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Zakladni podminky

kultivace in vitro
Pozadavky na vybaveni laboratore




Zakladni podminky kultivace in vitro

- asepticka kultura‘ nutnost Sterilizace a desinfekce
» vhodna vyziva explantatu ‘ Zivna meédia

» vhodné fyzikalni podminky

- osvétleni (intenzita, fotoperioda...)
- teplota

- koncentrace plynu

- vlhkost vzduchu




Sterilizace a desinfekce

» A. Fyzikalni
« mechanicka a elektrostaticka
vzduch ockovacich boxu (laminarni, 2. trida)
filtrace termolabilnich latek - filtry:
sklenené (frity G5, S4)
membranoveé (Seitz, Millipore, Sartorius) 0,22
« UV zareni (kultivacni mistnosti, boxy)
e teplota
suche nebo vlhke teplo Millipore®

Filtration



Laminarni box, flowbox, ockovaci box

» Pro zajisténi sterility prostredi

» Vzduch je veden pres HEPA filtr a plynulym laminarnim proudénim smérem k
uzivateli

» Obvykle z nerezavéjici oceli bez mezer nebo spoju, kde by se mohly usazovat
spory
» Horizontalni a vertikalni

HLAF horizontal flow VLAF vertical flow

* Open-fronted cabinet ¢ Increased work zone height and depth
* Germicidal UV, power outlet and front cover standard fitting » Germicidal UV, power outlet and front cover standard fitting

* | ess airflow turbulence when large objects are placed

in work zone

B35

External Air W= Sterile Air lp-




horizontalni: }
FATRAN (JZD Ij’okrok Zilina)
GELAIRE (AV CR Pof¥ici)

 vertikalni:
UNIFLOW (z Kolina/n. R.)
GELAIRE, AURA (v A2)

FATRAN - laminarni box I. tF.
» ochrana vzorku, vodorovné proudéni. Nerezova konstrukce.
= Osvétleni pracovni plochy. Pouzity, zachovaly, po kontrole a udrzbé
= Vysokonapét'ovy ionizacni filtr, uhlikovy filtr, predfiltr.
= Nabidkova cena 22.000 K¢



HEPA - filtr

ilter sheet of randomly arranged fibres

'_.f ._ o

Continuous
shaet of filter

Diffusion

Aluminium
saparator

https://en.wikipedia.org/wiki/HEPA

I

,»High Efficiency Particulate Air

Mechanismy zadrzeni ¢astic
1. efekt sita = velké castice
2. mensi castice = inertni k proudéni
3. nejmensi éastice = Brownuv pohyb






Ockovaci box 1. bezpeénostni tfida
(digestor)

Exhaust

Class 1

 HEPAfilter

box nezajist'uje podminky pro sterilni praci




Ockovaci box 2. bezpecnostni trida

Exhaust air
Class 2

HEPA-filter

iy Laminar

GELAIRE, AURA - je mozné pracovat i s GMO




Ockovaci box 3. bezpecnostni trida

Class 3

uziti pro praci s vysoce infekénimi, toxickymi nebo
radioaktivnimi materialy apod.




Sterilizace teplem

suché teplo - horkovzdusné susarny sklo,nastroje

120 - 170°C - kahan
sterilizacni pristroj

vihke teplo voda, zivna média, roztoky, filtracni pay

normalni tlak

- zavarovaci hrnec
- Kochuv sterila€ni pfistroj vodou chlazeny plast

zvyseny tlak

- tlakovy hrnec 100kPa, 121°C

- autoklav




Sterilizace pri zvyseném tlaku
vztah mezi teplotou a tlakem

°C 115 120 134 143

kPa 70 100 200 300

(autoklav Chirana, PS 20)



Minimalni doba pro sterilizace médii
v autoklavu (katalog Sigma)

objem média doba teplota
/ml/ /min/ /°C/

20 - 50 20 121
50 - 500 25 121
500 - 5 000 35 121
prazdné sklo 30 130
filtr. papir




Zmeény v meédiu pri autokldvovani
(Pierik 1987)

* snizovanipHo00,3-05

- Stépeni sacharozy =—>  glukdza a fruktéza

+ pri dlouhé dobé =——> precipitace soli
depolymerace agaru
+ rozklad termolabilnich latek
zeatin, GA, etylén kolchicin

antibiotika rostlinné extrakty




Sterilizace a desinfekce

B. Chemicka
Oxidace - latky uvolnujici:
a) kyslik (H,O,, Persteril)
b) element. halogeny (chlorové vapno, chlornany
Chloramin B, SAVO, Ajatin, Decidin)
Koagulace bilkovin ionty kovi - Hg, Sn, Ag
Sublimat HgCl,, Famosept SPOFA
Detergencia - sniZeni povrch. napéti, smaéeni
hydrofobnich povrchu a poskozeni membran

(70% E+OH, Citowet, Tween, Triton-X100,
Jar)



Povrchova desinfekce semen

Uzavreni semen do epruvety nebo gazy

1. roztok: 50 ml sterilni destil. vody 1 minuta
50 ml 96% EtOH
10 ml 30% peroxidu vodiku

Oplach sterilni destil. vodou
2. roztok 20% SAVO (v/v) 15 - 20 minut
3x oplach sterilni destil. vodou vzdy 3 - 5 minut

Vysev na Petriho misky
buniéita vata, sklenéné perly + voda, medium




Fyzikalni podminky kultivace

_ intenzita, vinovd délka, fotoperioda
osvétleni <

tTma

teplota < konstantni >  klimatizace
kolisava (den x noc)

koncentrace plynu: CO,, etylén
\ tésnost uzavirani
kultivaénich nadob
vihkost vzduchu ~




Zivha media

— — mita

tekuta ztuzena




Kultivace v tekutém mediu -

permanentni imerze -
polypropylenova membrana (mustek)

Magenta box

Papirovy mustek

tekuté médium



Kultivace v tekutém meédiu -
permanentni imerze

Barrueto et Cruz: Emprapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CP 02372
. [-'“1

. f
3 -
&




dodasné

diu -

imerze (Temporary Immersion Culture TIC)

,

em me
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Kultivace v tekut

RITA®
* Bio-Mint




Slozeni zivhych medii




Slozeni zivnych médii

- anorganické slouceniny

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

organické slouceniny

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

aminokyseliny: smési (kaseinhydrolyzdt, kvasniény hydrolyzdt)
ciste (glycin)

inositol

polyaminy: putrescin, spermin, spermidin...

aktivni uhli

prirodni latky: kokosové mléko, rostl. St'avy, bandny...




Biotechnol Adv. 2008 Nov-Dec;26(6):618-31. doi: 10.1016/]_biotechadv.2008.08 003. Epub 2008 Aug 22.

The role of activated charcoal in plant tissue culture.
Thomas TD'.

#+ Author information

Abstract
Activated charcoal has a very fine network of pores with large inner surface area on which many substances can be adsorbed. Activated

charcoal is often used in tissue culture to improve cell growth and development. It plays a critical role in micropropagation, orchid seed
germination, somatic embryogenesis, anther culture, synthetic seed production, protoplast culture, rooting, stem elongation, bulb formation
etc. The promotary effects of AC on morphogenesis may be mainly due to its irreversible adsorption of inhibitory compounds in the culture
medium and substancially decreasing the toxic metabolites, phenolic exudation and brown exudate accumulation. In addition to this activated
charcoal is involved in a number of stimulatory and inhibitory activities including the release of substances naturally present in AC which
promote growth, alteration and darkening of culture media, and adsorption of vitamins, metal ions and plant growth regulators, including
abscisic acid and gaseous ethylene. The effect of AC on growth regulator uptake is still unclear but some workers believe that AC may
gradually release certain adsorbed products, such as nutrients and growth regulators which become available to plants. This review focuses
on the various roles of activated charcoal in plant tissue culture and the recent developments in this area.




Slozeni zivnych médii - pokracovani

+ zdroj organického uhliku = sacharidy
mono- a disacharidy (sacharéza)
+ rustové regulatory
- auxiny
- cytokininy
- gibereliny
- kys. abscisova
+ ztuZovani médii - agar, Gelrite®,




Makroelementy

N, P, K, Ca, Mg, S
- duleZité jak kationty, tak anionty
» Zivnd média obsahuji rddové mM koncentrace

Gamborg et Phillips (1995):
anorganicky dusik a draslik alespon 30mM
amonné soli 2-20 mM
sulfaty, fosfaty, vapnik a horéik 1-3 mM



Dusik

hlavni sloZkou vsech médii je anorganicky dusik

pouziva se ve dvou formdch:
* nitraty
* amonné ionty

KNO,, NH,NO,, Ca(NO,),.4H,0




Dusi¢nany (nitraty)

- transportovany xylémem do jinych édsti rostliny, kde
probihd jejich asimilace
+ nemohou byt pouzity k syntéze organickych molekul

primo, ale musi byt postupné redukovany (ve dvou
krocich) - napred na dusitany a pak az na amonné ionty

+ mohou byt skladovdny ve vakuolach bunék a plni
duleZitou funkci osmoregulace a rovnovdhy mezi
kationty a anionty



Asimilace dusiku

1. krok - konverze nitratu na nitrit
nitratreduktadza (v cytoplazmé) katalyzuje prenos e- z NADPH

FAD - cytochrom Fe (II / IIT) —
> Mo (V/VI) NO,; -/ NO,-

2. krok - redukce nitritu na ¢pavek
nitritreduktaza (v plastidech) katalyzuje redukci

NO,- > NH,
elektrony pro tuto redukci se ziskdvaji ve fotosystému I
prenasecem je feredoxin




Amonné ionty

+ volny cpavek nebo amonné ionty jsou pro rostliny
toxicke i v nizkych koncentracich (inhibice tvorby

ATP)

+ jsou rychle prevadény na nizkomolekuldrni organické
slouceniny (glutamin, glutamat, asparagin, arginin,
alantoin...)

+ skladovani v korenech rostlin a zdsobnich orgdnech




Fosfor
+ je prijimdn jako dihydrogenfosforecnan

- muzZe byt pritomen v rostlindch jako anorganicky
fosfat (Pi) - po vstupu do cytoplazmy je rychle
esterifikovan na ATP

- je nezbytny pro stavbu DNA, RNA, fosfolipidd
biomembradn a pro energeticky metabolismus

* energie uvolnénd glykolyzou nebo ziskana
fotosyntézou nebo oxidativni fosforylaci se ukladd
do ATP a muze byt pozdéji uvolfiovdna hydrolyzou
ATP na ADP a Pi




Draslik

» ma velkou pohyblivost - jak na bunécné drovni, tak na
dlouhé vzddlenosti ve floému a xylému. Je iontem
s nejvyssi koncentraci v bunice (100 - 200 mM v cytopl.)

* vyznam pro osmoregulaci
+ funguje jako protivéha pri udrZovani optimalniho pH

- aktivuje mnoho enzymi (vazba K*indukuje konformaéni
zmény proteinu)

+ aktivuje rovnéz membradny pro vazbu ATPd4z




Vépnik

+ vétsinou vazdn na bunécné stény (Ca pektdty) a
bunééné membrany

» transport Ca?* floémem i z burky do bunky je velmi
omezeny

» Ca?* velmi ovliviuje stabilitu bunééné membrany
interakci s fosfdty, karboxylovymi skupinami
fosfolipidd a proteint

» Ca vazebny protein kalmodulin - role v regulaci
intracelularni koncentrace Ca?*




velmi mobilni, schopny tvorit komplexy
esencidlni pro ¢etné enzymatické reakce
fotosyntéza, regulace pH a rovnovéhu iontt

syntéza proteinu (tvori mustek mezi podjednotkami
ribozémd - pri nedostatku Mg se podjednotky
rozpadnou a proteosyntéza je zastavena)

energeticky metabolismus



Mikroelementy

pouzivaji se mikromolarni koncentrace
maji vyznam predevsim jako kofaktory

- bor

» chlor, jod
- Zelezo

- kobalt

- med’

- mangan
* molybden
- zinek




Organické slouceniny - ,vitaminy"

- Bl thiamin
» B6 pyridoxin
- kyselina nikotinova

(biotin, kyselina listova, D, pantotendt vdpenaty...)

+myo-inositol - stavebni jednotka inositolfosfatidu

role pri tvorbé a metabolismu membran




Organické slouéeniny - org. uhlik

- metabolizovatelné cukry:
- sacharosa
- glukosa
- fruktosa

+ nemetabolizovatelné cukry
- manitol
- sorbitol




Organické slouéeniny - aminokyseliny

+ smesi
- kvasnicny hydrolyzat (.yeast extract”)
- hydrolyzat kaseinu

- Cisté aminokyseliny: L-formy
L-glycin




Organické slouceniny - polyaminy

putrescin
spermidin
spermin

1. podpora tvorby adventivnich korend
podpora tvorby prytu
3. podpora somatické embryogeneze




Ztuzovani meédii

+agar - polysacharid extrahovany z riaznych
druhu morskych ras (éasto obsahuje velké
mnozstvi soli)

» karagenan - polysacharidy z ruduch, po
ochlazeni tvori dvojity helix v pritomnosti
kationtd (Kappa typ tvori gel v pritomnosti
K*, Iota typ geluje v pritomnosti Ca ¢* )

+ algindt sodny - kyselé polysacharidy
extrahovné z hnédych ras. Tvori zastudena

gely rozpustné vodou, geluje v pritomnosti
Ca?*




Ndhrady agaru

+ Phytagel® (Sigma), Gelrite® (Merck) - prirodni
anionicky polysacharid produkovany bakteridlni
fermentaci = polymer tetrasacharidu (glukosa -
glukuronova kyselina - glukosa - rhamnosa)

- poskytuje pevny pruhledny gel (vhodny pro detekei
mikrobidlni kontaminace) v pritomnosti Mg2* , Ca?*

+ pouzivad se v polovi¢ni koncentraci ve srovnani
s agarem, neni vhodné opakované autoklavovani

[D-6Gle(p1—4)D-6lcA(pP1—4)D-6Gle(p1—4)L-Rha(al—3)]n
y



http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/plant-biotechnology/tissue-culture-
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Life Science Home

Tissue Culture Protocols

Life Science Products

© In Vitro Safety Systems - These Plant Tissue Culture Protocols are part of our growing offer in Plant Biotechnology.
ADME, DMPK, Tox We have added helpful information in each protocol including:
Antibiotics « Media Preparation
« Media Formulation
Antibodies » Sterilization Techniques
« Storage

8 Avanti® Polar Lipids
To view any protocol listed, simply click on the link below.

£ BioAnalysis

« Antibiotics « Murashige and Skoog Media Variations
Biosimilars « Classic Plant Media « Orchid Culture Media
« Explant Sterilization = Plant Pathology Media
O Biochemicals « Gelling Agents « Phycology and Aquatic Plant Media
« Growth Regulators « Silver Thiosulfate Solution
Biological Buffers « Iron Chelate Solution « Sunbag Vessels
« Media Preparation « Vitamin Mixtures

0 Curiosity Labs™ at Home « Media Sterilization




Sigma - Aldrich
meédia

Chu basal salt mixture (N6)
DKW/Juglans basal salt mixture
Gamborg's B-5 basal salt mixture (B5)
Gamborg's B-5 basal salt mixture with minimal organics
Hoagland's No. 2 basal salt mixture
McCown's woody plant basal salt mixture (WPM)
Murashige and Skoog basal salt mixture (MS)
Quoirin and Lepoivre basal salt mixture
Schenk and Hildebrandt basal salt mixture (SH)

White's basal salt mixture

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/plant-
biotechnology/tissue-culture-protocols/classic-plant-media.html




Priprava Zivného meédia (11)

1. 6,5 gagaruvsypeme do 300 ml destilované vody
v SIMAX ldhvi a rozvarime v autokldvu.

2. Do Erlenmeyerovy banky odmérime 500 m|
destilované vody.

3. Priddme koncentrdty makroelementu (100 ml),
mikroelementu (10ml) a cheldt Zzeleza (5 ml).

4. Priddme vitaminy (1 ml zamrazené smési).
5. Navdzime 100 mg inositolu.

6. Navdzime 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.




7.

10.

Priprava Zzivného 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 vélci 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 ml do kultivaénich
nddob.




11.

12.

13.

Priprava Zivného média (11)

Kultivacni nddoby s médiem uzavreme vhodnym
uzdvérem

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

Kratkodobé média uchovdvame pri laboratorni
teplote, pri skladovdni po delsi dobu pouzivdme

lednici

pri kultivaci v Petriho miskdch rozlévame sterilné
v ockovacim boxu médium az po sterilizaci




