Vliv cytokininu na obsah pigmentu u redkvicky
seté (Raphanus sativus) v podminkach in vitro.
|. Zalozeni experimentu
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Co to jsou hormony?

- termin hormon - poprvé pouZity v mediciné pred
100 lety, pochazi z rectiny noppove = stimulovat
(ale nezahrnuje transport)

- latky prenasené z jednoho mista na druhé
(Went a Thimann, 1937)



Co to jsou fytohormony?

rostlinny hormon = fytohormon

organicka slouéenina syntetizovand v jedné casti
rostliny, zpravidla translokovand do jiné édsti,
kde ve velmi malé koncentraci zpusobuje
fyziologickou odpovéd’

(Salisbury a Ross 1985)

mohou mit GCinky stimulujici, ale i inhibujici



Co to jsou rustové regulatory?

organické slouceniny syntetizované chemicky,
které mohou byt rostlinnymi bunkami prijimény,
transportovdny a zpusobuji podobnou

fyziologickou odpovéd' jako fytohormony.



Cytokininy

e rostlinné fytohormony odvozené od adeninu

* izoprenoidni (zeatin, dihydrozeatin, izopentenyl adenin)

* nebo aromatické (benzylaminopurin, m-topolin)
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Funkce cytokininu v rostlinach

stimulace bunééného déleni

potlaéeni apikdlni dominance ™) podpora ristu
axilarnich meristémi, iniciace adventivnich pupent

stimulace vyvoje chloroplastu

aktivace syntézy RNA a proteind
- oddaleni senescence

zvySeni odolnosti ke stresum (zasoleni, sucho,
vysokd teplota, vlhkost)



Vliv cytokininu na syntézu chlorofylu

e Stimuluji: - tvorbu chloroplastu
- syntézu chlorofylu pres podporovani syntézy RuBisCo

- diferenciaci chloroplastu
- expresi genu kédujicich malou podjednotku RuBisCo

a svétlosbérnych komplext vazajicich chl a/b
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Rostliny péstované ,,in vitro” = rostlinné
explantaty

* ex plantare = péstovat mimo

 In vitro = ve skle, v umeélych podminkach

» asepticka kultura = bez infekce (bakterie, kvasinky, plisné)
» axenicka kultura = kultura jednoho organismu

» tkanova kultura = historicky pojem, preneseno z oblasti
fyziologie zivocichu






Rostliny péstované ,,in vitro” = rostlinné
explantaty

» zpocatku obor rostlinné fyziologie odlisujici se svou vlastni
metodologii

* pozdejl cetné aplikace v genetice a slechtitelstvi

* v soucasnostl jsou metodickou zakladnou rostlinnych
biotechnologii

* maji vyuziti 1 v molekularni biologii —jsou soucasti metod mnozeni
rostlin, transformace, selekce ...



Vyuziti explantatu

A. Ziskani teoretickych poznatku

- bunécné deleni

- totipotence rostlinné bunky

- diferenciace rostlinné bunky a pletiva
- metabolismus

- regulacni mechanismy

- transformace a mutageneze



Vyuziti explantatu

B. Praktické aplikace

- rychlé mnozeni ve velkych kvantech

- urychlovani slechtitelskych cyklu

- ziskdvani vzdalenych hybridi (,embryo rescue®, opyleni
in vitro)

- ziskavani haploidu a dihaploidl

- ozdravovani od viru

- umeéla semena

- genové banky, kryoprezervace



Slozeni zivnych médii

- anorganické slouceniny

makroelementy: N, P, K, Ca, Mg, S
mikroelementy: Fe, B, Cu, Mn, Ni, Co, I,

organické slouéeniny

vitaminy: B1, B6, kys. nikotinovd, kys. listovd, biotin

aminokyseliny: smesi (kaseinhydrolyzdt, kvasniény hydrolyzdt)
cisté (glycin)

inositol

polyaminy: putrescin, spermin, spermidin...

aktivni uhli

prirodni latky: kokosové mléko, rostl. st'dvy, bandny...



Slozeni zivnych médii - pokracovani

+ zdroj organického uhliku = sacharidy
mono- a disacharidy (sachardza)

+ rustové reguldtory

- auxiny

- cytokininy

- gibereliny

- kys. abscisova

+ ztuZovdni médii - agar, Gelrite®,



Priprava zivného media (11)

6,5 g agaru vsypeme do 300 m| destilované vody
v SIMAX ldhvi a rozvarime v autokldvu.

Do Erlenmeyerovy banky odmérime 500 m|
destilované vody.

Priddme koncentrdty makroelementu (100 ml),
mikroelementd (10ml) a cheldt Zeleza (5 ml).

Pridame vitaminy (1 ml zamrazené smeési).
Navazime 100 mg inositolu.

Navazime 20 g sacharozy.



nebo Priprava zivného média (1 |)

5,5 g agaru vsypeme do 300 ml destilované vody v
SIMAX ldhvi a rozvarime v autokldavu.

Do Erlenmeyerovy banky odmérime 500 m|
destilované vody.

navazime 4,4 g smési MS média
s vitaminy podle Gamborga

Navazime 20 g sacharosy.
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Priprava Zivného média (11)

Podle potreby doplnime dalsi latky jako aktivni
uhli, rdstové reguldtory a pod.

Slijeme rozvareny agar s roztokem v EM bance a
doplnime v odmérném vdlci na 1000 ml.

Pomoci Phan papirkd zmérime pH a upravime na
5,7 pomoci 0,1 M KOH nebo 0,1 M HCI.

Médium dobre promichame prelévanim z valce do

EM banky a rozlijeme asi po 40 m| do kultivacénich
nddob.
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Priprava Zivného média (11)

Kultivaéni nddoby s médiem uzavreme vhodnym
uzdvérem

Ndsledujici den sterilizujeme pri 121°C v autokldvu
po dobu 20 minut

Krdtkodobé média uchovdvdme pri laboratorni
teploté, pri skladovdni po delsi dobu pouzivéme
lednici

pri kultivaci v Petriho miskdch rozlévame sterilné
v o¢kovacim boxu médium az po sterilizaci



1F meédium

* MS + fytohormony (1 mg/l BAP + 1 mg/I NAA)
* Mikropropagace (mnozeni in vitro)



Zalozeni experimentu

uvareni meédii
2. Pasazovani klicnich rostlinek redkvicky (predpéstovany ze sterilnich
semen) na médium bez cytokininu a s cytokininem (1F)
3. Kultivace: A. na svetle (16 hod svétlo, 8 hodin tma)
B. na nizkém svétle

Ukol: V protokolu popiste kultivaéni podminky souvislym textem (svétlo
— délka, intenzita, teplota, délka kultivace...)



Vyhodnoceni experimentu

* 1. Analyza rustu: posouzeni morfologie a Cerstva hmotnost
2. Analyza pigmentU spektrofotometricky a pomoci HPLC

* 1. extrakce pigment(

« 2. analyza pigmentl na spektrofotometru a vypocet obsahu chlorofylt a karotenoid(
pomoci vzorcu

3. analyza pigmentl pomoci HPLC a vypocet obsahu pigmentl z chromatogramu za
pouziti standard(



