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Historie EK

o=
I. Faze: 1900 - 1960: zakladni techniky

II. Faze: prasnikové a protoplastové kultury

I11. Faze: rozvoj genetického inzenyrstvi a biotechnologii

Totipotence rostlinné buiiky

Kazda bunka obsahuje celou sadu genetickych informaci, které jsou
nezbytné k vytvoreni cel€ rostliny.

Casova a prostorova exprese genu je piesné regulovana, aby doslo
k diferenciaci organi.




I. faze - historie EK

1902 G. Haberlant: totipotence bunék, 1. ispésna kultivace |

kultura izolovanych bunék listu (riist) x neuspéch (neznalost fytohormoni) i

1904 E. Hannig: zrala embrya (1. embryokultury) fedkve
1906 Brown: embrya je¢mene

1922 W. Kotte, W. J. Robbins: kultivace koienovych 3pi¢ek ve sterilnich podminkach
(hrach, kukurice)

1925 F. Laibach: embryokultury v mezidruhovém ki¥iZeni Inu
1926 F. Went: AUXIN
1934 P. White: médium (vitaminy, kvasni¢ny extrakt), Lycopersicon, Nicotiana

1934 R. Gautheret: kalusy z kambia (Acer, Ulmus, Robinia, Salix) médium s IAA

1937 P. Nobecourt: Daucus, 1. rostouci kultura, pasaZovani, proliferace

1907 Harrison — kultivace lymfatickych bunék Zzab



I. Faze: historie EK

1942 J. Van Overbeeck a kol.: embryokultury - nezrala embrya, kokosové mléko
1945 S.W. Loo0: vzrostné vrcholy Asparagus
1948 ADENIN v kokosovém mléku

1955 C. Miller, F. Skoog a kol.: extrakt z kvasni¢niho extraktu — derivat adeninu
- KINETIN (cytokininy)

1957 B.B. Stowe, T. Yamaki: GIBERELINY

1961 C. Miller v endospermu kukutice — ZEATIN

1962 M - S médium (tabak) 25 x konc. Knop. roztok + vit. + cukry + regulatory

1963 G. Morel: meristém —» rostlina (d¥ive i ozdravovani meristémy)

\/A —

1965 L — S médium (tabak)
1968 B5 médium (séja)

1969 NN (androgeneze, tab4k)

1965 V. Vasil, A. C. Hildebrant: suspenzni kultury, bun&né kultury (tabak)




II. Faze: prasnikové kultury, tvorba haploidi

1963 T. Yamada a kol.: Tradescantia reflexa (haploidy)
1964 - 1966 S. Guha, S.C. Maheswari: Datura, diploidizace kolchicin
1969 J.P. Nitsch a kol. (tabak)

1973 J.P. Nitsch, Norrel: mikrosporové kultury




II. Faze: protoplastové kultury

1960 E.C. Cocking: 1. enzymaticka izolace protoplastii (tabak)

1970 Kao, Keller, Miller: séja (déleni protoplasti)
1971 1.Takebe, G. Melchers, C. Labib: rostliny z mezofylovych protoplastii tabaku
1972 P.S. Carlson a kol.: somaticka hybridizace 1. mezidruhovy hybrid Nicotiana (tabak)

1978 G. Melchers a kol.: 1. mezirodovy hybrid ,,pomato* ,,topato*

Solanum tuberosum x S. lycopersicon




II1. Faze: genetické inZenyrstvi a biotechnologie, GM

1959 Brown: Agrobacterium (padni bakterie), tvorba nadoru, Ti, Ri plasmid

. Bonner: RNA polymerazy u rostlin, exprese genti

1974 Ti plasmid (prenos uZiteénych genii z prokaryotické, eukaryotické butiky)

1980 Ti plasmid (do hostitelského geonomu, Ti plasmid jako vektor cizorodé DNA)
1983 transgenni tabak (rezistence ke kanamycinu)

1985 vyuziti plasmida E. coli pro genetické inZenyrstvi (Agr. je nosi¢ pro jiné geny)

1986 inkorporace geni rezistence vii¢i herbicidim do zemédélskych plodin
rezistence vii¢i hmyzim Skidcim
rezistence viici virovym chorobam
rezistence vuci chladu

1987 rajéata rezistentni kK TMV

1988 transgenni soja




Vyuziti EK

» mikropropagace rostlin
e ozdravovani rostlin od viroz
e genova banka (uchovani starych odrid, ohroZenych druhd,..)

* modifikace a zlepSeni rostlin (netradi¢ni Slechtitelské metody) —
In vitro opylovani
embryokultury, gynogeneze, androgeneze

e studium chovani buniky — cytologie, déleni, vyZziva, stres
prim. a sek. metabolismus (suspenzni kultury)

* morfologie a patologie kultivovanych pletiv

» geneticka modifikace rostlin - GMO
 Kryopreservace
e vyuziti sekundarniho metabolismu (alkaloidy, polysacharidy, barviva, capsicin,..)

« fytopatologie in vitro




Prace s rostlinnymi explantaty

Vybavena laborator — sklo, plasty, chemikalie, piistroje —

termostat, lednice, autoklav,....

Laborator pro aseptickou praci - laminarni box
binokularni lupa

chirurgickée naradi

centrifuga

Kultiva¢ni mistnost
svétlo 16/8 den/noc, (lux 2000 — 5000)
teplota 22-27 °C,

termostaty, tftepacky, inkubatory




Kultivacni média

T

Anorganické soli (makro a mikro) nezbytné . - ',__

Rostlinné regulatory

:
-

Vitaminy (thiamin B1, pyridoxin B6, kys. nikotinova B3)

Cukry (sacharosa, glukosa, maltosa, 2-5%) g yessinon nejsou autotrofini V
Hexitoly (myo-inositol, manitol, sorbitol) |

AMK, amidy (L formy: glycin; tyrosin, arginin; glutamin, asparagin) \
Antibiotika (endogenni kontaminace, transformace s Agrobacterium)

Prirozené komplexy (antioxidanty- kys.citronova, askorbova; kokosové mléko; extrakty;

kasein hydrolysat..)
Zpevnujici slozka (tekuta - bavlna, filtr. papir x pevna- agar, agarosa, gelrit, phytagel)
pH (515 - 6)

ptiprava média,
sterilizace



Table 1. Plant tissue culture media

Slozeni
vybranych T e

1 4 [ 2 4 Macronutrients
m e dll 1900 2500 2830 950
1650 720
MgSO, - TH,0 370 250 185 185 250
KH,PO, 170 400 68
NaH,PO, - H,0 150 150
CaCl, - 2H,0 440 150 166 166 150
(NH,), - SO, 134 463
% 2950

Makroprvky (mmol): 2 3 6 10 0

MnSO, - 4H,0 15.6 10 33 19.0 10.0
ZnSO, - TH,O 8.6 2 1.5 10.0 2
C O H N. P S K Mg Ca NaMoO, - 2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

. : : I 4 : . CuS0, - 5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
CoCl, - 6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025
Kl 0.83 0.75 0.8
FeSO, - 7H,0O 27.8 27.8
Disodium EDTA 373 373
EDTA sodium ferric salt 40 100 40

Glycine 40 S

M i kroprka (,Ltmo I) : Sucrose 30 x 103 20 x 103 50 x 10° 20 x 103 20 x 103

Vitamins
iamine hydrochloride&—__ 0.5 10 1 0.5 1>

Fe’ B’ CO’ Cu’ I’ MO’ Mn’ Zn Pyridoxine hydrochloride 0.5 1 U5 0.5 1
Nicotinic acid 0.5 1 0.5 5.0 1
myo-inositol 100 100 100 100

pH 5.8 5.5 5.8 55 5.5

Jsou soucasti proteind
* Source: MS, Murashige and Skoog [2]; BS, Gamborg et al. [1]; N6, Chu [7]; NN, Nitsch and
Nitsch [5]; AA, Toriyama et al. [15].

** The nitrogen source is: mg/l, L-glutamine 730; L-aspartate, 200; L-arginine, 176; Glycine, 7.5.
Filter sterilize. Ref: 15.

NOTE: The LS medium used for cereals [18, 19] contain the MS mineral salts, Thiamine;
40 mg/L; and myoinositol; 100 mg/L.

(Prevzato Lindsey 1992)




Rustovy regulator - fytohormon

v nizkych koncentracich vyvolava fyziologickou, biochemickou
nebo morfologickou reakci v misté vzniku nebo v mistech, kam je
transportovan

miuize ovliviiovat vice fyziologickych jevi
Stimulatory — rist podnécuji
Inhibitory — rist brzdi
Nativni — produkovan¢ rostlinami (= ptirozené metabolity)

Syntetické (tzv. morforegulitory) — vyrobeny prumysloveé

Organické slouceniny, které po syntéze v jedne Casti rostliny jsou transportovany do jiné
Casti rostliny, kde ve velmi malé koncentraci (1 mmol/l, 1 umol/l) vyvolavaji
fyziologickou reakci



Riistové regulatory

pusobeni regulatoru (hormonii) -

proniknuti do bunky a ovlivnéni genové aktivity v jadre
pomoci receptorového systému v plasmatické membrané, ve
spojeni s dalSimi prenaSeci signalu uvnitr bunky

Projevy celistvosti rostliny in vivo
korelace
polarita
regenerace

periodicita (denni, rocni)



Rozdéleni rustovych regulatoru

Klasické:
AUXINY
CYTOKININY
GIBERELINY
KYSELINA ABSCISOVA
ETYLEN

Ostatni latky s regula¢ni
aktivitou:

BRASSINOSTEROIDY
KYSELINA JASMONOVA

KYSELINA TUBERONOVA
POLYAMINY
OLIGOSACHARIDY
FENOLICKE LATKY




auxano = rostu, zvetsuji

Auxiny

Syntéza ve vzrostnych vrcholech nadzemnich casti a mladych listech,

v kambiu, v oplozeném vajicku
Went 1926 — nazev auxin (IAA)
Izolovana 1931 (IAA)

Kys. p - indolyloctova — z tryptofanu 1AA
Kys. 4- chlorindolyloctova

Kys. B - indolylmaselna (synteticka) IBA
Kys. fenyloctova PAA

Kys. naftalenoctova — synteticka NAA

Pomaly transport (vyzaduje energii — ATP)
Rychly transport - floémem

[y

zvys'onfpoétusamc{ch opad kvétl

partenokarpie

bunééné déleni
diferenciace
cévnich ~—

svazkl
akumulace metabolitt = abscise

epinastie

produkce etylénu
aktivita kambia

abscise

nist postrannich

tvorba adventivnich pupenu

koten(

kliéenisemen —————————( ﬂ

aktivita kambia //) =N\ tvorba hliz
tvorba postrannich »

kotenl / /

prodiuzovani(

diferenciace xylému

bunééné délenf



AUX' ny — derivaty indolylu z tryptofanu

Transport - bazipetalné, parenchymatickymi butikami, pasivné asimilaty
Puasobeni - mnohostranné
e stimulace dlouzivého riustu bunék - plasticity b. stény, plo$ny rist
e rychlost déleni
e déleni kambialnich bunék
e stimulace rustu korenu - vétveni
e tvorba adventivnich korentu
e zacelovani ran pri poranéni
e apikalni dominance (brzdi rist postrannich pupenii)
e vznik partenokarpickych plodi
e zakorenovani rizka
e tvorba semen

' Ve vysSich koncentracich plisobi toxicky

Seradex (IBA)



Gibereliny - GA

Syntéza v mladych listech,
klic¢icich semenech,
korenech,

mladych plodech

cca 100 giberelinu — GA,
1938 v Japonsku

Giberella fujikuroi (Fusarium moniliforme)

Antigibereliny = retardanty
ANCYMIDOL

pomér saméich | samiéich
Casti kvata

partenokarpie \‘QIQ stimulace
@ o) A rist plodu dozrévani
Gankane ddlent (nektere r.)
- —_—

rust listy D v

akumulace /—\
floémovych

metabolitu

rist postrannich pupent

juveniini tvar

list( %\
abscise

prodiuZovani

domance
pupenu

Vi
[@ sensscence

aktivita kambia
(nékteré rostliny)

kli¢eni semen —/"4@

tvorba hliz




Vliv giberelinu na zivotni pochody v rostliné

Odvozeny z diterpenti

Transport - vsestranny — floém, xylém
Pusobeni

e stimulace ristu x retardanty rustu — CCC, Phosphon, Paclobutrazol

e dlouzivy rust stonku

e kli¢eni semen

e stimulace déleni bunék (zkraceni G1 a S faze)

e plasticita buné¢né stény

e zvySeni osmotického tlaku

e rusi dormanci semen i pupent

e zvétSeni organii (vinna réva)

e méni fotoperiodickou adaptaci rostlin

I Neptisobi toxicky pii vysSich koncentracich



cyto - bunka

kinesis - pohyb CytO kl n | ny — 1957 (derivaty purinu)

Syntéza v korenovych Spi¢kach, korenech, nadzemni &asti - mladé listy, nezrala semena

Transport - rozvadény xylémem
(transpira¢ni proud, rychly)

1955 — kinetin (synteticky)

1948 adenin v kokosovém mléku

Piirozené - zeatin, adenin
Umélé - benzyladenin (BA, BAP), kinetin,
topolin, thidiazuron (TDZ)

Analogy — olomoucin, roskovitin

senescence
partenokarpie {nékteré r.)

e
stimulace
bunééné délen(
kveteni rast plodu
{nékteré r.) )

nist listy 3
2\ | £

akumulace floémovych

metabolitl K
rust postrannich
pupeny
senescence
otevirani
priduchi

epinastie tvorba
. adventivnich
hojeni ran kotent

kll’éenlsernens\':(R ST

tvorba hliz

tvorba
postrannich
kot

aktivita kambia end



Vliv cytokininu na zivotni pochody v rostliné

Piisobeni
e zrychleni bunécného cyklu — podminéno pritomnosti auxinu
e stimuluji metabolismus rostlin (RNA, proteosyntézu) —
regeneracni procesy in vitro
e tvorba pupenti
e rusi apikalni dominanci
e zpomaleni projevu starnuti (chlorofyl u starsich listi)
e stimulace fotosyntézy (vliv na vyvoj chloroplasti)
e chrani membrany pred degradaci

e stimulace klieni semen (nahrazuji vliv nizkych teplot)



ABA: Kyselina abscisova - 1965

Syntéza ve starnoucich listech (z kys. mevalonové)

s (s

Transport - floémem e

Antagonista cytokininti - antistresin

dormin (dormance), abscisin (opad)

uzavirani
o s
D rast
dormance pupenu
V , k BDee transport IAA
ysKkyt:

kii¢eni semen

chloroplasty, pupeny, semena, hlizy

dormance hliz /’A L

e /AR\
|




Vliv kyseliny abscisové na zivotni
pochody v rostliné

Pusobeni

e zpomaluje riistové procesy, riust embrya

® brzdi prodluzovaci fazi

e navozuje dormanci (odpocinek) pupeni, semen

e podporuje opad lista, plodi

e brzdi kliCeni (pfedCasny rlist embrya v nevyzralych semenech)

e ovliviiuje pohyby priduchii (zavirani)

e pri stresovych faktorech na rostlinu (deficit vody, zasoleni, nizké teploty,..)

e inhibuje syntézy proteini, aktivitu enzymii (= brzdi metabolickou aktivitu)



Etylén (C,H,)

Fyziologickymi Uu€inky patfi mezi regulatory

[stmuace | —

u dOZl‘évaj iCiCh plOdlol pomér saméich a samidich

Casti kvétl

1fuz1 1 ATA miant : \ stimulace :(r‘\léel:teor;‘é rostliny)
Transport — difuzi v intercelularach i 1

Syntéza — vSechny cCasti rostliny,

=
mhuﬂh /// prodiuovéni

tvorba adventivnich
kotenu (nékteré rostiiny) |

kliceni “m

semen
(nékteré rostliny)

prodluzovéni




Etylén (C,H,)

Pisobeni

® brzdi prodluzZovani bunék

e zpomaleni dlouzivého ristu stonkii a kofreni — indukce kvéta a plodi
e urychluje opad listii, plodi (spole¢né s IAA)

e stimuluje dozravani plodi a kli¢eni semen

e stimuluje raseni pupenti

e degraduje chlorofyl a stimuluje biosyntézu karotenoidi

Ethrel, Flordimex - oddaluji na jare kveteni



Ostatni rustové regulatory —
latky s rustové regulacnim pusobenim

Kys. jasmonova (JA),, smrtici hormony*, Jasminum grandiflorum

ve vSech orgdnech

e urychlujici ucinky na starnuti listi

e inhibuje rist hypokotyli, listovych pochev
e signal pri reakci na dotyk

e signal pri reakci na patogeny

e signal pri reakci na poranéni

® brzdi rust kalusi

Kys. tuberonova
e Stimuluje zakladani hliz u bramboru

Brassinosteroidy (BR) — reprodukéni organy, z pylu fepky (Brassica napus)

(1979 brassinolid, asi 30 — castasteron, typhasterol)
e stimulace dlouzivého ristu

e zvySuji odolnost ke stresiim (sucho, teplota)

e kliceni semen, rust pylové lacky




Ostatni rustové regulatory —
latky s rustové regulacnim pusobenim

Fenolickeé latky — sek. metabolity

der. k. benzoové, skoticove, flavonoidy

e inhibuji dlouzivy rust

e ovliviiuji dormanci pupent, semen, hliz, cibuli

e napomahaji pri infekci Agrobacterium tumefaciens

Polyaminy

putrescin, spermin, spermidin

v meristémech

e stimuji rist v in vitro, somatickou embryogenezi

e stimulace proristani dormantnich hliz

e ucastni se regulace bunécného cyklu

e obrana rostlin vici strestim (ochrana - stabilizace membran)

Oligosacharidy = oligosachariny
fragmenty bunécné stény

e inhibice dlouzivého riistu

e obrana pri napadeni patogenem




Postup pri praci in vitro

* Priprava rostlinného materialu (povrchova desinfekce, naruseni celistvosti
rostliny, reakce na poranéni po izolaci)

* Iniciace explantatové kultury (izolace explantatu, velikost explantatu, stafi, médium,
podminky kultivace)

* Mikropropagace (zmnozovani, pasize, regenerace rostlin)

® Zakorenovani in vitro (genotyp)

* Prevod do nesterilnich podminek

Podminky kultivace - teplota
svétlo (Cervené nahrazuje cytokinin)




Priprava explantatu

Stari explantatu (fyziologicky stav donorové rostliny, mladsi pletiva lepsi sterilizace)
Roc¢ni obdobi (kontaminace: jaro x podzim; dormance - pupeny)

Velikost explantatu (¢im mensi explantat ==> t&z3i kultivace)

Cil

Asepticka technika (= povrchova desinfekce)

oplachnuti vodou (tepla, mydlova)

oplachnuti alkoholem (70%)
desinfek¢ni prostredek (SAVO, chloramin, HgCl,)

oplachnuti sterilni vodou (3 - 5 X)




Kontaminace

Explantat
desinfek¢ni prostredek (alkohol, chloramin, Savo, chlorové vapno, H,O,..
zdroj explantatu (pole, sklenik, fytotron, trichomy, ..)

endogenni kontaminace (hlizy, pupeny, semena x meristém, ...)

Lidsky faktor (naiadi,..)
Médium (dostateéna sterilizace)

Hmyz

Antibiotika

Inhibitori bakterialni b. stény
Ampicillin, Amoxylcillin, Penicilin G

Inhibitori syntéz proteint VN
Chloramphenicol, Erythromycin, Tetracyklin p@
Gentamycin, Kanamycin, Streptomycin
Antifungalni

Amphotericin B, Nystatin,




Regenerace in vivo

Fyziologicka - nahrada ztracenych c¢asti rostliny (jizvy po opadu listi, kvéti, plodii)

Patologicka - reakce rostliny na poranéni: hojeni ran (zaceleni)
restituce (p¥imo na rang)
reprodukce (ze zakladu pred poranénim)
regenerace v uzsim slova smyslu

(po poranéni)




Regenerace In Vitro

1. prima —

2. neprima (kalus)

Faktory: vnitirni vnéjsi
genotyp riustové podminky materské rostliny
vyvojové stadium rostliny slozeni média, podminky kultivace

In vitro ‘ stresova situace

SniZeni regeneracni schopnosti v in vitro:

* odumirani explantata po izolaci
* dlouhodoba kultivace

* hromadéni metaboliti (dlouhodobé pusobeni cytokinint)

* genetické zmény (kalusové kultury, bunécné kultury)




Morfogeneze in vitro (regenerace)

© Organogeneze (vznik organt, !!! ne cela rostlina)

list, koren, pryt, kvét, hliza (mikrohlizka)

OEmbryogeneze
* zygoticka embryogeneze — embryokultury
(embryo ze zygoty)
» gametofyticka embryogeneze (prezygoticka) haploidi
- gynogeneze
- androgeneze
* somaticka embryogeneze (postzygoticka)

= neprima (z diploidni bunky)

explantat
neorganizovany
rust
signal ﬂ
—_—
rust
meristematickych
center
signal ﬂ
—_—
organizace

e

organogeneze embryogeneze



Symptomy In Vvitro

1. Atypicka anatomie, morfologie a fyziologie - miniaturizace

* zména stavby listi a jejich funkce, bez kutikuly, otevirené priuduchy, velké intercelulary
 opuchlé vyhony

e listy bledé zelené nebo Sedomodré (abnormalni barva)

o listy prisvitného (skelnatého) vzhledu, kirehké - vitrifikace

* listy podlouhlé nebo paskovité

* krabacené nebo zkroucené listy (jevi se jako tmavé zelené)

* kratsi internodia

* redukovany vyvoj cévniho systému

* fotosyntéza je zavisla na exogennim cukru

2. Redukce apikalni dominance

e trsy vyhoni pri mikropropagaci

3. Korenéni

* nadmérna produkce adventivnich korent

* S§patna tvorba adventivnich korent




Vitrifikace (hyperhydricita) — vyjadiuje abnormality ristu in vitro
skelnaty syndrom vyhonii, kirehké
mokry vzhled pryti (vodou nasycenych)

prusvitny, sukulentni vzhled




Metody EK

Meristémové kultury

Kalusové kultury

Somaticka embryogeneze

Embryokultury

Prasnikové a mikrosporové kultury

Protoplastové kultury a fuze + bunéc¢né inZenyrstvi

Genetické manipulace - transformace

genotyp beze zmén - meristémové kultury
embryokultury - semennych embryi
proembryi (nezrala embrya) x rozdily ve vyZivé
klonovani in vitro
ozdravovani ,,virus free*

zvySujici genetickou variabilitu - kalusové kultury
suspenzni kultury

protoplastové kultury
prasnikové a mikrosporové kultury




Metody EK

Meristémové kultury

Kalusové kultury

Somaticka embryogeneze

Embryokultury

Prasnikové a mikrosporové kultury

Protoplastové kultury a fuze + bunéc¢né inZenyrstvi

Genetické manipulace - transformace

Plodina Technika
jeCmen, pSenice, kukurice, Fepka, paprika,
brukvovita zelenina, mrkev androgeneze
cibule gynogeneze
jahodnik, ¢esnek ozdravovani
brambor, travy polyploidizace in vitro
jeteloviny, drobné ovoce, _
ovocné direviny, podnoZe, travy mikropropagace
brambor, Fepka somaticka hybridizace
hrach, brambor rezistence k chorobam

travy embryokultury




Meristémové kultury

':'« o:a:i S 0’: g 4

ot Saa, ¢4 .| | Meristém

T > am Rl ozdravovani rostlin (0,2 - 0,5 mm)
RN R mikropropagace rostlin (0,5 - 1,0 mm)
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Meristém — délivé, parenchymatické nediferencované pletivo

histogeny



Ozdravovani - eliminace patogenu

Tvorba bezviroznich rostlin

1 meristém = 1 rostlina — testovani

Ozdravovani
Termoterapie (vyssi teplota)
Meristémova kultura
Chemoterapie (antibiotika)

Vyuziti

: jahodnik, Cesnek, zeleniny, kvétiny,
! Reinfekce po 2 - 3 letech! okrasné dieviny, bananovnik, ...

1952 Morel a Martin u jifin
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SCHEMA IZOLACE MERISTEMU:

A:

B:

Bazalni &ast listovych pochev s matefskym
strouzkem

Srdécko rostliny

Disk listovych pletiv s rustovym vrcholkem
Izolovany rustovy vrcholek

radlcl pravy list

bezdepelna pochva

stroufek

podpudl

zkraceny stonek

odddlovacl zdna

primordium prvniho listu a rﬁstovﬁl vrcholek
baze listu

primordium nejmladsiho listu

ristovy vrcholek

Postup 1zolace u ¢esneku

ozdravovani

mikropropagace

Bertaccini A. et al.1986: Shoot-tip culture of
different garlic lines for virus elimination.
Riv. Ortoflorofruit, It. 70: 97-105



Meristémové kultury - mikropropagace

Klon - kolekce geneticky identickych individui, ptivodem z jediného rodice

Preruseni korela¢nich vztahu (AD,..)

Izolace meristémi pod binokularni lupou

I1zolujeme meristém se zaloZenymi listovymi primordii

Vyhody meristéemové kultury

* Geneticky stabilni (regenerované rostliny jsou identické - klony)

* Vypéstovani mnozstvi rostlin stejné kvality
v kratké dobé, nezavisle na ro¢nim obdobi

* Malé naroky na prostor

komercneée je metoda
pouzivana od 1960

Salix sp.



In vitro meristémové kultury - vyuziti

- zachrana a mnoZeni ohrozenych druhii: kaktusys... )
Genové

- zachranné mnoZeni cennych genotypu a linii 7 bank
Yy

- udrZeni rodicovskych komponent pro tvorbu hybridnich odrid -
- zachyceni a klonovani nové nalezenych mutantu pri Slechténi
- klonovani nejlepSich jedinci pro produkci elitniho osiva

- vegetativni mnoZeni okrasnych rostlin: karafiat, gerbera, anthurie,
orchideje, sanpaulie, kapradiny,...

- mnozeni drobného ovoce: jahodnik, malinik, ostruzinik,..
- mnoZeni dievin: podnoze pro skolkafstvi, lesni dieviny, tropické dieviny
- v zelinarstvi: mnozeni brambor, zeli, ...

- mnoZeni pouze samicich rostlin: datlova palma

- kryopreze rvace (-196 °C): jahodnik, malinik, hrach, brambor, karafiat

Chryzantéma - fizkovanim za 1 rok 1:30 000 >
- meristémy za 1 rok 1: 1 000 000 v idedlnim pripade




Meristemové kultury - mnozeni

zisk geneticky identicke rostliny vegetativnim mnoZeni

. : _
BN | Schéma postupu:

Matefské rostlina
Odbér meristému
|
Mikropropagace (velky pocet rostlin)

}

Koienéni in vitro x ex vitro
|

Aklimatizace

’

Cela rostlina




Mikropropagace, multiplikace, klonovani

nejen z meristému

Schopnost regenerace, tvorba identickych rostlin = pfima somaticka embryogeneze

Zdroje odchylek
* vysoké davky ruastovych regulatori, typ regulatoru
* rostliny regeneruji z basalniho kalusu (moznost gen. zm¢én)

Meristémy _ _
Prytové segmenty Solanum tuberosum, Cucumis sativus,
Kalusy Olea europea, Eucalyptus grandis, Salix
Embrya sp., Syringa sp., Juglans regia




Mikropropagace

I. Odvozeni aseptické kultury (vhodny explantat, kontaminace, fenolické latky)

\

I1. Multiplikace (médium, vhodny pomér hormont, pasaz 3 - 6 X)
* neni vhodny kalus

II1. Prenos rostlin do substratu (auxin v médiu)




Mikropropagace

Propagation
from

adventiti
shoots or

itious
embryos

Meristem culture
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(From single cells)

1. Holandsko
2. Italie

3. Francie

4. §panélsk0

5. Némecko

. mnoZeni

. ozdravovani
genofond

. gen. manipulace

. Slechténi

. sekundarni metabolit




Embryokultury

= Kkultivace zralych nebo nezralych embryi in vitro

1904 Hannig - embrya u redkve

1925 Laibach - aplikace v mezidruhovém kiizZeni r . Linum sp.
1945 Randolph - zkraceni Slechtitelského cyklu u r. Iris sp.
1970 Kasha, Kao - ziskani haplodi u jeCmene

Hordeum vulgare (zistava) X Hordeum bulbosum (eliminace chromozémii)




Embryokultury — in vivo

Embryogeneze zygotického embrya (in vivo):
zygota (priprava na 1. déleni)
faze pomalého vyvinu embrya po oplozeni
faze rychlého vyvinu, ristu a diferenciace embrya
faze dozravani embrya

faze prechodu embrya do dormance (ABA)

Zygota — linearni faze — globule — srdce —

— torpédo— vychazkova hil = Kkrouzek

Bariéry opyleni a oplozeni — vné&jSi (teplota, vlhkost,..)

vnitini (inkompatibilita, sam¢i nebo samici sterilita)




Embryokultury- in vitro

|. Kultura semennych embryi, tj. izolace plné vyvinutych

bipolarnich struktur obsahujicich korenovy a stonkovy systém

Il. Kultura proembryi, tj. izolace nezralych zarodku predchazejicich

diferenciaci déloh

Zygoticka embrya — vyZiva z endospermu (heterotrofni)

Embrya in vitro — vyziva z kultiva¢niho média




Embryogeneze in vitro

zygoticka embryogeneze — embryokultury
(embryo ze zygoty)

T

gametofyticka embryogeneze (prezygoticka) haploidni rostliny

— gynogeneze (vajecna bunka)

— androgeneze (pylové embryogeneze)

somaticka embryogeneze (postzygoticka)

= neprima (z diploidni bunky)




Embryokultury

. Prekonani bariér vzdaleného krizeni (aborce hybridnich embryi, sterility semen)
. Zkraceni Slechtitelského cyklu (vice generaci za rok)
. ReSeni jaroviza¢niho stadia

. Primarni explantat pro dalsi kultury

. Eliminace inhibice kli¢eni

. Studium mineralni vyzivy

. Uméla semena

L I &N N A W N

. Studium metabolickych vztahii mezi embryem a endospermem,

embryem a délohami

9. Ziskani haploidnich rostlin

' Inkompatibilita rostlin

(zarucCuje stabilitu druhu)

Opylovani— in situ

In VItro
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Allium cepa, Beta vulgaris, Brassica oleracea,
Cucumis melo, Gerbera sp., Helianthus annuus,
Lilium sp., Nicotiana tabacum, Oryza sativa,
Solanum tuberosum, Zea mays



Hybridizace

rezistence vuci abiotickému stresu
rezistence vuci skudcum

pienos znaku z jin¢ho druhu

vySSi vynos

Bariéry

Technika prekonani

Pied oplodnénim

selhani kliceni pylu

pomaly rist pylové lacky

pylova lac¢ka neroste

selhani ziskani sexualnich hybridi
odlisSné ¢islo chromozomi

Po oplodnéni

abortace embrya
sterilni hybridy

odstranéni blizny pestiku

chemické predpiisobeni fytohormony
opylovani in vitro

flize protoplastii

chemické navozeni duplicitychromozomi

in vivo/in vitro embryokultutry
chemicka diploidizace (zdvojeni chromozémii)




Kalusové kultury

Kalus = masa délicich se a rostoucich bunék

* za urcitych podminek regenerace prytu a korinki

Primarni explantat — kalus — meristemoid — organové primordium

Masa bun¢k, které nejsou uniformni, mohou se lisit velikosti,
tvarem, pigmentaci, metabolismem nebo poctem chromosomii



Kalusové kultury

- somaklonalni variabilita — spontanni mutace a nové znaky
- mikropropagace — cibule, Zen-Sen .....

- vychozi material pro suspenzni Kulturu (mrkev) a protoplasti

polyploidie

- material pro indukované mutace (zafeni, chemomutageny) | aneuploidie

- sekundarni metabolity (alkaloidy, AMK, saponiny, oleje, sloZKy viini,
protinadorové latky, steroidy, ...)

Selekce mutantii se zlepSenou nutri¢ni hodnotou (vice bilkovin v zrnu)
Rezistence vuci zasoleni (Vysoky turgor v buiikkach, akumulace NaCl ve Vakuolz’lch)
Rezistence vii¢i chorobam (syntéza fytotoxini, fytoalexinii)

Sekundarni metabolity
(= chemické individuality v rostlinach — barviva, viiné, chuti, obrana)
Capsicum sp. - capsaicin
Papaver somniferum - codein
Vanilla planifolia - vanilin



Kalusové kultury

izolace explantatu = organova kultura

1

dediferenciace jiz specializovanych bunék pletiva

(ztrata funkci a struktur, zména metabolismu)

1

tvorba kalusu

rustové regulatory

kultiva¢ni podminky

regenerace rostlin z kalusu - organogeneze

(postupna diferenciace pryti a korent)

- somatickda embryogeneze neprima

(vznik celé rostliny ze somatické burnky)




Karyologicka variabilita (proménlivost)

1. primarni explantat (typ pletiva, stari,..)

2. efekt ristovych regulatori (2,4-D)

Geneticka variabilita

1. spojena s dediferenciaci a tvorbou kalusu

‘&” \("‘.o
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2. rust a diferenciace t‘& a (0, o> LR
3. somaklonalni variabilita (SV) ?‘ :o,‘r -
3 o 't"‘ Q’:;z
v s

SV je vlastnosti EKR odvozenych z diferencovanych pletiv
zahrnujici proces dediferenciace

Variabilita detekovana u rostlin regenerovanych z bunécné nebo kalusové kultury.



Selekce mutantu In VItro (projev mutace):

e znak je stabilni i v nepritomnosti selekéniho faktoru
* projevi se za danych podminek

* projevi se v nizké frekvenci

e exprese na urovni regenerovanych rostlin

e sexualni prenos v naslednych generacich

Sekundarni metabolity (= chemické individuality v rostlindch — barviva, viiné, chuti, obrana,.)

Artemisia annua - artemisin (antimalarika) Capsicum sp. - capsaicin (protinadorové)
Coptis japonica - berberin Digitalis lanata - digoxin (srde¢ni stimulanty)
Lithospermum erythrorhizon - Sikonin Papaver somniferum - codein (sedativa)
Panax ginseng - (imunitni systém) Taxus breviola - taxol (protinadorové)
Vanilla planifolia - vanilin (aroma) Zingiber officinale - gingerol (antioxidant)

Perspektivy - extrakty ziskané za reprodukovatelnych podminek, spolehlivé zdroje, médium
- mnozZstvi Cisteého produktu



Sekundarni metabolity (SM)

rostlina bunéc¢na kultura
/ burky rostou v
/ extrakt \ tekutém me.dlu
- ne rostlina
provérovani oddélovani

testovani/provérovani

/

¢iSténi aktivni slozky

T~

antioxydanty

¢ista bioaktivni latka

produkt rostlina in vitro rostlina  pomér
(%0) (%)
ginsenoside Panax ginseng 27 4,5 6 X
ﬁrosmarinic acid  Coleus blumei 27 3 9 x V
caffeic acid Vanilla planifolia 0,02 0,005 4 X susiné
shikonin Lithospermum 20 15 13,5 x
erythrorhizon

ubiquinon-10 Nicotiana tabacum 0,036 0,003 12 x

Heldman et. al 2011.



Sekundarni metabolity (SM)

Rostlina Ucinna latka Ucinek
Artemisia annua pelynék rocni artemisinin antimalarikum
Digitalis lanata naprstnik vinaty digoxin srdecni stimulants
Dubosia myoporoides | lilkovité atropin, scopolamin ocni pripravky, morska nemoc
Lithospermum kamejka
erythrorhizon rudokorenna shikonin protinadoroveé
Panax ginseng ZenSen pravy ginsenosidy stimulant imunitniho systému
Salix alba vrba bila salicin antirevmatikum, proti horecce

Taxus brevifolia

tis zapadoamericky

baccatin, taxol

protinadorové

vinblastin protinadorové alkaloidy
Vinca rosea barvinek razovy vinkristin leukémie
Rostlina Extrakt Ucinek
Linum usitatissimum len sety olej

Mentha piperita

mata peprna

matovy olej - mentol

Zaludecni potize

Mentha spicata

mata klasnata

mentol

Zaludecni potize

Zingiber officinale

zazvor obecny

gingerol

antioxidant

informace z tradi¢ni lidové mediciny - pouziti extraktl a purifikace

zdroje z nedotceného ekosystému

kalusova kultura
bunécna suspenze
organova kultura - Artemisia, Mentha - pryty

bunécna kultura



Sekundarni metabolity (SM)

Strategie tvorby SM

vybér donorovych rostlin - biochemické testy
iniciace kalust

V}"bér bunécné linie - rychle rostouci, vysoka produkce

cilen}? metabolismus - kultivaéni médium (sloZeni, koncentrace, proporcionalita)
kultiva¢ni podminky (teplota, svétlo, pH)
zvlastni pozadavky (prekurzor, simulace stresu - napadeni patogenem)

uvolnéni do média

vyhody bunécéné kultury
nezavislé na geografickych podminkach
nezavislé na sezénnich podminkach
v kontrolovanych podminkach
v prirod¢ kontrolovano mnozstvi, in vitro ne
nepfetrzita dodavka produktu
uniformni kvalita produktu
uniformni vytéZznost produktu (pribézng)
vybér vhodné linie s vyssi produkci produktu

moznost tvorby novych latek, nenormélnich u donora

nevyhody bunécné kultury
stale se vyvijejici

prekazky - pomaly rist
genetickd nestabilita
riznorodost
nizky obsah metabolitu
produkty vylucovani

provozni- svételné podminky
aseptické podminky

Heldman et. al 2011.



Somaticka embryogeneze a suspenzni
kultury

‘ Bunécna suspenze = prevedeme kalus do tekutého média

a provzdusSnujeme (kontakt bun&k a shluké bunék s médiem)

* auxin (2,4-D)

vznika bipolarni struktura obsahujici koren a pryt

Vyuziti:
" “—— umél4 semena (enkapsulace som. embryi)
vyuziti somatické variability

klonové mnozeni

sekundarni metabolismus (suspenze)

s s

C

syntetickd semena kryopre zZervace



Somaticka embryogeneze a suspenzni
Kultury

Stejna vyvojova stadia jako embryogeneze in Vivo:
globule— srdce — torpédoi vych. hiil — Kkrouzek

rostlina

1958 Reinert, Smith u mrkve

1 g mrkve — 1000 embryi

Transformace — 1. transgenni jehli¢nany — bombardovani SE



Vznik suspenzni
Kultury a umélych
semen

Sequoia sempervirens

Tissue Culture Clonal Propagation

( Mammllon
2. Staging

3. Dormancy
Induction

Bioreactor

rust bunék
tvorba produkti

3 \'

Daucus carota

Enccpsulaﬂon

P

Seeding
Gel Suspension

2 Fuid
Drilling

Seed Tape
Technology

Transplants




Androgeneze

prasnikové a mikrosporové kultury

Androgeneze - kultivace prasniki, pyl. zrn, mikrospor,
= sam¢i genotyp

Gynogeneze - kultivace neoplodnénych vajic¢ek

Haploidie - spontanni = haploidni partenogeneze (gynogeneze, androgeneze) 10°

- indukovana = eliminace genomu, inkompatibilita

- experimentalni:
fyzikalni faktory = UV, y-zareni, X-paprsky, teplotni Soky
chemické faktory = kolchicin,....
zasahy do procesii opyleni a oplozeni (inaktivni pyl)
explantatové metody = prasnikové a pylové kultury, kultivace

semenikii a vajiCek, chromosomalni redukce u kalusové,

bunéc¢né a protoplastové kultury




Prasnikové a mikrosporové kultury

Diikaz totipotence bunky:

* vyvojove stadium pylu
* predpiisobeni na poupata (chlad, heat shock)
e metoda izolace mikrospor, pylu

e kultiva¢ni podminky

* vysSi osmoticka hodnota média

prasnikové x mikrosporove kultury

tabak cv. SAMSUN



Prasnikové a mikrosporové kultury

Stadium pylu in vivo
Tetrady a mladé mikrospory (jadro v G1 fazi)
Stredni faze, vyvinuta exina, vakuola, jadro v G1
Pozdni faze mikrospor (jadro v S fazi nebo G2)

Pylova mitoza

Dvoujaderné stadium - vegetativni a generativni jadro




Prasnikové a mikrosporové kultury

Ontogeneze pylu

In vivo: mikrosporogeneze
Pylova materska bunka
Meiosa

Pylové tetrady

Vyvoj mikrospory (1. pyl. mitéza)

Pylovy dimorfismus

In vitro vyvej embryoidu z:

(vegetativni, generativni bunka)

-prima embryogeneze

-neprima embryogeneze

A @ POLLEN MOTHER CELL

MEIOSIS
\
@ HAPLOID MICROSPORES
B <)

MITOSIS
4 \
111

DISCHARGE FROM ANTHER GENERATIVE CELL DIVISION
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X

POLLEN TUBE WITH TWO SPERMS



Prasnikové a mikrosporové kultury

In vitro vyvej embryoidu
- pred délenim

- vegetativni

- generativni bunka

- fize buné¢k

PMB — tetrady —
zména 1. mitdzy napt. chladem
Asymmetric division w nnnnn

Types of nuclei and products of their divisions:

(O nucleus in uninucleate microspore

@ nucleus of the g etative cell

@n cle sof the ge tve cel!

@ nucle f rmed ft f of vegetative and
gener cell nucle

nucleus formed after symmetric division of
uninucleate microspore

kolchicin



Prasnikové a mikrosporové kultury

@

prima

/

D0

20-60 dnl |IZOLOVANE
PRASNIKY

proliferace

I

proembryoidy embryoidy rostlinky zakorenéni

PYLOVA EMBRYOGENEZE

A NDROGENETZE

| nw\ﬁmé\:@——-/ »m——— py Y >
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HAPLOIDY

=

DIPLOIDY
POLYPLOIDY
(VZACNE)

]

HAPLOIDY

mixopioidni

dipioidni zakoreneni
kalus

ORGANOGENEZE

-

DIPLOIDY
POLYPLOIDY

ANEUPLOIDY
CHIMERY
(VZACNE)

Vice nez 200 druhti (tepka, ryze, kukufice, obiloviny,..)




Prasnikové a mikrosporové kultury

Vyuziti haploidi (maji jen jednu sadu chromosomii)
Segregace vloh na gametické urovni — homozygotni stav (gisté linie v F2 generaci)
Detekce recesivnich mutaci (fenotypicky projev)

Trpaslici varieta — u okrasnych rostlin

Dihaploidizace

n rostliny - sterilni

104 - 1051kr0spor/m1 média



Gynogeneze - kultury izolovanych vajicek
kvétenstvi In Vitro (moruse)

izolovana vajicka
Samiéi B SRR} arostliny
kvétenstvi RED




Vyuziti haploidu v praxi

2)

URYCHLENI SELEKCE
A SNIZENi ROZSAHU

ODVOZENE
SLECHTITELSKEHO ZE STEPICICH
MATERIALU GENERACI

GENETICKA
ANALYZA
POLYHAPLOIDY MONOHAPLOIDY
HETEROZE MONOSOMIKY
(3x)

®

Jbr. 18 Vyuziti haploidi ve §lechténi rostlin.
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NESOUCi
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_ MUTACI
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[HAPLOIDY |

RPASLIC]
ATRAKTIVNI

PROTOPLASTOVA
A BUNECNA KULTUR

FORM
U OKI_IASNY'CH MUTAGENEZE
DRUHU A SELEKCE in vitro

N
REGENERACE ROSTLIN

NOVE GENOTYPY
PRO SLECHTEN(

® ®

Gynogeneze — Beta vulgaris, Gerbera jamesonii, Allium cepa




Androgeneze

Beta vulgaris - homozygotni linie
Brassica napus - nova odriuda, linie
Lycopersicon - nova odrida
Nicotiana - nové odrudy

Oryza - nové odridy

Pelargonium - trpasli¢i variety

Triticum — cv. Florin, Huapei

Androgeneze

Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby Praha
Vyzkumny Ustav obilnéisky Krométiz
Vyzkumny Ustav olejnin Oseva



Protoplastové kultury

= Kkultivace rostlinnych bunék zbavenych bunécné stény

Protoplast = rostlinna bunka bez bunéc¢né stény, jeji povrch tvori

cytoplazmaticka membrana, ma kulovity tvar

4

Stupné somatické hybridizace:

e [zolace protoplastii
» Fuze protoplasti (typ)

 Selekce a regenerace rostlin

* Analyza regenerovanych rostlin




Protoplastové kultury - 1zolace

1. mechanicka
2. chemicka — enzymy (celulasa, hemicelulasa, pektinasa,...)

jednostupnova x dvoustupnova

spontanni x indukovana

Faktory ovliviiujici izolaci protoplastu:
* rostlinny material — genotyp
* zdroj pletiva
* fyziologicky stav donorové rostliny
® sloZeni enzymatické smési a doba piisobeni

* osmotické podminky (470 — 700 mOsm)

® kroky v priibéhu izolace protoplasti (postup)




Protoplastové kultury - kultivace, regenerace

Médium (kapkova kultura, tekuta média, mikrokomiirkys,..)

Pozadavky na vyzivu

Vnéjsi podminky kultivace

Regenerace:

1. Stupen - iniciani = syntéza bunécné stény, iniciace bunécného déleni,
vznik kolonii, mikrokalust

2. Stupen - diferencia¢ni = indukce vyhont na kalusech

3. Stupen - korenici = indukce tvorby korenii na vyhonech oddélenych

z kalusu




Protoplastové kultury - regenerace

Faktory ovliviiujici kultivaci a regeneraci
Hustota ( pocet protoplastii v 1 ml)
Zivotnost (%)

Podminky kultivace a médium

Vyuziti

* Studium syntézy bunéc¢né stény

* Studium transportu latek pres cytoplasmatickou membranu

e Somaticka hybridizace (flize protoplastii)

 Inkorporace exogenniho genetického materialu — organel, cybridizace

* Genové transformace (cizoroda DNA z bakterialniho plasmidu)

Prirozena mezidruhova hybridizace stala za vznikem nékterych kulturnich plodin:

B. oleracea + B. campestris = Brassica napus Nicotiana sylvestris + N. tomentosa = Nicotiana tabacum




Protoplastové kultury - chemicka fuze

indukovana

PEG, NaNO,, Ca,NO,
polyvinylalkohol, dextran
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Protoplastoveé kultury — chemické fuze

106 protoplastt/ml






Protoplastové kultury- fuze protoplasti

plnokvé

S

tost

Prenos jaderné a cytoplazmatické genetické
informace mezi rostlinnymi druhy, rody

Vyuziti

- prekonani sexualni inkompatibility

- prenos genii rezistence vici virovym, houbovym
chorobam

- prenos cytoplazmatické samci sterility

- prenos rezistence vuci strestim (teplotnim, zasoleni,..)

- prenos rezistence vaci hmyzim Skidcim
(syntéza fytoalexinii)

- prenos genu pro syntézu zasobnich proteint,
vitaminu, alkaloidi




Protoplastové kultury- fuze protoplastu

Identifikace somatickych hybrida
* morfologicky (habitus, Zivotnost pylu)
* karyologicky
* pouziti sond s DNA sekvenci (DNA-DNA hybridizace, RFLP analyzy)

° biochemicky (izoenzymy, dil¢i proteiny, sekundarni metabolity)

* plastidova, mitochondrialni DNA

fosfoglukomutasa

rajce pepino TN



Protoplastové kultury- fuze protoplastu

Selekce som. hybridu

N. repanda X N. sylvestris N. tabacum

sistant esistant
5X 105Protoplasts 5X 105Protoplasts
S (]
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PEG Fusion
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Protoplast Medium
No Selection

Callus Medium
Kanamycin & Hygromycin
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Shoot Medium
Kanamycin & Hygromycin

\

‘ Rooting Medium

No Selection

&

Solanum tuberosum malatdehydrogenasa

Lycopersicon pimpinellifolium

rezistentni plany druh



Protoplastové kultury- fuze protoplasti

Fuze indukovana - elektrofuze

AC fetizkovani protoplastl - stiidavy

DC pro fuzi - stejnosmérny

V ptirod¢ blesky — do piidy modifikace bakterii???



Protoplastové kultury - elektrofuze

RiE!




Protoplastové kllltlll‘y- mikrofuze protoplastu

kultivace v mikrokapkach




Protoplastové kultury

PROTOPLAST NUCLEI

STAINED WITH HOECHST
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mikroprotoplasty 5 30P
mix 1:20 (50) = o008
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NUCLEAR UPTAKE

STAINING WITH EVAN S BLUE
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NUCLEAR UPTAKE

NUCLEI TAKEN-UP
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mikroprotoplast - chromozém



Protoplastové kultury- fuze protoplastu

Fuze protoplastii rodu
Brassica s planymi druhy

Armoracia rusticana
Barbarea vulgaris
Camelina sativa
Capsella bursa pastoris
Diplotaxis catholica
Diplotaxis muralis
Diplotaxis harra
Eruca sativa
Lesquerella fendleri
Mathiola incana
Moricandia arvensis C4
Moricandia nitens C4
Raphanus sativus
Sinapis alba
Sinapis arvensis
Thlaspi perfoliatum
Thlaspi caerulescens

' vyuzitipro §
fytoremediace

Brassica juncea Tlaspi caerulescens
akumulace Pb akumulace Zn a Ni

. /

hybrid se zvySenou rezistenci k Pb, Zn a Ni

rychly narast
biomasy

N

Brassica napus Thlaspi caerulescens

&ridi rostly na VYS(@I obsahu Zn



Cybridizace - asymetrické hybridy
cytoplasmické hybridy

1. Inaktivace nebo odstranéni jadra jednoho rodice (UV, X-ozareni)
2. Fuzi protoplastu a subprotoplastu nebo mikroprotoplastu

3. Eliminace chromosomi jednoho rodi¢e béhem proliferace

brambor, brasika, raj¢e, mrkev, tabak, citrusy, ryze

CMS, tolerance k herbicidim

cybridy nelze ziskat klasickou hybridizaci (kfizenim) —

samci pohlavni bunky (pyl. zrna) nema;ji plastidy a mitochondrie




Cybridizace - asymetrické hybridy

hypok. protoplasty s CIJJIS

na mitochondriich

Brassica napus
fepka

CMS = cytoplasmic
male sterility

“Donor” Parental
Line B Protoplast

“Recipient” Parental
Line A Protoplast

Nucleus B— |

N 4

Protoplast Fusion

TOA Metabolid @
Inhibition

Mixed Cytoplasm

Nucleus A

T

A [mt-B/cp-B] A [mt-B/cp-A]

Nucleus A

{

Organelle Replication
and Random Segregation

N o

T

A [mt-A/cp-B]

o o
N R Q-
Alloplasmic Reverse Desired*
Substitution Cybrid |mt-A/cp-B]
Cybrid Cybrid

Mixed Organelles

Cybrids

Nuclear Inactivation by
Gamma or X-irradiation

A [mt-A/cp-A]

[/

Parental
Type

u 150 druhi

k produkci heter6zniho osiva, odpadé kastrace poupat

mesofyl. protoplasty
CTT na chloroplastech

CTT = cytoplasmic
triazine tolerance



GMO - transgenni rostliny

Transgenoze — vnaseni znamych jednotlivych genu do dédi¢ného
zakladu (poprveé 1978)

Pro prenos - Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes, E. coli

Metody transformace podle prenosu DNA do bun¢k
Pifime: mikroinjekce DNA
bombardovani mikroprojektily

elektroporace protoplastii

Nepiimé: Agrobacterium sp.

S e,

emena, embrya, listoveé disky, kofeny, protoplasty




1994
1996
2000
2001
2007
2010

GMO - transgenni rostliny

povolena zelenina - rajCata

komercni osivo GM kukufice

vakcina v GM plodech banant

zlatd ryze (schopnost akumulovat karoten a Zelezo)

na 42 mil. ha svéta (22 zemi, péstovana Bt kukufice a Bt bavinik)
1. transgenni hrach v Evropé (CR, Agritec Sumperk)

Okrasné rostliny

- oddaleni starnuti kvétd raze, karafiaty

- zmény barvy kvéta

- zmény viné

- modifikace rezistence

Lesni dreviny

topol

- modifikace obsahu celulosy, snizeni obsahu ligninu (Cina)

borovice—"

- rezistence vuci patogennim houbam



GMO - transgenni rostliny

* rajCe - zvySena trvanlivost plodu (1994)

 kukurice - odolnost k zavije¢i kukuricnému (endotoxin), tolerance k herbicidu
* s0ja - tolerance k herbicidu ROUNDAP, zvySeny obsah k. olejové

* fepka olejna - tolerance k herbicidu ROUNDAP, zvySeny obsah k. laurové

e brambor - tolerance k hmyzim §kiidcim (mandelinka bramborova), k PVY

e cukrovka - tolerance k herbicidu ROUNDAP

e bavinik - k hmyzim §kiidctim, geny toxinu z B. thuringiensis

* pSenice - tolerance k herbicidu, rezistence k abiotickym strestm

e ryze - s dlouhym zrnem, tolerance k soli, tolerance k herbicidiim

e l[en - odolnost k herbicidu

e tykev - odolnost k virim CMV, ZYMYV

Vkladaji se 1 signdlni nebo selekéni geny (jsou nezadouci v odrud¢)




GMO - transgenni rostliny

Cartagensky protokol o biologické bezpecnosti 29. 1. 2000 Montreal
(OSN — program pro Zivotni prostiedi UNEP) platnost 11. 9. 2003

CR podepsala 24. 5.2000 (gmo.vscht.cz) nyni vice neZ 100 statd
e opatreni ve statech, které se pripoji k projektu (dovoz, vyvoz, transport)
e vzdélani odborniki a informovani verejnosti p NV

ro vegetacni casti
e vytvoi‘eni nové legislativy GMO (www.env.cz ) nebo plody

e spoluprace pri vyméné zkuSenosti

Experimenty probihaji

- in vitro kulturach v uzavireném laboratornim systému

- experimenty s transgennimi rostlinami v uzavireném skleniku
- oznacené pozemky

MZe — kontrola potravin CR 2007:
USA, Kanada, Brazilie, Argentina, Brazilie, Cina 71 organizaci uzavien¢ nakladani s GMO
Némecko, Spanélsko, Rumunsko, Bulharsko 11 organizaci uvedeni do Zivotniho prostiedi

Svét-vice nez 90 mil. ha, vice nez 20 zemi



Perspektivy GMO rostlin

Prinosmm=) sniZeni chemické zatéZe v prostiedi, pokles insekticidi, herbicidi

Uvolnéni do obéhu

- testy zdravotni nezavadnosti Co neni dovoleno je Zakézé@

- zapis do seznamu odrud

- oznaceni potravin (sledovatelnost), souhlas dovazejici strany

GMM (bakterie, kvasinky, vlaknité houby) BB vyroba antibiotik, hormont, enzymi

GMZ (maji nizsi schopnost ve volné prirodé prezit)
drapatka (neni schopna prezit)
myS (produkce farmaceutickych proteint, studium vyvoje chorob a 1ékii)
ryby (riistovy hormon v jatrech, 3 - 4x zvy$eny rist: kapr -Cina, losos - USA)

riziko vysoka plodnost, Zivotaschopnost

makak ANDI — studium dédi¢nych defektti u ¢lovéka (genové vylepseni napi. pro hemofylii)




Perspektivy GMO rostlin

Geneticky modifikované organismy (GMO)

* zlepSeni genetické vybavy kulturnich rostlin
zlata ryze - pro syntézu f-karotenu, zvySeni ionti Fe - vneseni geni pro ferritin
ze soji do ryze
* jedlé vakciny
produkce antigenii, které jsou v téle schopné vytvaret protilatky vaci
nakazlivym chorobam (transgenni banany, ryze, pSenice, rajce, brambor ...)

* odolnost kulturnich rostlin vaci abiotickym strestim,
Skodlivym organismum, p¥. virim, houbovym patog., hmyzim $kidctim
* latky s farmaceutickym uc¢inkem
* produkce oleju (fepka olejna)
* rychle rostouci stromy pro vyrobu papiru

* biodegradovatelné plasty, naprava kontaminace
* boj s podvyZivou
e plodiny bez alergentu




Perspektivy GMO rostlin

Pri hodnoceni GMO se zvazuje:
rizika z uvedeni GMO do prostredi

- poskozeni zivotniho prostiedi

- sniZeni biologické diverzity

- poskozeni zdravi ¢loveéka a zvirat WWWW.ENV.CZ
- prenos pylu

- likvidace zbytki GMO

uzitné vlastnosti GMO
- efektivita
- snizeni ztrat

- produkce farmak (humanni inzulin pomoci E. coli)

- nutri¢ni hodnoty



http://www.env.cz/

Fytopatologie In vitro

Ozdravovani rostlin
Klonové mnozeni rezistentnich taxonu

in vitro selekce = kultivace bun¢k se selek¢énim Cinitelem (fitrat, inoculum, toxin)

— ptezivajici buniky jsou regenerovany do rostlin resistentniho fenotypu

Studium interakce  rostlina X patogen v kontrolovanych podminkach

Druh Patogen Typ biologického testu Cil
Coffea arabica Colletotrichum kahawae rust houby na kalusech vybér rez. genotypt
Vitis vinifera Elsinoe ampelina rust kalusu na médiu s pat. | testy rezistence
Lycopersicon aes. | Alternaria alternata testy na izol.listech in vitro | hodnoceni toxicity
Pinus taeda Cronartium quercuum embryokultury s houbami vybér rezist. embryi
Triticum aestivum | Microdochium nivale listy, semenacky in vitro vybér rezist. kultivart




Fytopatologie In vitro

Embrya
a
In vitro selekce
rezistentnich
rostlin
(embryi)
toxin nebo filtrat
v médiu

3

testy na listech




Fytopatologie In vitro

4: Selection of plant cells for desirable characteristics

alfalfa suspension
culture +

B5g medium +
fungal culture
filtrate

PCV measurements

fresh B5g
media +
fungal culture filtrate initiate
regeneration

sub-culture

hormone-free
medium

) A Yo alfalfa
plantlets === Ay plantlets in
peat pellets

stem cuttings in
culture filtrate
well

established
plant

rate disease
severity

Figure 2. In vitro selection and regeneration of alfalfa plantlets resistant to V. alboatrum
fungal culture filtrate.

Verticilium

Kli¢eni semen s toxinem nebo filtratem

In vitro selekce k toxinum




Toxikologie In vitro

In vitro testy pro hodnoceni toxicity (pesticidi, herbicidu, odpadi,...)

bez pokust na zvitatech v kontrolovanych podminkach

Testy i piimého kontaktu

extraktu

Vyuziti prokaryotické a eukaryotické rostlinné bunky

/

sinice rasy, rostliny, kalusy, bunécéné kultury

toxikologické laboratorni zkousky v modelovych biologickych systémech
alternativnimi metodami in vitro

Ovlivnéni signalnich drah apoptozy
Utinek latek na buiiky v oxidaénim stresu

Biologicka aktivita latek
zatim na kultivovanych baktériich nebo sav€ich bunkach



In vitro selekce k abiotickym stresum

Teplota, voda, kyslik, nedostatek nebo nadbytek Zivin

stres > aklimatizace > rezistence

Vyuziti pro testovani- zjisténi tolerance k soli (NaCl), tézkym koviim, toxintim, herbicidim

Plodina Selekéni faktor Cil

: : : resistentni rostliny
Citrus sinensis NaCl

Nicotiana tabacum NaCl tolerantni rostliny
Orysa sativa NaCl rezistentni rostliny
Solanum tuberosum NaCl rezistentni kalusy

tolerance a rezistence k salinité




Uchovavani genofondu In vivo

Genove banky g
picberky

1. Uchovavani semen — semenné banky (od 1 roku - .....)

2. Uchovavani vegetativnich organt — hlizy, cibule, fizky

1996 FAO (Food Agricultural Organization) - celosvétovy plan pro zachranu a konzervaci
genetickych zdroji pro potraviny a zemeédélstvi

Genobanka (Genetic resources centres)

- shromazd’uje, udrzovanim, studiem, dokumentaci a vyuzitim rostlinnych genetickych zdroj
- soustied’uje primitivni a poloplané formy kulturnich rostlin, plané piibuzné kulturnich rostlin,
krajove, star¢ a soucasne odrudy, mutace, zdroje cennych gentl a cenny Slechtitelsky material
- zachovani mizejici a ohroZeny rostlinny genofond pro budouci potteby Slechténi

- zachovani diverzity pro zemédélstvi a potraviny budoucich generaci

Databaze — ptistupné z celého svéta



Uchovavani genofonduv CR

Narodni informacni systém genetickych zdroji EVIGEZ
25 000 http://www.genbank.vurv.cz/genetic/resources/

Sit’ specializovanych instituci zapojenych do Narodniho programu

2300 polozek

polozek

4700 polozek

Holovousy s.r.o.

Chmelafsky institut yzkumny dstav rostlinné vyroby
Zatec, s. r. 0. gendvi banka
Praha - Ruzyné

Vyzkumny ustav okrasného zahradnictvi

S Prihonice

VURYV - Vyzkumni stanice vinaiska, ,
KarKtejn Vyzkumny ustav bramborifsky VURY, genovi banka

Ila\‘lit‘kl‘n;‘l!rod. S. 1. 0. Olomouc g Oseva PRO s.r.o0.

Vyzkumna stanice 2000

travinarska }
ZiES polozek
VyzKumny ustay picninaisky, s.r.o. »
Troubsko @& ZemEEISKy vy enizmny
ustav KroméFiz s.r.o.
Mzndelova zemédélska a lesnicka univerzita 5400

Zahradnicka fakulta

- Lednice na Moravé g pOlOzek

Ampelos a8 a _':3
Vyzkumni stanice vinaFska, A
Znojmo, Vrbovec

Opava

~

2100

poloZek genofond odrid meruncék,

broskvoni, mandloni, révy
vinné, kdouloni, lonicer,
rakytnikii a diini

2400 polozek



Uchovavani genofondu In vitro

Kratkodobé nebezpedi v piipadé havarii -
- aktivné rostouci kultury (pravidelné pasaze) virata olekee
- uchovani kultur v minimalnim ristu ~ nizsi teploty kultivace

- vizualni kontrola vzorkl

- rychlé namnoZeni rostlin podle potfeby

- neni reinfekce bezvirdzniho materialu

VUB HB - 1548 polozek v in vitro bance
Dlouhodobé

- za velmi nizkych teplot (-196°C) = kryobanka

Kryoprezervace

skladovani pletiv pfi ultranizkych teplotach

minimalizace ristu a vyvoje in vitro

uchovani zivotaschopnosti a geneticke stability Slechtitelskych materialti zachovani
plného vyvojového a funkéniho potencialu

postup

- obaleni pletiva ochrannou vrstvou (enkapsulace), pouziva alginat sodny -
(izolované meristémy, kalusy, suspenzni Kultury, veg. mnozené rostliny)

- odvodnéni (dehydratace)



Uchovavani genofondu In vitro

prasniky a pyl pletiva a organy meristémy, apikalni vrcholy
kalus
suspennzni somaticka
kultury embrya

l i
KRYOBANKA

omezeni starnuti dlouhodobé skladovani

ozdraveny material nizs$i naroky na uchovani
uchovani genetické stability mezinarodni vyména

prodlouZené pouziti pylu nizsi podil lidské prace

A

uchovani vzacnych rostlin poti‘eba mensiho prostoru

jednoducha a dostupnd mezinarodni
vymeéna vzorkil



Terminologicky slovnik

Adventivni embryo - embryo vyvinuté z nepohlavnich bunék
Adventivni organ - vytvari se na neobvyklém misté (z kalusu)
Alginat - vytazek z ras

Antiauxiny - latky protikladné auxinu (TIBA)

Apikalni - vrcholovy

Apikalni dominance - nadvlada vrcholu nad postrannimi vétvemi
(u prytu zeslabuje vétveni auxin a zesiluje cytokinin, u korenti opa¢né)

Aplikace - pouziti

Apoptoza - programované odumirani bunky

Asepticky - stav bez pritomnosti mikroorganismi v kulturach in vitro
Auxin - rostlinny hormon tvorici se v délivych pletivech ve vrcholech
Bazalni - spodni

BA = BAP - cytokinin

Bunéc¢na kultura - buniky nejsou organizovany do pletiv




Celistvost rostlin - sladéni rostlinnych ¢asti v harmonicky celek

Cybrid - hybrid, ktery vznikl fuzi cytoplastu s protoplastem

Cytokinin - rostlinny hormén tvorici se hlavné v koienech
Dediferenciace - opak diferenciace pletiv, bunék

Diferenciace - fyziologické a morfologické zmény vedouci ke specializaci
Dormance - odpocinek

Embryo - zaklad rostliny uloZeny v semeni

Embryoid - utvar strukturné a funkéné podobny embryu, nevyviji se z
oplozené vajecné buriky, ale z buiniky somatické

Embryogeneze - tvorba embrya

Etiolizace - rist, vytahovani ve tmé, prodlouZeni pryti a zakrnéni lista
Etylén - rostlinny hormon

Explantace - izolace ¢asti rostlinného téla

Explantat - uméle odebrana, izolovana c¢ast rostliny za ucelem kultivace

Giberelin - rostlinny hormon tvorici se v korenech, nejmladsich listech,
pupenech, kli¢ich semenech




Hormony rostlinné - latky, kt. se v malych mnoZstvich v ur¢. ¢asti
rostliny tvori a v jiné zprostredkovavaji procesy....

Hybridni burika - vznikla fazi dvou odliSnych protoplasti

Indukce - vyvolani

Inhibice - zadrzZeni, zabranéni

Inhibitor - rastovy regulator brzdici rust

In vitro - ve skle, kultivace rostlinnych ¢asti za sterilnich podminek

In vivo - procesy probihajici v organismu v Firozenych podminkach

Kalus - masa parenchymatickych bunék tvorici se na poranéném povrchu
Klonovani - nepohlavni rozmnoZovani rostlin, odvozenych z jednoho explantatu
Korelace ristové - vzajemné riistové vztahy mezi ¢astmi rostlinného téla
Kryoprezervace - uchovavani rostl. materialu pri teplotach kapalného dusiku

Kys. abscisova - (ABA) - prirozena hormonalni latka inhibi¢ni povahy,
v dospélych listech, vznika z Kys. mevalonové
Kys. giberelova - (GA) - prirozena hormonalni latka stimulacni povahy, vznika
z kys. mevalonové




Lateralni pupen - postranni, bo¢ni pupen

Macerace - separace jednotlivych bunék z pletiva, naruseni stredni lamely
Meristém - délivé pletivo, primarni, sekundarni

Meristemoid - shluk mer. bunék uvnitr kalusu s moznosti diferenciace
Morfogeneze - vyvoj a diferenciace pletiv a organi

Morforegulatory - latky regulujici ristové procesy

Partenogeneze - vyvin vajecné bunky v embryo bez oplozeni
Primarni kultura - od izolace do prvniho pasazovani

Regenerace - obnova narusené celistvosti rostlin

Retardace - brzdéni (zadrZovani rustu)

Retardant - latka brzdici rist (CCC, TIBA)

Rhizogeneze - zakorenovani

Senescence - starnuti

Somaklonalni variabilita - rostlin regenerovanych z bunék nebo z kalust




Somaticky hybrid - buiika nebo rostlina, ktera vznikla fazi protoplasti
Somaticka hybridizace - fize protoplastu izolovanych ze somatickych bunék
Somaticka embryogeneze - vznik embrya z jinych bunék nez zygot

Stimulace - povzbuzeni

Stimulator - ristovy regulator povzbuzujici rist

Subkultura - prevedeni na svézi médium

Totipotence - schopnost rostlinné bunky diferenciace vSech pletiv i organismu

Transgenoze - vnaSeni jednotlivych genii do genomu
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