiéku skalpelu do média
a poté se na ni nalepi snadno semena, kterd je nutné prenést
do kultivac¢ni bariky. Semeno musi leZet na povrchu média
(pEistup vzduchu). ' |

9) NaoCkovana semena nechte klidit v kultivaéni mistnosti
na svétle.

Pozorovani:

Zaznamenejte minimadlné v tydennich intervalech procento
kli¢icich semen na Jjednotlivych médiich, porovnejte vyvoj
korenového systému a nadzemni &asti, prodluZovani prytu,
kone€nou délku prytu po 2 mésicich kultivace a pripadnou
tvorbu kvéta.

B N




-130~-

Kalusoveée a suspenzni kultury

Experiment 13

oOdvozeni kalusové kultury mrkve

Postup:

A) Priprava médii

1) do 100 ml kadinky postupné pipetujte a

navazte:
MS makroelementy 25 ml
MS mikrcelementy I 2,5 ml
MS mikroelementy II 0.25 ml
Fe MS 1.25 ml
thiamin 5,0 ml
pyridoxin 0,5 ml
kys. nikotinova 0,5 ml
zadsobniho roztoku 2,4-D 0,125 ml
navazte:
myo-inositol 25 mg
sachardza 7.5 g

2) Obsah v kadinkdch promichejte na elektromagnetické
michacdce.

3) NavaZte 2 g agaru a ve 200 ml redestilované vody
rozvarte na vodni lazni, topném hnizdé nebo v mikrovlnné
troubé,

4) Rozvareny agar slijte s roztokem ve 100 ml kadince do
odmérného valce 250ml, doplite témé¥ na 250ml a slijte zpét
do kadinky 250ml.
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5) Pomoci pH metru upravte pH média na 5,5 (pomoci 1M HC1
resp.. KOH).

6) V odmérném valci dopliite objem média pifesné na 250ml.

7) Médium za tepla rozlijte po 25 ml pomoci malého odmérného
valce do kultivacénich bandk a banky uzaviete alobalem.

8) Na alobal oznadte fixem o jaké médium se jedna (M1)
a ¢islo skupiny.

9) Médium v bankdch sterilizujte v autokldvu 20 minut p#i
teploté 121°% .

B) ZaloZeni kultury a kultivace

1) V oCkovacim boxu nalijte do sterilni 250ml EM barky 10%
roztok Sava Super se 3 kapkami Jaru.

2) Dobre omyty kofen mrkve nateZte na platky asi lcm silné
a preneste je na 2 minuty do kadinky s 70% etanolem
(kddinkou pohybuijte).

3) Opalenou pinzetou preneste segmenty Xofene do EM barky
s roztokem Sava Super, barku uzavfete alobalem a umistéte na
t¥epadku na 10 minut.

4) V ockovacim boxu slijte roztok Sava Super do pripravené
kadinky a do EM batiky s segmenty ko¥ene nalijte asi 150 ml
sterilni destilované vody, barfiku uzavifete a umistéte na 5
minut na t¥epadku.

5) Vypirani dezinfekéniho roztoku opakujte jesté 2x - vidy
novou sterilni vodou (150 ml).

6) Po tretim vyprani ve sterilni vodé preneste segmenty
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korene postupné do sterilni P. misky.

7) Ze segmentu kofene vyseknéte sterilnim korkovrtem viledek
pletiva tak, aby byl tvofen 2 poloviny pletivem kury
a z poloviny pletivem stredniho vélce (explantat bude
obsahovat kambium), z kaidého segmentu vyseknéte 3-4
valecky, na kaZdy segment pouZijte novou P. misku. Po
naoc¢kovani bariku ihned wuzavfete a pinzetu pFfed odkovanim
dalsi banky opalte, explantdt ockujte plochou na povrch

meédia.

10) Naoékovanou bartiku ihned uzaviete alobalem a oznadte

fixem.

11) Kultury kultivujte v kultivaéni mistnosti (23°C, tma)
60 dni (rust explantédtu sledujte kaZdy tyden).

12) po 60 dnech kultivace stanovte cCerstvou hmotnost kalusu.

Experiment l1ze modifikovat pouZitim médii s riznou
koncentraci ristovych requlatori a sledovat rast kalusu
(jeho Cerstvou hmotnost, susinu) vzhledem k riznému sloZeni
média. Je moZné nap¥. testovat v1iv 2.4-D a BA popr.
kinetinu v rdznych  koncentracich - 2.4~D/BA(kinetin)
- 0.1/0.1, 0.1/1,0, 1.0/0.1, 1.0/1.0 mg/l atd.

Kalus odvozeny v tomto experimentu je vhodny pro zaloZeni
suspenzni kultury mrkve (viz déle).
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Experiment 14
Suspenzni kultura mrkve
Postup:

a) Priprava média:

Jednd se o stejné médium jako Vv experimentu 13 & tim
rozdilem, Ze se do média nepridavd agar - jedna se o tekuté
médium.

Médium rozlijte po 50 ml do 250 ml EM banék, bariky uzaviete
alobalem a sterilizujte v autokldvu 20 minut pri 121°%c.

B) zaloZeni suspenzni kultury a jeji kultivace

1) Pfeneste rozpadavy kalus mrkve z kultivaéni batky do P.
misky. Do kaZdé kultivaéni bariky o¢kujte 3-4 kousky kalusu
(kazdy asi lg). Bafiky ihned uzaviete a oznacte.

2) Bailky preneste do kultivadni mistnosti a kultivujte na
trepacce (80-100 ot/min) pri teploté 25°C a ve tme.

3) Po sedmi dnech preneste banky do o&kovaciho boxu a jejich
obsah slijte pres sterilni sitko do sterilni kadinky.
Kadinku uzavfete a buriky nechte sedimentovat ke dnu asi 10
minut. Sedimentaci bunék je moZné wusnadnit centrifugaci
Suspenze ve sterilni centrifugaéni zkumavce pri 1000 xg 5
minut.,

4) Po 10 minutach slijte supernatant a sediment
resuspendujte v 50 ml &erstvého média. Hrdlo kultivadni
bariky opalte nad kahanem a bariku uzaviete alobalenm.
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5) Kulturu opét kultivujte na  t¥epadce v kultivadéni

mistnosti.

6) Po sedmi dnech opét opakujte obménu média postupen
uvedenym Vv bodé 3-4 s tim rozdilem, Ze jako inokulum do
cerstvého roztoku pouZijete pouze 1/5 -1/4 sedimentu. Tento
postup opakujte celkem 3-4x.

Dalsi pasazZovani budete provadét pomoci sterilni pipety,
kdy Jjako inokulum pouZijete 10 ml suspenze (pred nasatin
suspenze do pipety suspenzi promicheijte!), které budete
pipetovat do 50 ml cerstvého média. Tento objem (10 ml) je
orientaéni a pred vlastnim pasdZovanim je nutné stanovit
hustotu bunék v suspenzi, kterou chcete pasdZovat - hustota
nové napasazZované suspenze by neméla klesnout pod 104
bunék/ml. Optimum pro suspenze mrkve Jje 105-bunék/ml.

Hustota bunék se stanovi pomoci hemocytometru a podle
zjisténé hustoty bunék ve - vychozi suspenzi Jje moZné

modifikovat objem inokula pro suspenzi novou.

7) V ockovacim boxu dobre promichejte obsah kultivadéni banky
a sterilni pipetou odeberte vzorek (asi 0,5 ml), Kktery
prfeneste do prfipravenéhc hemocytometru (vzorek nakapnete na
okraj kryciho skla a ten se dostane do mériciho prostoru
cytometru).

8) Stanovte pocet bunék ve 25 malych ctvercich a vypodtéte
prumérny pocet bunék na jeden ¢tverec. Tuto hodnotu nasobte
4000x a ziskdte podet bunék v 1 ml suspenze. Pokud je
suspenze tvorena vétsimi bunkami Jje moZné k poditani pouZit
velké ¢tverce a prumérna hodnota poc¢tu bunék se potom nasobi
pouze 250 x.

9) Do cerstvého média pipetujte takové mnoZstvi pavedni
suspenze aby hustota suspenze byla v rozsahu 10° - 3.10°
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bunék/ml.

10) Rist suspenzni kultury vyhodnotte také v pribéhu tydenni
kultivace, kdy budete odebirat vzorky kaZdy druhy den a
hodnoty hustoty bunék zaneste do grafu - rustové k¥ivky -
postup wviz bod 7). Soudasné odeberte 2 ml suspenze do
kalibrované centrifugaéni zkumavky, zkumavku centrifuguijte
pfi 1000x g 5 minut a stanovte PCV ( kolik procent 2z
celkového objemu suspenze predstavuje sediment).

11) Podle ziskané kfivky stanovte optimdlni dobu pasaZovani
suspenze Vv pouZitych podminkach experimentu (kultivar mrkve,
médium, kultivaéni podminky). Optimdlni doba pro pasaZovani
suspenze je v druhé &isti exponencidlni faze rustu.

12) Porovnejte cytologické rozdily mezi kulturou ve
stacionarni fézi ristu a kulturou v exponencialni fazi rastu.

Somaticka embrvogeneze

Experiment 15

Somatickd embryogeneze v suspenzni kulture mrkve

Postup:

A) P¥iprava média

Jedna se o totéZ médium Jjako Vv experimentu 14 s tim

rozdilem, Ze nédium pro indukci somatickych embryi
neobsahuje 2,4-D.
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B) O¢kovani a kultivace

1) Prelijte suspenzi odvozenou v experimentu do sterilni 50
ml centrifugadni zkumavky a buiiky sedimentujte centrifugaci
pri 1000 x g 5 minut.

2) Sedimentované buliky resuspendujte v 10-20 ml média pro
indukci embryogeneze a po 2-4 ml této suspenze rozpipetujte
do 250 ml EM banék s 50 ml média pro indukci embryogeneze.

3) Kultury inkubujte na trepac¢ce v kultivac¢ni mistnosti
(25°C) na svétle (1000 lux) 10-18 dni.

4) V odkovacim boxu rozlijte po 10 ml do P. misek (15x100
mm) teplé (30-359C) agarové médium.

5) Pred tim neZ agarové médium v P. misce utuhne pipetujte
do P. misky 5 ml suspenze a misku uzaviete. Suspenzi
dokonale promichejte s agarovym médiem a nechte médium
utuhnout. P. misky zalepte Parafilmem.

6) Kulturu kultivujte za stejnych podminek jako v bodu 3).

7) V prabéhu 30 dni pozorujte s pouZitim mikroskopu vyvoj
somatickych embryi.

Pozorovani:

zaznamenejte dobu, kdy je moZné pozorovat Jjednotliva
stadia vyvoje embrya  globularni, srd¢ité torpédovité popt.
kdy dje moZné pozorovat klic¢eni embryi. Pozorovand stadia

vyvoje embryi zakreslete do pracovniho protokelu.



Protoplastove kulturyvy

Experiment 16
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Izolace a kultivace protoplastii z listového mezofylu tabdku

Postup:

A) SloZeni a priprava médii:

Médium CPW (100x konc.) na 1 lityx
KH,PO, 2,72 g
KNO3 10,1 g
MgSO0, . TH,0 24,6 g
KI 16,0 mg
CuS0, . 5H,0 2,5 mg
pH = 5,8

AS médium na 1 litr
0,4 M sachardza 136,92 g
CPW (100x konc.) 10 ml
10 nM CaC12.2H20 1,48 g
MES 100 ng

pH = 5,8 pfed autoklavovanim

(MES = 2(N-morfolino) - etan-sulfonat)

AM médium

misto sacharézy
0,4 M manitol
(72,88 g/1)
ostatni jako AS
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AS-E (enzymaticky roztok) 100 ml

AS médiunm 100 ml
1% celulaza R10 1,0 g
0,2% macerozym R10 0,2 g

pH = 5,6 pred sterilizaci filtraci

W5 médium na 1 litr
154 mM NaCl 9,0 g
125 mM CacCl,.2H,0 18,38 g
5 mM KC1 0,37 g
5 mM glukdza 0,99 g

pH = 5,8 pred autoklavovaninm

Mprot (TM2G)

ng /1
MgSO, . TH,0 1233 H4BO,
KH2P04 680 MnSO4.4H20
KNO3 950 ZnSO4.7H20
NH4NO3 825 NaMOO4.2H20
CaC12.2 H20 220 CuSO4.5H20
FESO4.7H20 27,8 00012.6H20
Na,EDTA 37,3 KI
sacharéza 10,0 g/1
D-manitol 109,3 g/1
myo-inositol 100,C ng/1l
thiamin HC1 1,0 mg/1
NAA 1,0 mg/l1
BA 1,0 mg/1

mg/1

6,2

22,3

8,6
0,25
0,025
0,025
0,83
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Poznamka:

Roztok enzymid pF¥ipravuijte tak, Ze nejprve rozpustte
osmotikum a teprve potom pridejte enzymy. K rozpuSténi
pouZijte elektromagnetickou michackuy, ale nepouZiveijte
vysokych otacéek protoZe zpénéni roztoku vede k omezeni
aktivity enzymi. Rozpousténi enzymd je rychleijSi p#i teploté
4°C v lednici neZ na michadce pri 25°C. Enzymaticky roztok
se musi sterilizovat filtraci. Sterilni roztok enzymi je
moZné uchovavat pri teploté -20°C po dobu asi 6 mésici.

B) Izolace protoplastl z rostlin v tkariové kulture:

1) Rostliny, =2 nichZ chcete izolovat protoplasty, umistéte
do lednice (4°C). Toto se provede vét$inou réano.

2) Do P. misky (20 mm) pipetujte 10 ml AS média s enzymy.
Toto se provadi vétsSinou odpoledne (17 hodin).

3) Do P. nmisky pfeneste ze sterilni kultury asi 1 g listd a
rozreZte je skalpelem na malé kousky (5x5 mm).

4) Uzaviete P. misku a zalepte Jji Parafilmem . P. misku s
listy a roztokem inkubujte ve tmé pri 25°C 16 hodin.

5) Druhy den réano kontrolujte izolaci protoplasti pomoci
inverzniho mikroskopu. Pokud nedoslc k dostatednému uvolnéni
protoplastd lze mu napomoci v této fdzi mechanicky (pohybem
P. miskou nebo opakovanym nasatim a vypusténim suspenze do
sterilni pipety).

6) V o¢kovacim boxu rozbalte a pripravte sitko (50um) a
sterilni kadinku k filtraci suspenze protoplasti.

7) 10 ml pipetou postupné odpipetujte obsah P. misky pres
sitko do ké&dinky.
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8) Pipetujte 10 ml AS média do P. misky k Jjeijimu
propldchnuti a i tuto suspenzi zfiltrujte pfes sitko do
sterilni kadinky. V kadince bude nyni asi 40 ml suspenze.

9) Filtrat pipetujte do 4 centrifugaénich zkumavek a
zkumavky doplrite na 10 ml médiem AS.

10) 2kumavky centrifugujte p¥i 1000 ot/min 1C¢ mnminut. Po
centrifugaci budou protoplasty tvofit prstenec plovouci na
povrchu supernatantu.

11) Opatrné odpipetuijte pruh protoplastl Pasteurovou pipetou
a pipetuijte je do nové centrifugacni zkumavky (ve zkumavce
maximadlné 2 ml suspenze protoplastid).

12) Pipetujte médium W5 do centrifugaéni zkumavky se
suspenzi protoplastt do celkového objemu 10 ml. Uzavrete
zkumavku uzavérem a jeji obsah promichejte opakovanym
preklopenim zkumavky.

13) Centrifuguijte p¥i 600 ot/min 5 minut.

14) Odpipetuijte supernatant a opét sediment resuspenduijte v
médin W5 (do 10 ml).

15) Odeberte maly vzorek protoplastd a urc¢ete jejich pocet
(protoplastii/10 ml) pomoci hemocytometru.

16) Po stanoveni pocétu protoplastd centrifugujte suspenzi
opét pri 600 ot/min 5 minut.

17) oOdpipetuijte supernatant a sediment resuspenduijte v
takovém objemu kultivacéniho média (TM2G), aby hustota

protoplasta byla 10° - 5.105/m1o

18) Suspenzi protoplastd pipetujte po 2 ml do P. misek (60
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mm). P. misky zalepte Parafilmem a kultivujte ve tmé pri
teploté 28°C, poté 2 dny na svétle 500 lux a konedné az do
zdvéru experimentu p¥i osvétleni 2000 lux (fotopericda 16
hodin).

Protoplasty regeneruji bunéénou sténu a pocénou se délit
asi za 5 dni - ©pozorujte kazZdy den zmény Vv kulture
protoplastl pomoci inverziho mikroskopu.

C) Izolace z rostlin rostoucich in vivo:

1) 2 horni ¢&asti rostliny tabdku izolujte plné rozvinuté
listy a ponorte je do 150 ml 70% etanolu v P. misce (140

mm) .

2) Po 1 minuté slijte etanol a nalijte 150 ml sterilni
destilované vody.

3) Po dvou minutdch listy preneste do EM banky (250 ml) se 150
ml 10% Sava Super a 2 kapkami Jaru , banku uzavrete alobalem
a umistéte na 15 minut na tfepadku.

4) V oCkovacim boxu slijte roztok z baiiky a listy opakované
vypirejte ve sterilni destilované vodé -~ 3x 5 minut.

5) Listy preneste na sterilni P. misku a pomoci skalpelu
pop¥. specidlniho nastroje je rozfeite na kousky asi 5x5 mm
(listy Jje moZné rozrezat na veéts8i pruhy po predchozim
staZeni spodni epidermis)

6) Do P. misky (10 mm) pipetujte 20 ml roztoku 13% manitolu
a soli CPW a inkubujte v laboratofi 1 hodinu (plazmolea).
Odstrafite roztok s manitolem Pasteurovou pipetou a nahradte
jej enzymatickym roztokem (AS -E , 20 ml).

7) Inkubujte pfes noc (cca 16 hodin) p¥i teploté 20~25°C. Po

inkubaci obsah misky lehce promichejte, aby se usnadnilo
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uvolnéni izolovanych protoplasti. Pomoci inverzniho
mikroskopu prfekontrolujte (v uzavfené P. misce!), zda doslo
k uvolnéni protoplastt (maji sféricky tvar).

8) Pinzetou odstrarnte veéts$i zbytky listd a suspenzi
pipetujte Pasteurovou pipetou pres sterilni sitko {(latku)
s velikosti pdrt 50 um do sterilni kadinky (100 ml).

9) Suspenzi  protoplasti rozpipetujte do 10 ml
centrifugadénich zkumavek (asi 1 cm pod Jjejich okraj) a
zkumavky uzavrete vickem.

10) Zkumavky se suspenzi centrifugujte p#i 50xg 10 minut.
Supernatant odsajte opatrné P. pipetou a do zkumavky
pipetujte roztok 20% sachardézy + CPW a opét centrifuguijte
pri 50xg 10 minut.

11) Zivé protoplasty budou tvorit prstenec plovouci na
povrchu roztoku ve zkumavce, zatimco ostatni buiiky a jejich
C¢asti se budou nachdzet v sedimentu (centrifugace v tomto
pripadé zajisti proc¢isténi vzorku protoplastd). P. pipetou
odpipetujte prstenec protoplastii a pipetujte jej do nové
centrifuga¢ni zkumavky. Zkumavku doplfite 1 cm pod okraj
roztokem manitolu 10% + CPW a opét centrifugujte 10 minut
pri 50 g.

12) Protoplasty se budou nyni nachdzet v sedimentu.
Promyvani protoplastd opakujte 3x. Pfed treti centrifugaci
stanovte hustotu protoplasti a Jjejich pocet v centrifugadni
zkumavce tak, Ze po opatrném protrfepani obsahu centrifugadéni
zkumavky odeberte P. pipetou malé mnoZstvi suspenze a
stanovte pocet protoplastd pomoci hemocytometru.

13) Nakonec pipetujte P. pipetou asi 1,5 ml suspenze
protoplastd do 1,5 ml média M-prot v P. misce (3,5 cm).
Hustota protoplasth by méla byt v této chvili 5x105/m1.
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Zalepte P. misku Parafilmem a kultivujte ve tmé pri teploté
28°C, poté 2 dny na svétle 500 lux a koneéné a# do zavéru
experimentu p¥i osvétleni 2000 lux (fotoperioda 16 hodin).

Protoplasty regeneruijili bunéénou sténu a pocnou se délit
asi za 5 dni - pozorujte kaZdy den zmény v kultufe
protoplastii pomoci inverzniho mikroskopu.

Poznamka:

Protoplasty je moZné kultivovat v agarové plotné. V tomto
pfipadé se smichd asi 1,5 ml suspenze protoplasti (105/m1)
se stejnym mnoZstvim 1,2% agarového média (M-prot) teplého
40-45°C v P. misce (35 wmm). Podminky kultivace jsou potom
stejné jako p¥i pouzZiti tekutého média.

14) Kultura bude pokracdovat v ristu a po 3-4 tydnech bude
mozZné pozorovat mikrokalusy - malé kolonie bunék vzniklych
délenim Jjednotlivych protoplasti (resp. bunék). V tomto
stadiu preneste mikrokalus na médium s redukovanym obsahem
manitolu (0,2M). V pfipadé tabdku Jje moZné regenerovat z
protoplastové kultury <celé rostliny. V  tomto pripadé
kultivujte kalus na médiu MS s 0,5 uM BA. '

Pozorovani:

Zaznamenejte charakteristicky tvar a velikost protoplasty,
dobu, kdy byla pozorovdna regenerace bunédéné stény - zména
tvaru protoplastu, kdy doslo k prvnim délenim v kulture,
jaka byla plotnova vytéZnost s ohledem na pocet
mikrokolonii.
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Experiment 17

Izolace protoplastui =z bunécné suspenze tabdku a regenerace
rostlin - dlouhodobd izolace

Postup:

1) Do 10 ml centrifugaéni zkumavky pipetujte 10 ml suspenze,
zkumavku uzavriete a centrifugujte pfi 600 ot/min $ minut.

2) UrcCete PCV =~ pro izolaci protoplastl Jje nezbytné
minimédiné 1-3 ml PCV v 12 ml zkumavce.

3) Odpipetujte supernatant Pasteurovou pipetou. Sediment
resuspendujte v 10 ml AM média s enzymy (AM-E).

4) Obsah dvou zkumavek slijte do P. misky (15x100).

5) zalepte P. misku Parafilmem nebo plastickou f£61ii,
umistéte do krabice a kultivuijte 16 hodin ve tmé& pri teploté
25%¢.

6) Pristi den pomoci inverzniho mikroskopu pozorujte v P.
misce uvolnéné protoplasty. Pokud v suspenzi neni p#itomno
mnoho protoplasti Jje moZné napomoci jejich wuvolnéni
mechanicky - opakovanym nasdtim suspenze do pipety (10 ml).

7) Suspenzi protoplastii se zbytky bunék zfiltrujte pres
sitko (50um) do sterilni kadinky. Pracujte sterilné!

8) Oplachnéte P. misku 10 ml AM nebo W5 médiem a opéﬁ
pipetujte pfes sitko do kadinky.

9) Pipetujte suspenzi protoplastd do 12 ml centrifugaénich
zkumavek a pripadné dopliite obsah zkumavek médiem AM nebo
W5. Uzavrfete zkumavky a obsah promichejte jejich opakovanym
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pfevracenim.

10) Zkumavky centrifuguijte pri 600 ot/min 5 minut.
Protoplasty se po centrifugaci budou nachédzet v sedimentu.

11) Supernatant odpipetuijte Pasteurcvou pipetou a
protoplasty resuspendujte v 10 ml AS média.

12) Zkumavky centrifugujte pri 1000 ot/min 10 minut.
Protoplasty budou po centrifugaci tvo¥it plovouci prstenec
na povrchu supernatantu.

13) Prstenec tvoreny protoplasty opatrné odpipetuijte do nové
centrifugaéni zkumavky (maximalné 2 ml na 12 ml zkumavku) a
zkumavku doplnte na 10 ml médiem W5. 3Zkumavku uzaviete a
jeji obsah opatrné preklopenim promichejte.

14) Zkumavku centrifugujte p¥i 600 ot/min 5 minut.

15) Odpipetujte supernatant (protoplasty se nachazeji v
sedimentu) a protoplasty resuspendujte v kultivaénim médiu
(TM2G) - hustota protoplastd v kultivaénim médiu by mé&la byt
10° - 5.10° a kultivujte za podminek  uvedenych v
experimentu 17 bod 13).

Experiment 18

Izolace protoplastii z bunééné suspenze tabdku - kratkodobd
izolace

Postup:

Postup izolace se pouze v nékterych bodech 1i$i od postupu v
experimentu 18 :
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1 - 2) stejny postup

3) PouZijte 2x koncentrovanéjsi AM-E médium (tj. 2% celuldza
R10 + 0,4% macerozym R10).

4) stejny postup

5) Uzavrfené P. misky umistéte do tmy (v boxu) na trepacku
(40 ot/min) na 3-4 hodiny p¥i teploté 25°c.

6 - 15) stejny postup

Poznamka :

Tvorbu prytd 2z kalusu dosdhnete pri Kkultivaci kalusu
v tekutém MS médiu s 0,5 uM BA ('je mozZné pasazovat kalus na
pevné agarové meédium stejného sloZeni). Tekuté médium
obmérniujte po dvou tydnech kultivace. Pryty by mély
regenerovat v pribéhu 6 tydnl.
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