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TEORETICKE ZAKLADY /N VITROKULTUR U OVOCNYCH DRUHU

Ovocné druhy lze kromé prirozenych polnich podminek péstovat také v umélych laboratornich
podminkach. Jedna se zejména o kultivaci za specifickych podminek v uzavifenych nejcastéji
sklenénych nadobach ve specidlné upravenych kultivaénich mistnostech. Pro tyto kultury se proto
nejcastéji pouziva nazev kultury in vitro (tedy ve skle). V dnesni dobé se kromé sklenénych nadob
pouzivaji také nadoby z prithlednych plasti.

Dals$im pouzivanym nazvem jsou kultury rostlinnych explantatd. Na rozdil od polnich podminek
umoznuji kultury in vitro kromé péstovani celistvych rostlin i péstovani jejich oddélenych casti.
Casti rostlin odebrané za ti¢elem in vitro kultivace se nazyvaji explantaty. Explantdtem mohou byt
vegetativni i generativni organy a to diferencovana pletiva, nediferencovana pletiva (nejcast€ji ve
formé kalusu) i jednotlivé izolované bunky a protoplasty. U rostlin jsou somatické burky
totipotentni a je v nich tak obsazena cela geneticka informace pro vyvoj kompletniho organismu. Za
vhodné nastavenych a kontrolovanych in vitro podminek 1ze morfogenetické procesy u explantati
zakoncéit kompletni regeneraci celé rostliny. Pro odvozeni explantatové kultury je tedy vhodné
jakékoliv pletivo obsahujici bunky s funkéni genetickou informaci obsaZzenou nejcéastéji v jadre. Na
rostliny ovocnych druhi, které jsou péstovany ve sterilnim prostiedi, neptisobi, s vyjimkou virt a
fytoplazem, Zadné jiné organizmy (predevsim houby a bakterie).

Naroky na technické a materialni vybaveni pro produkci /n vitro kultur

Pro systém k produkei vychozich in vitro rostlin je tfeba mit k dispozici vhodné vybavenou
chemickou laboratot obsahujici minimalné analytické vahy, presné vahy, pH-metr, laboratorni
michacku, chladnicku a mikrovlnnou troubu. Pro sterilizaci roztokt a agarovych péstebnich médii
je nutné mit k dispozici sterilizaéni zarizeni dosahujici teploty nejméné 120 °C (napriklad parni
tlakovy autoklav). Pro sterilizaci pracovnich nastroji (skalpely, pinzety) je vhodna horkovzdusna
susarna, ktera vyuziva pitisobeni suchého horkého vzduchu pfi stanovenych parametrech teploty a
casu.

Horkovzdu$na su$arna a magnetické michadlo Flow boxy pro praci v aseptickém prostredi

Dale je doporucovano zatizeni pro pripravu demineralizované vody reverzni osmoézou, pripadné
elektrodestilaci. Tato voda slouzi pro ptipravu kultiva¢nich, agarem zpevnénych, ptid. Pro rist in vitro
kultur je nutna kultivaéni mistnost s fizenou teplotou a osvétlenim. Pasazovani a nésledny prenos in
vitro rostlin na Cerstvd média je nutno provadét v aseptickém prostiedi ,flow boxu“ s proudicim
filtrovanym vzduchem. Flow box umoziuje zachovat material sterilni pii manipulaci (pasaZovani) mimo
kultiva¢ni nadobu.

Pro pripravu zasobnich roztokd a médii jsou nutné odmeérné valce, odmeérné banky,
Erlenmeyerovy barky, kadinky, pipety, stficky, michadla, injekéni stfikacky, antibakterialni
mikrofiltry atd.

Odmérné bariky s pfipravenymi zasobnimi roztoky, Erlenmeyerovy bariky a sklenice
antibakterialni mikrofiltry uzaviratelné transparentnim vickem

2 Metodickeé listy OPVK



Pro préaci se sterilnim rostlinnym materidlem jsou nutné skalpely, pinzety, sklenéné petriho
misky, niizky a hlinikové félie. Jako kultiva¢ni nddoby pouzivame predevsim Erlenmeyerovy banky
(100 az 250 ml), sklenice uzaviratelné sterilizovatelnym transparentnim vickem nebo pro Gcely in
vitro kultivace specialné vyvinuté plastové nadoby.

Kryolaboratotf musi byt vybavena vakuové izolovanymi nddobami pro skladovani a manipulaci
s kapalnym dusikem (Dewarovy nadoby) a programovatelnym zamrazovacim zatizenim. Vhodny je
rovnéz diferencni skenovaci kalorimetr (DSC). Nezbytna je dikladna klimatizace kryolaboratoie
vzhledem k riziku vytésnéni kysliku z atmosféry mistnosti odparujicim se dusikem.

Puasobeni regulatord rastu-fytohormont u jednotlivych ovocnych druhti a odrid

Rostlinny hormon (=fytohormon) je organicka sloucenina, které je vytvarena samotnou rostlinou
v jedné jeji casti a poté premistovana do casti jiné, kde vyvolava urcitou fyziologickou reakci.
Prirozené i syntetické reguldtory réistu mohou na rostlinu pisobit stimulacné nebo inhibi¢né.
V praxi pii in vitro kultivaci rostlin vyuzivime pravé tyto regulatory rtistu (RR), abychom docilili
napft. tvorby korenti, organogenezi, prodluzujiciho rtistu nebo pro multiplikaci rostlin v umélych
podminkach laboratote. Mezi zdkladni a nejéastéji pouzivané RR pii kultivaci rostlin v podminkach
in vitro patfi auxiny, cytokininy, gibereliny, dale kyselina abscisov a etylén.

Auxiny a jejich praktické vyuziti

Auxin je syntetizovan v apexu, mladych listech, organech, vyvijejicich se plodech a semenech.
Jeho obsah je vysoky hlavné u mladych, intenzivné rostoucich organti a stafim klesa. V xylému je
hladina auxinti velmi nizka. Auxin ma zasadni vyznam pro organogenezi a utvareni rostlin a udrzuje
polaritu rostlin. Ovliviiuje vétveni nadzemich i podzemnich ¢asti rostlin. Auxin je zodpovédny za
apikalni dominanci. V laboratorni praxi se vyuziva pro stimulaci zakotfenovani rizk{, pti probirce
kvéti nebo jako herbicid. Z vnéjsich faktort ovliviiujicich auxin je nejdtlezitéjsi svétlo (kvalita,
intenzita, doba piisobeni, fotoperioda). Pfipravené médium s obsahem auxini by mélo byt uchovano
na temném miste.

Mezi prirozené auxiny patti: kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-maselna (IBA),
kyselina 4-chlor-IAA, kyselina fenyloctova (PAA).

Syntetické auxiny pak mohou byt rozdéleny do péti skupin: Indolové kyseliny: Kyselina indol-3-
-propiova (IPA), Naftalenové kyseliny: Kyselina a-naftyloctovda (NAA) a B-naftyloctova (NOA),
Chlorfenoxykyseliny: 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T), 2-
metyl-4-

-chlorfenoxyoctova (MCPA), Benzoové kyseliny: Kyselina 2,4,6- a 2,4,5-trichlorbenzoova, dicamba,
Derivaty kyseliny pikolinové: Picloram

Cytokininy a jejich praktické vyuziti

Cytokininy jsou diilezité pro hormonalni regulaci déleni bunék explantatovych a bunécénych
kultur, ale i ve vrcholech stonku u celistvych rostlin. M4 opaény t¢inek jako auxin — snizuje apikalni
dominanci a zplisobuje vétveni rostlin. Podporuje vegetativni riist a zpomaluje starnuti. Spolu s
auxinem umoznuji regeneraci rostlin v explantatovych kulturdch. Dnes je zndmo pres 30
prirozenych cytokininii, z nichZ nejzndméjsi je kinetin (6-furfulaminopurin) a zeatin. Mezi
vyuzivané syntetické cytokininy patii benzylaminopurin (BAP) a isopentenyladenin (2iP). Cytokinin
se tedy vyuziva predevs§im jako slozka kultivacnich médii pro multiplikaci rostlinného materialu.

Gibereliny a jejich praktické vyuziti

Byly objeveny a pojmenovany po houbové chorobé ryze bakanae — Gibberella fujikuroi.
Gibereliny jsou skupinou fytohormonii, které maji mnoho funkei v regulaci ontogeneze. Ovliviiuji
dlouzivy rist, kliceni semen, nastup kveteni, podili se pii determinaci pohlavi, reguluji vyvoj plodi.
Jsou syntetizovany vSemi rostlinnymi organy, nejvice v mistech aktivniho ristu, v pupenech,
semenech a u nove se tvoricich organii. Vyuzivana je giberelin GA; (kyselina giberelova), GA,, GA,,
GA,.V zemédélské praxi jsou vyuzivany pro stimulaci a ipravu morfologie plodt (napt. ovocnéarstvi-
zvySeni nasazeni plodi).
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Somaklonalni variabilita

Za somaklonalni variabilitu povazujeme fenotypovou variabilitu genetického nebo
epigenetického ptivodu, ktera se projevuje vysokym vyskytem odchylek od ptivodniho fenotypu. K
castéjSimu vzniku somaklonélni variability dochazi u rostlin vystavenych stresu, tedy i u rostlin
odvozenych z bunéénych kultur in vitro. Geneticka variabilita je spojena s mutagenezi. Zmény se
mohou projevovat v podobé ploidii, multiplikace genu, zmén usporadani genii, rozsihlych i
bodovych mutaci. Geneticka variabilita je problémem pfi standardnim mnoZeni rostlin, uchovavani
genovych zdrojii a podobné. Na druhou stranu je pfinosem pti explantatovém Slechténi rostlin. Ke
zménam fenotypu dochéazi také na Grovni epigenetické. Tyto zmény ovSem po navraceni rostlin do
ptvodnich podminek postupné vymizi a rostlina se navraci k ptivodnimu fenotypu.

Somaticka embryogeneze

Somatickd embryogeneze je typ vegetativniho mnozeni rostlin, kdy vznikd embryo nebo tGplna
rostliny z jiné bunky, nez z oplozeného vaji¢ka (zygoty). Somaticka embrya jsou morfologicky i
fyziologicky srovnatelna se zygotickym embryem. Embryo si pritom nese zéklad stonku i korene.
Tento zplisob mnoZeni mé obrovsky koeficient (napf. z 1 gramu kalusu az 500 somatickych embryi
za mésic) a je prakticky vyuZzivan asi u 150 rostlinnych druhi.

Makro a mikro prvky

Makroprvky a miroprvky tvori anorganickou slozku umélych zivnych ptd (média), ktera je
nezbytné pro riist a vyvoj rostlinného materialu. Rostliny pfijimaji tyto prvky z média ve formeé iontt
a do média jsou pridavany ve formé soli. Jejich piijem rostlinami z média je ovlivnén koncentraci
jinych elementd, pH, teplotou rostlinnou tkani. Cast mikro a makro prvki je obsazena také v agaru.
K makroelementim je fazen dusik, fosfor, draslik, vapnik, hoté¢ik a sira, z mikroelementi
vyuzivanych pro in vitro kultivaci rostlin je to Zelezo (fyziologicky makroelement), mangan, zinek,
bor, méd, kobalt, molybden. Mnoho z téchto prvki miize byt obsazeno ve smésich pro pripravu
zivnych piid vyrabénych komercénimi firmami, coZ samotnou pfipravu v laboratofi usnadnuje a
zrychluje. Samostatné aplikace je pak formou pfipravenych zasobnich roztok smési mikroprvkt
nebo makroprvki nebo jednotlivych elementi

Zdroje energie - sacharidy

Rostlinny material kultivovany v podminkach in vitro potiebuje ke svému riistu a vyvoji energii.
Jako zdroj této energie nejCastéji slouzi sachar6za. Sachar6za inhibuje tvorbu chlorofylu a
fotosyntézu a rostliny pfechazi na heterotrofni zptisob vyZivy. Kromé toho také upravuje osmotickou
hodnotu média. Pri vyskytu infekei je to pak hlavné sachar6za, ktera narist téchto infekei zvysuje.
Koncentrace sacharo6zy je nejéastéji 2—4% (tzn. napt. 30 g sacharo6zy na litr média). Sachar6za miize
byt v nékterych ptripadech nahrazena cukry jinymi, jako jsou glukdza, fruktéza, rafin6za, maltoza,
lakt6za, kukutiény sirup, mannitol, sorbitol aj.

Zpeviuijici slozka v médiu - typ a kvalita agaru

Média pro kultivaci rostlin in vitro mohou byt pripravovana jako pevna nebo
tekuta. Tuh4 konzistence média je zptisobena nejcastéji pridavkem agaru. Pro
béznou kultivaci rostlin se pouzivd 5-7 g agaru na litr média. Agar je
nehomogenni smeés polysacharidii, kterd byva pripravovana z cCervenych
morskych tas (napi. rody Gelidium, Acanthopeltis, Ceramium, Pterocladia,
Gracilaria). Agar obsahuje také malé mnoZstvi makro a mikro elementt (hl. Ca, |
Na, K, P), cukry, aminokyseliny, vitaminy. K dostani jsou agary v rtznych
stupnich éistoty, stopovych elementii, pH nebo teplotou, pti které agar vytvari
gelovou konzistenci. Napt. vlaknity agar je nutné pred pouzitim upravit, jiné agary, dodavané
v praskové formé, jiz zadné Gpravy nepotiebuji. Agar je nejcastéji vyuzivana latka pro zpevnéni
média, mohou byt vyuzity i jiné latky.

Agar ve formé prasku
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Prakticka priprava kultivaénich médii

Médium, neboli také uméla zivna ptida dodava explantatim vse pro jejich vyzivu, rist a vyvoj a
jeho sloZeni byva jednim z nejdulezitéjsich faktort tspésné kultivace. Vybér média zavisi nejen na
rostlinném druhu, ale také explantatu (¢asti rostliny, které je kultivované). Soucasti média byva
zdroj uhliku a energie (napt. sacharéza), zpevnujici latka (agar), makro a mikro elementy, vitaminy,
aminokyseliny, aktivni uhli, nedefinované organické slozky (napi. kokosové mléko, extrakty
z bananil), ristové regulatory, antibiotika a dalsi latky. Piiprava zivnych ptid mtze byt rizna.

Priklad na pripravu jednoho litru tuhého média. Medium miiZe byt pfipraveno studenou
cestou: Do asi 300 ml destilované vody pridame agar (6 g) a postupné jsou pridany makroelementy,
mikroelementy, Zelezo, vitaminy a sacharéza (30 g), regulatory ristu, ptipadné dalsi komponenty
(napft. aktivni uhli). Do litru doplnime destilovanou vodou. Konec¢né pH (dle kultury, pro které je
médium pripravovano) je upraveno bud 5% NaOH nebo 1M roztok HCl. Médium je rozlévano do
kultiva¢nich nadob. Takto namichané médium je pfipraveno na sterilizaci v autoklavu pii 120 C° po
dobu 20 minut. Po vyjmuti z autoklavu je médium pii pokojové teploté uskladnéno v temnu.

Ruzné druhy i:_" T
kultivacnich médii

Priprava zasobnich roztokd

Zasobni roztoky slouzi k tomu, abychom nemuseli pii kazdé pripravé média navazovat a
rozpoustét jednotlivé komponenty média. Toho lze vyuZit napi. pti piiprave roztokd mikro a makro
prvki, vitamini nebo ristovych regulatort. Jednotlivé komponenty nebo jejich smési jsou ukladany
dlouhodobé vétsinou v praskové formé a suchu a temnu pfi pokojové teploté, nékteré v chladnicce.
Kapalné zasobni roztoky jsou naopak uloZeny v chladnicce a pouze na omezenou dobu. Tyto roztoky
jsou michény tak, Ze si pripravime zakladni navazku latky, kterou chceme mit ve formeé zasobniho
roztoku (urcité koncentrace) a rozpustime ji v malém mnozstvi vody, pripadné v alkoholu, zasadé
nebo kyseliné. Smés je pripravovana do odmeérnych banék, které jsou doplnény destilovanou vodou
pro zadany objem a zasobni roztoky jsou v nich také uchovavany. Pro uchovani zasobnich roztoki
mohou byt pouzivany také jiné sklenéné nadoby. Zasobni roztoky jsou poté ulozeny a skladovany
v chladnicce.

Zasobni roztoky Chemikalie pro pfipravu médii a zasobnich roztoku
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Praktické vyhody vyuziti /n vitro kultur

Vyhody kultivace rostlin in vitro spocivaji hlavné ve
vysokém mnozitelském koeficientu a rychlosti multiplikace.
Jednim z nejvétsich prinosi mikropropagace je mnoZeni a
produkce zdravého rostlinného materidlu (bez vird,
fytoplazem, bakterii). Rostlinny materiadl produkovany in
vitro také vykazuje uniformitu réistu, nebot multiplikujeme
vegetativni cestou (v podstaté se jedna o produkci klont).
Praktickou vyhodou je také znacné tspora plochy. Kultivace
rostlinného materilu in vitro mtzeme cely rok bez ohledu na roéni dobu ¢i pocasi. V laboratoti
vytvaiime umélé podminky (teplo, svétlo, vlhkost) a tyto podminky miiZzeme kdykoliv regulovat.
Prakticky se tedy in vitro kultivace vyuZziva v prvé fadé pro mnozeni rostlinného materialu. Dal$im
dilezitym vyuZitim je eliminace rostlinnych patogendi a to zejména virovych chorob. In vitro
kultivace rostlin je také problematika, ktera je spojena se Slechténim rostlin. In vitro kultivace je
také hojné vyuzivano pro védecké ucely, napriklad v experimentalni biologii (napf. zjiSténi vlivu
tézkych kovii na rostlinné druhy, koncentrace fytohormonti a riiznych latek na rostlinu, GMO,...),
Dalsi vyuziti rostlinnych explantati je pro produkei latek priimyslové nebo farmaceuticky
vyuzitelnych (sekundarni metabolity- vonné latky, silice, pigmenty, sladidla, latky farmaceuticky
vyznamné, latky s antimikrobidlni aktivitou).

Rostlinné druhy kultivované in vitro (a-d)

ZALOZENI IN VITRO KULTURY - STERILIZACE VYCHOZ[HO
EXPLANTATU

Zalozeni in vitro kultury - sterilizace vychoziho explantatu

1) Rostlinny material

Pro uchovani odrtidové stability doporucujeme zakladat in vitro kultury z vegetac¢nich vrcholt
zpravidla vétsich nez 0,2 mm. V pribéhu jednotlivych subkultivaci pak vedeme tyto kultury na
pevném agarovém médiu ve formeé aktivné rostoucich mnohonasobnych pryti s dobre
diferencovanym rtistovym vrcholem. K tcéelim praktického in vitro mnozeni nedoporucujeme
vyuzivat méné organizované kalusové nebo bunééné kultury mensi nez 0,1 mm vzhledem k riziku
chromozomalni a genetické nestability. Pti zalozeni kultury je mozno vyuzit dormantni vyhony
odebrané v zimnich mésicich nebo v predjari v dobé vegeta¢niho klidu (leden az biezen) primo
z polnich podminek z rostlin ovérenych z hlediska odrtidové pravosti. Takto odebrané dormantni
vyhony se nasledné nechaji narasit v laboratornich podminkach pii pokojové teploté. Pro snadné;jsi
ustaveni in vitro kultury lze také zalozit matecnici z odriid vybranych pro ozdravovani, které
naroubujeme v izolovaném skleniku na bezvir6zni podnoze. Timto vytvofime depozitaf primarnich
zdrojii v technické izolaci. Rostliny ve skleniku nejsou vystaveny v takové mire puisobeni
mikroorganizmi (bakterii a hub) rozsifenych v polnich vysadbach, coz usnadiiuje sterilizaci a
ustaveni pocate¢nich explantati. Uspé$nost sterilizace je imérna co nejnizsi vychozi hladiné
kontaminace. Kromé obdobi vegeta¢niho klidu 1ze odebirat a vypreparovat aktivné rostouci rtistové
vrcholy v pripad€ potteby i pfimo z polnich podminek nejlépe na pocatku vegetace (od poloviny
dubna do poloviny ¢ervna) v obdobi intenzivniho prodluzovaciho ristu.

6 Metodickeé listy OPVK



Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy s.r.o.

2) Sterilizace

Pri zakladani in vitro kultury vyhony promyjeme pod cistou tekouci vodou. Tim dojde k
odstranéni ¢asti mikrobialni flory, ktera pieziva na povrchu vyhont ve venkovnich podminkach a
nasledné zptisobuje kontaminace po zaloZeni in vitro kultury. Po provedeni Sikmého fezu na spodni
stran€ ponorime vyhony do vody a nechame je rasit 2 az 3 tydny pii pokojové teploté. Z rasicich
vegetacnich pupenti s diferencovanym ristovym vrcholem vypreparujeme ve sterilnim prosttredi
flow boxu vrcholy o velikosti 5 —10 mm. Tim dojde k odstranéni Supin pupent, ¢asti listl a jinych
povrchovych struktur branicich sterilizaci. Vrcholy je rovnéZ mozno vypreparovat pod
stereoskopickym mikroskopem.

Jako steriliza¢ni c¢inidlo pro sterilizaci primarniho rostlinného
explantatu lze vyuzit rtzné chemické prosttedky v rlznych
koncentracich (chlorid rtutnaty, chlornan sodny 0,5%, etanol 70%) ) ‘

s piidavkem smacedla. Na zakladé nasSich vysledkii doporucujeme :
jako sterilizaéni c¢inidlo chlorid rtutnaty (pozor — silné toxicky) v
koncentraci 0,15 % se steriliza¢ni dobou jedna minuta. Jako sméacedlo A \“%‘
Ize pouzit Tween 20 nebo i nékolik kapek bézné uzivanych komeréné /
vyrabénych prostfedkd na myti nddobi (Jar). Smécdedlo je dilezité, \ /
protoZe umoziuje snazs$i proniknuti sterilizaéniho ¢inidla do /7 vitrokultura hrusné ‘Lucasova’ po
potencialné kontaminované oblasti, naptiklad mezi jen &aste¢ng Iednom mesiciod nasazenina medium.
rozvinuté listy vychoziho explantatu. Zbytky steriliza¢niho ¢inidla po skonceni sterilizace z
explantati oplachneme sterilni destilovanou vodou. Pocate¢ni explantaty nasadime po ukoncéeni
A\ T an 4 steriliza¢ni procedury na pevné agarové médium. Pro odhaleni
# —.@r pripadnych kontaminaci nezadoucimi mikroorganismy je nutné in
- vitro kultury vizualné sledovat nejméné po dobu jednoho mésice.

; Vsechny kontaminované kultury je nutno vytadit a zlikvidovat.
Nekontaminované explantaty preneseme na médium pro
proristani a mnozeni. Ve srovnani s jinymi druhy ovocnych plodin
bylo zejména u jabloni v pokusech provadénych ve VSUO
Holovousy s.r.o. zaznamenino po sterilizaci silnéjsi hnédnuti
explantati a média v jejich okoli. Hnédnuti je zplisobeno
nadprodukei a naslednou oxidaci fenolickych latek vytékajicich z
feznych ran na povrchu explantatu. Oxidaci vznikaji fytotoxické
substance, které mohou mit za nasledek odumirani i nekontaminovanych explantatii. Pro omezeni
hnédnuti zejména u jabloné se v naSich pokusech osvédcilo preneseni vychozich explantati na
cerstvé médium po dvou dnech kultivace. Dal$i moznosti je pfidavani antioxidantt (napr. kyselina
askorbova) do kultiva¢nich médii pti nasazeni poc¢atecniho explantatu.

Hnédnuti explantatul jabloné a média v jejich
okoli, zplisobené oxidaci fenolickych latek

Vyhodnoceni povrchové sterilizace pomoci 0,15% HgCl2.

Odréda Kontaminované Explantaty uhynulé bez Explantaty, jez
explantaty kontaminace vyvinuly vyhony
Pocet (%) Pocet (%) Pocet (%)
Jablon
Clijo 1 2.5 0] 0,0 39 97,5
Fragranc 6 15,0 1 2,5 33 82,5
e
Hrusen
Dita 3 7,5 o 0,0 37 92,5
Omega 1 2,5 1 2,5 38 95,0
Tresen
Amid 5 12,5 0 0 35 87,5
Marta 1 2,5 21 52,5 18 45,0

U odrid bylo sterilizovano 40 vychozich explantati.
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V in vitro kultutfe se mohou béhem nasledného pasazovani objevit zpoc¢atku skryté mikrobidlni
kontaminace. Cizi mikroorganizmy se mohou do in vitro kultur dostat bud’ z povrchu nasazovanych
rostlinnych explantatd, z jejich pletiv, nebo pri praci v laboratori z vnéjsiho prostredi ¢i naradi.
Seznam mikroorganizmi, dosud popsanych a determinovanych jako kontaminanty v kulturach in
vitro, zahrnuje nejen bakterie a houby, ale i viry a pfibuzné organizmy nebo dokonce roztoce a
trasnénky. Kontaminace bakteriemi jsou povazovany za nejzavaznéjsi a byla jim téZ vénovana
nejveétsi pozornost. Vyskyt bélavych, ¢asto rozptylenych krouzkd nebo drobnych Zlutych, pozdéji
splyvajicich kolonii v médiu i na povrchu média kolem explantati je nejndpadnéjSim symptomem
bakterialni infekce. Na pracovisti VSUO Holovousy s.r.o. byly provedeny izolace bakterii vyskytujici
se jako nejcastéjsi kontaminace v kultufe in vitro. Tyto bakterie byly ve spolupréci s pracovistém
Ceské sbirky mikroorganismt Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné€ determinovany
na uroven rodu pripadné druhu. Na pracovisti VSUO Holovousy s.r.o. byly nalezeny nasledujici typy
kontaminaci: Xanthomonas sp., Bacillus sp., Bacillus amyloliquefaciens

Z velké skaly testovanych latek se ukazuje jako vhodny pro pouziti v in vitro kultrach rostlin
cefotaxim z podskupiny B-laktamovych antibiotik. Tato antibiotika inhibuji syntézu bunéénych stén
u délicich se bakterii a piisobi jejich rozpad. Cefotaxim zacal byt pouzivin v osmdesatych letech,
predevsim k eliminaci Agrobacterium tumefaciens pfi transformaénich pokusech na rostlinich.
Zatim je jednim z nejuzivanéjSich antibiotik v transformacénich postupech nebo pfi somatické
embryogenezi u nejriznéjsich druht rostlin. Je Géinny predevsim na gramnegativni bakterie.
K primému omezeni kontaminaci v kulturach in vitro u ovocnych plodin byl cefotaxim ovéren u
jabloni, révy vinné, odrtd slivoni nebo u jahodniku. V pokusech s transformaci nebo regeneraci
ovocnych plodin byl vyuzit kromé toho také u jabloni, ostruzniku, ofesaku, mandloni, slivoniovych
podnozi a merunék.

Vzhledem k termolabilité vétSiny antibiotik je nutno tyto latky pridavat do média pres
antibakterialni mikrofiltry (naptiklad Acrodisc Syringe 0,2 um). Multiplika¢ni médium se pfi tom
autoklavuje po mensich ¢astech ve velkych tzkohrdlych batikach uzavienych pevné alobalem. Po
casteéném zchladnuti média na cca 40 °C se do kazdé banky vpravi injekéni stiikackou pres
mikrobialni filtr alikvotni ¢ast antibiotika, rozpusténého ve sterilni vodé. Bariku je nutno dtiikladné
protiepat a ve sterilnim flow boxu se pomoci sterilizovanych kadinek médium rozléva do predem
sterilizovanych kultiva¢nich nadob.

Charakteristika izolatt nalezenych v laboratorni praxi na pracovisti VSUO Holovousy s.r.o.:

Xanthomonas sp.: gramnegativni ty¢inkovité, v nepravidelnych shlucich. Na MPA s gluk6zou
jsou matné vypouklé, se souvislym okrajem, 2-3 mm v prameéru, se Zlutym pigmentem. Pozitivni
vysledky — katalaza, rist pii 37 °C, hydrolyza Tweenu 80, eskulinu a ONPG, kyselina z xylozy a
maltbzy, oxidaza, fosfataza. Negativni vysledky: kyselina z glukozy oxidativné, kyselina z glukozy
fermentativné, produkce fluoresceinu, rast pii 42 °C, arginin dihydrolaza, Simmons citrat,
acetamid, redukce nitratt a nitritdi, hydrolyza Zelatiny, Skrobu, kaseinu a lecithinu, dekarboxylace
lysinu a ornitinu, kyselina z mannitolu a fruktozy, produkce indolu, rtist v pritomnosti 6,5 % NaCl,
produkcee sirovodiku. Citlivost na ATB nebyla stanovena, protoze kmen neroste na M—H agaru.

Bacillus sp.: gramlabilni, tyc¢inkovité, jednotlivé, v nepravidelnych shlucich, spory ovalné,
nezduruji bunku, umisténé centralné. Morfologie na MPA : kulaté, hladké, lesklé, ploché, kraj
souvisly, 2 — 4 mm v primeéru. Pozitivni vysledky : katalaza, anaerobni rist, hydrolyza Zelatiny,
skrobu, eskulinu a ONPG, kyselina z glukozy, mannitolu, celobibzy, laktézy a fruktdzy. Negativni
vysledky: hydrolyza Tweenu 80, kaseinu, tyrosinu, DNA a lecithinu, ureaza, acetoin, redukce
nitratd, kyselina z xylozy a inositolu, riist v pritomnosti 10 % NaCl, riist pti 50 °C. Citlivost na ATB:
citlivé k erytromycinu, cefalotinu, vankomycinu a piperacilinu, rezistentni ke klindamycinu,
intermediélni ke chloramfenikolu a tetracyklinu.

Bacillus amyloliquefaciens : grampozitivni tyéinky, po dvou, v palisddach, spory ovalné,
nezdurujici bunku, umisténé excentricky. Morfologie na MPA: kulaté, hladké, lesklé, ploché, okraj
souvisly, primeér 2 — 4 mm. Pozitivni vysledky: katalaza, hydrolyza Zelatiny, Skrobu, eskulinu, ONPG
a DNA, kyselina z glukdzy, mannitolu, celobibzy, laktozy a fruktdzy, fosfatdza. Negativni vysledky:
anaerobni rist, hydrolyza Tweenu 80, tyrosinu a lecithinu, ure4za, acetoin, redukce nitrati, kyselina
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z xylozy a inositolu, rist v pritomnosti 10 % NaCl, rist pii 50 °C, Simmons citrat, arginin
dihydrolaza. Citlivost na ATB: citlivé k erytromycinu, vankomycinu a piperacilinu. Rezistentni ke
klindamycinu, intermedialni k tetracyklinu.

INDUKCE DELENI BUNEK - MNOZENI POMOCI CYTOKININU

Po steriliza¢ni procedure a ustaveni nekontaminovanych vychozich explantatt
probiha faze multiplikace na médiu s prevahou fytohormonid cytokinint.
V soudasnosti je znamo kolem 30 prirozenych cytokinini. Tyto latky jsou zaloZeny
prevazné na struktuie substituovaného adeninu. Podle fetézce navazaného na
dusik N6 adeninu je mozno je dale rozélenit na isoprenoidni (napt. trans-zeatin
atd..) a aromatické (6-benzylaminopurin, kinetin, topoliny aj.) Z aromatickych
cytokinini je pro in vitro mnoZeni ovocnych druht vyuZivan hlavné
benzylaminopurin (benzyladenin). Jako perspektivni pro indukei in vitro mnoZeni _ s
se jevi rovnéz hydroxylované derivaty benzylaminopurinu topoliny (podle éeského o I o ".L,"t.”r:a ';Args:]e, g
nazvu topolu, odkud byly isolovany prof. Strnadem). Cytokininovou aktivitou se E;tzi::&naem B Ape "
vyznacuji také nékteré derivaty mocoviny (napt. thidiazuron). Cytokininy jsou
prirozenou cestou vytvareny v rostliné hlavné v oblasti vrcholi kofent.
Fyziologicky ucinek cytokininu je zavisly na druhu rostliny a pouzité koncentraci.
Charakteristickym rysem téchto regulatorti réistu je jejich piisobeni ve velmi
nizkych koncentracich (mg/L). Cilem pouziti cytokinini ve fazi multiplikace in
vitro kultury je stimulace bunééného déleni a tvorba novych pryt. Pisobenim
cytokininti dochazi k potlaceni apikalni dominance a k podpote vyvoje axilarnich
pupent v zlabi listovych zakladi v aktivné rostouci pryty. Je potieba si uvédomit,

, . Ze pritomnost cytokinini v kultivaénim médiu zaroven inhibuje tvorbu kotent. Ve
In viiro kultura BruSné - et multiplikace mtize dojit k vyskytu neZzadouciho jevu tzv. hyperhydratace neboli
proristajici na MS médiu - .

s fytohormonem TDZ. zvodnéni vyhonli. ReSenim je sniZeni koncentrace pouzitych cytokinini nebo
Viditelna je vysoka zména typu agaru. V tomto ohledu doporucujeme pouziti kvalitnéjsiho cistSiho
tvorba kalusu na bazi typu agaru. Pfi excesivni tvorbé kalusu na bazi explantatu doporuc¢ujeme rovnéz
explantatl a ztlustlé N 7 ey s o R T 12 ’

- snizeni koncentrace pouzitych cytokinint. Pti pridavani termolabilnich latek
fytohormonti nebo antibiotik do média vyuzividme bakterialni mikrofiltry.

V pribéhu kultivace je vhodné zjistit koeficient multiplikace pro zjisténi a porovnani schopnosti
mnozZeni. Doporuéujeme pocitat koeficient mnozeni jako primérny pocéet novych vyhoni na vychozi
explantat po 1 mésici ristu na agarovém médiu v kultiva¢ni mistnosti. Dale doporucujeme vypocitat
pro vyhodnoceni piesnosti odhadu primeéru zakladniho souboru SE (Standard Error, smérodatna
chyba) jako miru variance. V tabulce 2 je uveden piiklad vysledku multiplikace u odrid nasich
hlavnich ovocnych druht jabloné, hrusné a tresné.

Tabulka 1. Koeficienty mnozeni jednotlivych genotyp( hru$né, jabloné a tfe$né na médiu s riznymi koncentracemi cytokinin(i.

BAP
1.0 1601 | 2502 | 1201 | 1,0£00" | 1,301 | 1,1£0,0
2.0 21+01 | 4902 | 1301 |1,2%20,1" | 1,501 | 1,3£0,1
4.0 26+022 | 8104 | 21201 | 160,1" | 2101 | 1,5£0,1
TDZ
05 212017 | 24202 [1,820,17 [ 20201 [ 11200 [ L1200 | oo 0w o
1 45+027 | 2101 | 160,1% | 21%01 | 1,100 | 1,2+0,1 | 7 /ysoxa
2P explantat}J ]
10 11200 | 22501 | 16201 | 11200 | 11200 | 11200 | 2 Zlustiévyhony
n - nekrozy
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INDUKCE TVORBY KORENU POMOCI( AUXINU

Auxiny, jako regulatory riistu, hraji v rostlinném organismu dtlezitou /
ulohu pri fizeni déleni, prodluzovani a diferenciaci bunék. Auxiny, at uz
endogenni nebo exogenni, pri dostate¢né koncentraci ptisobi na rostlinné
buriky jako spoustéci mechanismus pro diferenciaci a tvorbu primordii
(zarodecénych stadii) koreni. Tato kofenova primordia se v podminkach
in vitro kultur diferencuji z meristematickych okrski (rtistovych center)
priblizné Sesty den po vystaveni rostlinného explantatu ptisobeni auxinu.
Pro indukci kofenli jsou vyuziviny zejména IBA (kyselina beta
indolylméaselna), IAA (kyselina beta indolyloctova) a NAA (kyselina alfa
naftyloctova). Z literatury je znadmo, Ze pti kultivaci v podminkach in vitro
kultur miize dojit v médiu k chemické reakci vedouci ke konverzi auxinu Kofenénitresné ‘P-HL-A'v in vitro
IBA na auxin IAA a naopak. Piestoze je prokazano, ze piidavek auxint do Kufture na MS médiu s pridavkem

v s . s qes s , . v . ;. v o  fytohormonu IBA (1 mg-I").
kotenicich médii je zdkladnim predpokladem pro vznik a vyvoj korend,
mize prili§ vysok4 koncentrace auxinii ptisobit na formovani kotenii inhibi¢né. Na misto vzniku
kofenti dochézi v tomto pripadé v bazalnich éastech in vitro explantati k formovéni velkého
mnozstvi kalusu. Nadmérné mnozstvi kalusu mezi bazi rostliny a pripadnymi kofeny vyvolané prilis
vysokou koncentraci auxini mlze znemoznit GspésSny prevod do ex vitro podminek. Vznik a
formovani korfenti je komplexni jev, ktery miize byt ovlivnén i dal§imi chemickymi latkami naptiklad
fenoly nebo enzymy peroxiddzami. Mezi jednotlivymi genotypy ovocnych plodin existuji vyznamné
rozdily ve schopnosti zakoretiovani vyhoni in vitro péstovanych rostlin. Doporucujeme dodate¢né
pridavani auxint az do hotového vysterilizovaného média pies bakteridlni mikrofiltry. P¥ipravena
kultiva¢ni média obsahujici auxiny je nutno skladovat v temnu, aby nedoslo k rozkladu t¢innych
latek ptisobenim svétla (zejména jeho ultrafialovou slozkou) v procesu tzv. fotooxidace.

Po fazi korenéni jsou kotenici rostliny ze sterilniho prostiedi in vitro kultur zpétné pievedeny do
béznych kultiva¢énich podminek do péstebniho substratu ve skleniku nebo piimo do volné pidy.
Aklimatizaci na ex vitro podminky je nutno provadét postupné a to bud’ s pouzitim prithlednych
plastovych kryti nebo minisklenikdi s regulovatelnym odvétravanim. Tak lze pozvolna sniZovat
vzdusnou vlhkost v okoli prevadénych rostlin. Dal$i moznosti je pouziti kultivaéniho boxu
s moznosti regulace vlhkosti a osvétleni. Rostliny prevedené po in vitro kultivaci do ex vitro
podminek je nutné po prevodu do béznych kultivaénich podminek sledovat, protoze rtizné faktory
spojené se specifickymi podminkami in vitro kultury mohou ovlivnit genetickou stabilitu
uchovéavaného rostlinného materialu.

OZDRAVOVANI POMOCI TERMOTERAPIE A CHEMOTERAPIE

Ozdravovani pomoci termoterapie

In vitro termoterapie je zaloZena na péstovani rostlin ve vysoké teploté (34—40 °C) po dobu
nékolika dnti nebo tydni. V této teploté dochéazi k zastaveni mnozeni mnoha bézné se vyskytujicich

rostlinnych  virdt.  Dale aCijo
vzhledem k ne- 60 BFragrance
rovnomérnému  rozlozeni 50 9
viru v rostliné a poklesu ODita
koncentrace smérem poéet4° I ':'O’“.ega
rostlin 30 B Amid
AR . | M
20
o JIERARANNY ‘] "I
0 | | | | | | | |‘.H\|.”n s o o

123 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20
pocet dni

Odumirani rstovych

vrcholul in vitro rostlin Graf testovani odolnosti /n vitro péstovanych rostlin v teploté 39 °C.

Crggrl‘é pritermoterapli  k ristovému vrcholu Ize predpokladat, Ze vét$ina virtt neni schopna napadat nové
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se tvorici apikalni meristematické pletivo pii vysoké teploté. Metoda ozdravovani pomoci kombinace
termoterapie a in vitro kultur je zalozena na predpokladu, Ze vrcholy izolované v pribéhu
termoterapie a nasledné kultivované v podminkéch in vitro budou viruprosté. Pfitom plati obecné
pravidlo, Ze se zmens$ujici se velikosti vychoziho explantatu stoupa pravdépodobnost odvozeni
viruprostého jedince. Na druhou stranu vsak se zmensujici se velikosti klesa pravdépodobnost
preziti a ispésné regenerace izolovaného vegeta¢niho vrcholu. Vysoka teplota piresahujici 30 °C je
dal$im stresovym faktorem, vedoucim k odumirani rostlin vétSinou jest€é béhem terapie.
Z praktického hlediska doporucujeme na pocatku ozdravovani stanovit teplotni odolnosti in vitro
rostlin oSetfovanych druhii a genotypi. Pritom se u jednotlivich odrid hodnoti a v dané teploté
vzajemneé porovnava rychlost odumirani ristovych vrchold. Cilem pritom je, aby pii pobytu rostlin
ve vysoké teploté€ byla nalezena nejzazsi mozna doba odbéru vrcholovych meristémi, ktera by ovsem
zaroven umoznovala preziti a regeneraci alespon ¢asti odebraného rostlinného materialu. Vysledky
testovéani tepelné odolnosti in vitro péstovanych rostlin pti teplotach 39 °C u vybranych odrid
v jednom z pokusti provadénych ve VSUO Holovousy jsou uvedeny v grafu ¢islo 1.

Z grafu vyplyva, ze pii teploté 39 °C odumrelo u vSech studovanych druhti a odrtd do 11 dne
kultivace vice nez 80 % in vitro vrcholi. Nejlépe snasely vysokou teplotu odriidy jabloné ‘Clijo’ a
‘Fragrance’ a nejhiire odridy tfesné ‘Amid’ a ‘Marta’.

Ozdravovani in vitro kultur tfeSné v jednom termoboxu spolecné s rostlinami zakorené€lymi v
kontejnerech

Ozdravovani pomoci chemoterapie

Jednou z Géinnych metod ozdravovani rostlinného materidlu je aplikace chemickych
preparatli s virostatickymi tuc¢inky. Chemickou latku s virostatickymi ucinky lze pridat do
pouzivanych kultivacnich in vitro médii pomoci antibakteridlnich mikrofiltrd po autoklavovani.
Ozdravovany rostlinny material je pak nasledné kultivovan na médiu s virostatikem pti obvyklé
péstebni teploté 22 az 26 °C v bézné kultivaéni mistnosti. Nejéastéji pouzivanou antivirovou latkou
pii ozdravovani rostlinného materidlu je synteticky analog guanosinu ribavirin. Mechanismus
plsobeni ribavirinu je zalozen na inhibici replikace virti a zbrzdéni systémového Siteni virovych
¢astic vrostliné. Ribavirin je i¢inny zejména proti RNA virtim, které mezi rostlinnymi viry prevazuji.
V nasich pokusech se tispésnost ozdravovani chemoterapii vyznamneé liSila od 0 do 100 % v zavislosti
na genotypu, koncentraci antivirotika a infekei konkrétnimi virovymi patogeny. Pti chemoterapii
byla ve VSUO Holovousy s.r.o. pouzita koncentrace ribavirinu v rozsahu 20 az 160 mg - 1-' v
kultiva¢nim MS médiu. Nejlepsi vysledek 100% ozdraveni po prvnim RT-PCR testovani byl dosazen
u odriid hrusné ‘Dita’ a ‘Omega’ infikovanych jednim virem ASPV na médiu s 20 nebo 40 mg - 1-
ribavirinu. Naopak nejhorsi vysledek a nulové ozdraveni byl zaznamenan na médiu s nizsi
koncentraci ribavirinu 20 mg - 1 v pfipad€ odriidy jabloné ‘Fragrance’ infikované smésnou infekei
tri virit ACLSV, ASGV a ASPV. U této odridy infikované nejvy$sim poctem virti musela byt pro
kompletni ozdraveni chemoterapie provedena dvakrat, nejdiive na médiu s 20 mg - 1-* ribavirinu a
nasledné na médiu s vyssi koncentraci ribavirinu 100 mg - 1-. Jednim z problémf, ktery miize
vzniknout pfi aplikaci ribavirinu, je fytotoxicita této latky projevujici se jiz pti bézné pouzivanych
koncentracich v in vitro kulturach ozdravovanych druhti. Intenzita a projev fytotoxicity ribavirinu
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%" se miize u jednotlivych rostlinnych druhi vyrazné lisit. V nasich pokusech se projevovala fytotoxicky

(nekrozy, zastaveni rtstu) u odridy tfesné “Amid” jiz koncentrace ribavirinu 40 mg - 1. Naopak
odrtada jabloné “Fragrance” byla schopna tolerovat ribavirin v rozsahu koncentraci 20 az 100 mg -
. U odriid hrusné “Dita”, “Omega” a u jabloné “Clijo” byl negativni fytotoxicky efekt zaznamenan
pii pouziti ribavirinu ve vyssich koncentracich 80 a 160 mg - 1.

In vitro kultura jabloné ' In vitro kultura jabloné

‘Clijo’ vitalné prorlstajici ‘Clijo’ - pfiznaky
v pribéhu chemoterapie fytotoxicity na MS médiu
na MS médiu s ribavirinem
s ribavirinem v koncentraci 80 mg - I'".
v koncentraci
20 ma - I

PRINCIPY KRYOPREZERVACE V KAPALNEM DUSIKU

Kryoprezervace je perspektivni metoda konzervace genetickych zdroji rostlin ve velmi nizké
teploté, obvykle pfi teploté bodu varu tekutého dusiku, tedy pfi —196 °C. Rostlinné burnky jsou
v pribéhu kryoprezervace vystaveny ptisobeni velmi nizkych teplot, na které nejsou z prirody
prizptisobeny. Z hlediska typu vychoziho rostlinného materiadlu pro kryoprezervaci je mozno
kryoprezervovat bud’ dormantni pupeny, nebo lze jako vychozi rostlinny material pouzit in vitro
kultury. PrestoZe jsou kryoprezerva¢ni postupy pro vétSinu druhii a odrud stale ve vyvoji, lze
kryoprezervaci vzhledem k rychlosti mrazeni rozdélit do dvou zakladnich skupin: dvoustupnovou
metodu kryoprezervace a vitrifikaéni metody. Dvoustuptiovd kryoprezervace vyuziva
programovatelného zmrazovaciho zarizeni pro pomalejsi fizeny pokles teploty. Teplota se ptitom
sniZuje kontrolované rychlosti priblizné 0,1 az 4 °C za minutu az do —30 nebo —40 °C. P¥i této teploté
se vzorky urcitou dobu (obvykle 24 hodin) ponechaji a potom nasleduje rychlé ponoteni do
kapalného dusiku.

Novéjsi techniky kryoprezervace in vitro kultur vyuzivaji vitrifika¢niho protokolu, kdy s pomoci
kryoprotektivnich smési a velmi rychlého zamrazeni dochézi ve sledovaném materialu k pirechodu
vody do pevného skupenstvi tvorbou amorfni sklovité hmoty a je tak omezen Skodlivy efekt
intracelularni tvorby ledu. Vitrifikace je metoda zaloZzena na tvorbé biologickych skel pfi pfimém
ponoteni vzorku do kapalného dusiku. Tato metoda se li$i od dvoustupnové kryoprezervace zejména
v pripravné fazi pied vlastnim zamrazenim, kdy jsou pouZivany vysoce koncentrované roztoky
kryoprotektantdi, jako je napiiklad DMSO, glycerol, etylenglykol nebo sachar6za. Tyto
koncentrované roztoky mohou byt toxické pro buriky, a proto je dilezité vénovat pozornost dobé
plsobeni ¢inidla vzhledem k velikosti explantatu a fddnému vymyti kryoprotektantu po ukonéeni
procedury odtavani pred nasazenim na regenera¢ni média. Toxicita vitrifikaénich ¢inidel miize byt
také snizena jejich aplikaci nikoliv pfi pokojové teploté, ale pti nizké nulové nebo tésné€ nadnulové
teploté.

Dalsi novou variantou je vitrifika¢ni protokol spojeny s enkapsulaci (obalenim) a dehydrataci,
kdy se vzrostné vrcholy obali alginitem sodnym, néasleduje predkultivace na médiu s vysSSim
obsahem sacharo6zy a poté se alginatové kapsule s rostlinnym materialem dehydratuji ve sterilnim
prostredi, napriklad proudem vzduchu v laminarnim boxu, nebo nad silikagelem. Dehydratace a
sniZeni obsahu vody v alginitové kapsuli je rozhodujici pro vylouceni mozné tvorby ledovych
krystalti zejména v pribéhu zamrazovani a odtavani biologického vzorku. Po ptipravné fazi se
vzorky zamrazi primym ponofenim do kapalného dusiku. Tuto metodu je mozno také spojit
s otuzovanim matetskych rostlin, jez mohou byt vystaveny po dobu nékolika tydni ptisobeni chladu.
Alginatova kapsule chrani meristémy pred nepiiznivymi t¢inky zmén v pribéhu kryoprezerva¢niho
protokolu, nebo miize zmirnovat toxicitu pfi pouziti koncentrovanéjsich kryoprezervacnich ¢inidel.
Vsechny popisované metody lze vyuzit pri kryoprezervaci ovocnych drevin.

Jednou z variant vitrifikace je metoda nazvana anglicky ,droplet vitrification neboli kapkova
vitrifikace. Pri této metodé je kapka kryoprotektivni latky obsahujici zaroven zamrazovany rostlinny
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material nanesena na tenky hlinikovy prouzek a s nim pak po zaschnuti nasledné ponofena primo
do kapalného dusiku.

Rostliny jsou poskozovany pii kryoprezervaci hlavné dvéma protichidnymi faktory. Témito
faktory jsou tvorba intracelularnich krystalti ledu v protoplazmé a dehydratace protoplazmy pti
vymrzani vody do extracelularnich prostor. Poskozeni bunéénych membran nartistajicimi krystaly
ledu byva letalni, protoze vede ke ztraté€ polopropustnosti. Vitrifikovany stav a hodnoceni fazovych
prechodii v pribéhu kryoprezervace je mozno mérit pouzitim diferenéni skenovaci kalorimetrie
(DSC), coz je nejcitlivejsi metoda pro urceni fazovych prechodi a skelného stavu.

Pri pouziti in vitro kultur jako vychoziho rostlinného materidlu pro kryoprezervaci by ideélni
proliferacni médium mélo optimalizovat nejen pocet vytvorrenych vyhoni, ale také jejich kvalitu. Pro
in vitro kulturu, kter4 je pted vlastni kryoprezervaci vystavena otuzovani, je dobré olisténi a zdravé
prorustajici vyhony zdkladem pro preziti pti dlouhodobém vystaveni nizké teploté.

Po fazi kryoprezervace nésleduje odtati vzorku a regenerace. U kryoprezervaénich metod
zaloZenych na rychlém zmrazeni a vitrifikaci se tani provadi vétSinou rychle z diivodu snizeni rizika
rekrystalizace ledovych krystalkii a poskozeni buné€k. Velmi rychlé tini lze provést napriklad
pfimym ponofenim rozmrazovaného materidlu do vodni lazné o teploté 40 °C. Rostliny
regenerované po kryoprezervaci je nutné po prevodu do béznych kultivacnich podminek sledovat,
protoze rizné faktory spojené se specifickymi podminkami in vitro kultury a fazi kryoprotekce
mohou ovlivnit genetickou stabilitu uchovavaného rostlinného materialu.

VYUZITI FYTOHORMONU PRO KLICENI NEVYZRALYCH EMBRYI
U RANYCH ODRUD

Velkym problémem u ranych odriid peckovin je fakt, ze dozravani plodu predchazi dozravani embryi,
které tak nemaji dostatecny cas dosahnout plné velikosti a fyziologické zralosti, coz ma za nasledek jejich
odumirani. Ziskani hybridniho materialu vysevem stratifikovanych semen je proto u rané zrajicich
odriid ¢asto témér nemozné. Z nevyzralych embryi Ize dopéstovat semenacky metodou in vitro kultivace.

Embryo
vypreparované ze
semena tre$né

Stadia vyvoje embrya i Zralé embryo
u dvoudéloznych vychizkové .

Torpedovité

: Srdéité 3di Lulk
rostlin (upraveno dle  giobularni : stadium

stadium

Smith et al., 1946)  stédium
- embryo
= suspenzor

ZaloZeni embryokultury zavisi na izolaci embrya bez poskozeni, formulovani vhodné Zivné ptdy
a navozeni kontinualniho embryogenniho riistu az po tvorbu semenacki. Uspé$nost kultury
zaloZené z nezralych embryi je siln€ z&visla na vyvojovém stadiu, ve kterém se embryo nachézi pti
izolaci. Obecné lze Tict, ¢im vyssi vyvojové stadium embrya, tim jednodussi je péstovani in vitro.
Dopéstovani embryi v ranni globularni fazi je spojeno s potizemi, coz souvisi s prijmem Zivin pres
suspenzor. Suspenzor se vSak exstirpaci ¢asto porusi a nemiize tak zastavat ani svou vodivou ani
syntetickou funkci. V pozdni globularni a rané srd¢ité fazi prechazi embryo z pfevazné suspenzorové
vyzivy na vyzivu povrchovou, kdy hlavnim zdrojem vyzivnych a regula¢nich latek je endosperm.
Jeho vyzivna funkce miiZze byt nahrazena kultivacnim médiem. Embryo pii svém vyvoji pirechéazi od
heterotrofni faze k autotrofni. Embrya v heterotrofni fazi vyvoje obvykle vyzaduji pro sviij fadny vyvoj
pritomnost rtstovych regulatori. Po prechodu na autotrofni zptisob vyzivy v pozdni srd¢ité fazi jiz
embryo neni zavislé na vnéjsim zdroji ristovych regulatorti a je mnohem pristupnéjsi pro in vitro
kultury.

Kultivaéni médium ma poskytovat embryu ve vhodné formé zdroj uhliku, dusiku, makro a
mikroelementy a stimulacni latky. Pro embryo kultury je pouzivano rtznych pevnych médii. Asi
nejvyuzivanéjsi médium je MS (Murashige and Skoog) i v riiznych modifikacich, napt. MMS medium
(Ramming), dale B5 medium (Gamborg), WP medium (woody plant), Knopp medium, C.d medium
(Chee medium). Pfesné pozadavky na vyzivu zavisi na stupni vyvoje embrya. V heterotrofni fazi

Vv,

mladsi embryo vyzaduje komplexn€jsi médium a vyssi osmoticky tlak nez embryo starsi. Pokracujici
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vyvoj mladych embryi vyzaduje komplexni médium doplnéné kombinacemi vitamini, aminokyselin
a ristovych hormoni. V autotrofni fazi m@izou embrya rist jiz na jednoduchém médiu obsahujicim
anorganické soli a doplnéném o zdroj uhliku. Hlavnim zdrojem uhliku, a tedy i energie, embryi
kultivovanych in vitro jsou glycidy, predev§im sachar6za. Jako zdroj dusiku se pouzivaji amonné
soli nebo nitraty pro vyvojove starsi embrya a organické kyseliny (malat, citrat) nebo aminokyseliny
(glutamin, asparagin) pro vyvojoveé mladsi stadia. Vitaminy se pouZivaji jako slozka médii predevsim
pii kultivaci velmi mladych embryi. Jejich pfitomnost vSak neni vZdy nezbytna. Nejcastéji se
pouzivaji thyamin, pyridoxin, kyselina nikotinova, pantotenova askorbovaablotln

Auxiny a cytokininy stimuluji rst embryi pfi nizkych ' ‘m
koncentracich, vysoka koncentrace auxini rist naopak inhibuje.
U nezralych embryi se dasto stavd, Ze dojde k vynechani
poslednich fazi embryogeneze. Nevyzrdld embrya maji totiz
tendenci predcasné kli¢it bez uplného dokonéeni embryonalniho
vyvoje co mé za nésledek vznik slabych semenécki, pripadné i
zvySeny vyskyt abnormalit. Tomu se da predejit vyssi koncentraci
sacharozy a tedy zvySenim osmotického tlaku nebo pridanim
kyseliny abscisové, ABA. Naopak kyselina giberelova Kklic¢eni
stimuluje nebo se pouzivd na piekonadni dormance. Pii Kkliceni
embryi bylo zjis§téno, Ze kyselina giberelova v rtzné Skale
koncentraci podporuje prodluzovani hypokotylu a korent, zatimco
cytokininy obvykle rtst kofent potlacuji a podporuji rozvoj listd.
Auxiny pri nizkych koncentracich podporuji rtst radikuly. Pouzité
koncentrace fytohormonti se pohybuji v rozmezich: auxiny IAA Varosts semenécky hybrida i v pice
(indol-3-octova kyselina) 0,1 az 1 mg - 1-2, IBA (indolyl-3-maselna kyselina) 0,1 az 1 mg - 1=, NAA
(naftyloctova kyselina) 0,1 az 0,5 mg - 1-*; cytokininy BA (benzyladenin) 0,2 az 5 mg - I, kinetin 0,01
az 2 mg - 171; gibereliny GA3 (kyselina giberelova) 0,1 az 10 mg - 1-.

Svétlo a teplota jsou dva hlavni environmentélni faktory rozhodujici pro aspésnou kultivaci
embryokultur. Embrya obvykle rostou nejlépe, kdyZz jsou prvni 1—2 tydny od zaloZeni kultury
udrzovany ve tmé a potom piemistény do svétla, coz umozni tvorbu chlorofylu. Svétlo embrya
vyzaduji predev§im v posledni fazi embryogeneze a pti kliceni. Izolovana embrya ¢asto kli¢i v Sirsim
rozsahu teplot neZ neporusena semena. Néktera embrya zase vyzaduji ptisobeni nizkych teplot
(kolem 4°C) na prolomeni dormance. Napiiklad pro rist tfesnovych embryi bylo vhodné pouzit
chladovou stratifikaci aZz po dobu 40-60 dnii a to jak pro nezrala tak pro zral4d embrya. SniZena
teplota brani i predc¢asnému Kkliceni. Optimalni teplota pro rist a kliceni embryi se pohybuje
v rozmezi 20—30°C.

Kontrolni otazky

1. Co jsou to regulatory rostlinného riistu a které nejéastéji se vyuziva pro in vitro kultivaci
rostlin?

Které zdroje energie jsou vyuzivana pro in vitro kultivaci rostlin?

Co je to agar a k ¢emu se vyuziva?

Co je to kultivaéni médium a jaka jsou jeho hlavni slozky?

Jaké jsou vyhody in vitro kultivace rostlin a priklady rostlin, které jsou pro tuto kultivaci
vyuzivany?

Uved'te, jaké teplotni rozmezi se pouziva pri ozdravovani rostlin termoterapii?

Jaka chemicka latka se nejcastéji pouziva pri chemoterapii?

Vyjmenujte rozdily mezi dvoustupriovou kryoprezervaci a rychlym zamrazenim vitrifikaci

PN b

Praktické cvi€eni - pokus kategorie a - vyZadujici bézné vybaveni

1. Od listopadu do bfezna odeberte kazdy mésic dormantni vyhony nejméné 3 druht ovocnych
drevin, tak abyste méli pokazdé k dispozici nejméné 100 pupent od kazdé ovocné dreviny. Na
spodni ¢asti vyhonu provedte S$tépaiskym noZem Sikmy fez v délce dvou tfetin priméru
vyhonu a takto upravené vyhony dejte narasit do vody.
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2.
3.

Praktické cvi€eni - pokus kategorie b - vyZaduijici urcité
laboratorni vybaveni
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Kazdy mésic stanovte procento rasicich pupeni u kazdého ovocného druhu.
Na zékladé nejlepsiho vysledku raseni stanovte nejvhodnéjsi dobu
odebirani dormantnich vyhoni od jednotlivich ovocnych druht pro
preparaci vychozich explantatt a ispésné zalozeni in vitro kultury.

Vliv fytohormonti na kli¢eni embrya in vitro.

1.

2.

3.

Z plodi rané€ zrajicich tfesni (prip. merunék, podle moznosti) sklizenych ze sadu jesté v dobé
pred skliznovou zralosti vylustime pecky.

Pecky povrchové dezinfikujeme v 10% roztoku Sava s pridanim 0,3% roztoku fungicidu Rovral
po dobu 1,5—2 hodin.

Z pecek nésledné exstirpujeme embrya, kterd osetfime namocenim do 0,15% roztoku chloridu
rtutnatého s ptidanim nékolika kapek smacedla Tween 20 po dobu 2 minut a poté oplachneme
sterilni destilovanou vodou.

. Embrya rozdélime na pfislu§né varianty média podle nejméné 3 rtznych koncentraci

fytohormonti v Petriho miskach (ptip. Erlenmeyerovych barnkach), kultivujeme v kultiva¢ni
mistnosti a po dobu nékolika tydnti sledujeme a zaznamenavame zmény.

vevs

. Vyhodnotime, ktera kombinace hormoni je nejvhodnéjsi pro iniciaci kliceni embrya.

Praktické cviCeni - pokus kategorie b - vyZaduijici urcité laboratorni vybaveni

Preparace rtistového vrcholu jako vychoziho explantatu pro zaloZeni in vitro kultury.

1.

Do vody dejte naraSit dormantni vyhony ovocné dieviny odebrané ze sadu v obdobi
vegetac¢niho klidu. Na spodni ¢asti vyhonu provedte St€patfskym nozem Sikmy fez v délce dvou
tretin primeéru vyhonu.

. Po naraseni vytiznéte rasici pupen i s ¢asti dieva. Z rasiciho vegetacniho pupene odstrarite

skalpelem a pinzetou povrchové struktury brénici sterilizaci (Supiny, zaklady listi).

. Z takto pripraveného explantatu vypreparujte vrcholy o velikosti 5 —10 mm obsahujici

meristematickou vrcholovou oblast a zaklady listii. Pro preparaci lze vyuzit i stereoskopicky
mikroskop. Zakreslete vysledny vypreparovany explantat.

Praktické cvi€eni - pokus kategorie ¢ - mozno realizovat
po dohodé pouze na specializovanych pracovistich

1. Po dohodé se specializovanym pracovistém zjistéte po 1 meésici multiplikacni koeficient

nejméné 3 vybranych odrid ovocnych difevin na nejméné dvou typech péstebnich médii
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s rtznou koncentraci cytokininti a vypracujte tabulku multiplikace po vzoru tabulky 1
(uvedena v tomto vyukovém modulu).

2. Porovnejte koeficienty mnozeni a urcete nejlepsi a nejhorsi vysledek multiplikace u
jednotlivych odrtd na péstebnich médiich s rtiznou koncentraci fytohormont.

3. Pro kazdou odridu pouzitou v pokuse doporucte nejvhodnéjsi péstebni médium pro vyvolani
mnozeni.

Praktické cvi€eni - pokus kategorie b - vyzaduijici urcité laboratorni vybaveni
Izolace meristémii ¢esneku kuchynského
1) Priprava média
Médium pro zaloZeni kultur (Co)

V destilované vodé na michadle s ohievem je rozpustén agar a postupné jsou pridany
makroelementy, mikroelementy, Zelezo, vitaminy a sachar6za. Na 1000 ml destilované vody (pro
uvareni litru média) je potieba 6000 mg agaru.

Po jeho rozpusténi jsou pridany ostatni suplementy a to tak, Ze 30 000 mg sacharozy je
rozpusténo v destilované vodé a k tomuto roztoku jsou pridany ostatni suplementy (tab. 1). Médium
je pripraveno ve chvili, kdy se na dné nadoby zacinaji tvorit bublinky, a barva média se stava
prithlednym. Koneéné pH 6 je upraveno bud 5% NaOH nebo 1M roztok HCI.

Tab. 1 Komponenty MS média

component mg.l-1
agar 6000
saccharose 30000
NH4NO3 1650
KNO3 1900
MgS04-7 H20 370
KH2PO4 170
CaCl2-2 H20 440
H3BO3 6,2
MnSO4-4 H20 223
7ZnS04-7 H20 8,6
KI 0,83
Na2Mo0O4-2 H20 0,25
CuSO4-5 H20 0,025
CoCl2-6 H20 0,025
Na2EDTA-2 H20 37,3
FeSO4-7 H20 27.8
nicotinic acid 0,5
pyridoxine 0,5
thiamine 0,1
myo-inozitol 100

Uvarené médium je rozlévano do velkych zkumavek automatickym davkovacem média v
mnozstvi priblizné 10 ml na zkumavku. Zkumavky jsou poté uzavieny alobalovym vickem a
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pripraveny na sterilizaci v autoklavu po dobu 20 minut. Po vyjmuti z autoklavu je médium zchlazeno
pri pokojové teploté uskladnéno v temnu.

Médium pro vypreparované meristémy (C1)

Médium urcené pro vypreparované meristémy je vareno stejnym zptisobem jako Co médium, ale
do smési jsou pridany rtistové regulatory (uvedeno v mg.1-1).

BA-0,5
NAA - 0,1
GA3 - 0,5

2) Zalozeni in vitro kultur

Cesnek kuchymisky je rozdélen na jednotlivé strouzky a zbaven obalovych $upin. Strouzky jsou
vloZeny do teplé (ne horké!!) vody se saponatem nebo Tweenem. Nésleduje prace ve flowboxu. Pred
zahajenim prace je nutné cely flowbox vytfit lihem. Strouzky jsou povrchové desinfikovany 0,2 %
HgCl2 po dobu 10-15 minut (vSechny strouzky musim byt ponoteny). Po desinfekei je chlorid prelit
do specialni nadoby s pouZzitym HgCl2 a strouzky jsou c¢iStény sterilni destilovanou vodou (3x10
minut).

Po povrchové desinfekei jsou jednotlivé strouzky vkladany do zkumavek s médiem Co. Takto
zaloZené vzorky jsou poté kultivovany pti teploté 22-26 °C a fotoperiod€ 16 hodin svétlo/8 hodin
tma. V pribéhu kultivace jsou postupné vyrazovany strouzky napadené houbovymi nebo
bakteridlnimi infekcemi. Na tomto médiu jsou strouzky kultivovdny minimélné do doby prirtistku
listi 5 cm, maximalné jeden mésic. V této fazi jsou strouzky pripraveny na preparaci meristému.

3) Preparace (izolace) meristému

Vlastni preparace meristémii probiha opét ve sterilnim prostiedi flowboxu. Meristémy o velikosti
priblizné 1 mm jsou izolovany pod binokularni lupou skalpelem a pinzetou. Pied zahajenim izolace
je lupa desinfikovana lihem a ponechana minimalné 20 minut ve flowboxu (k povrchové desinfekei
sterilnim vzduchem). Na kazdy meristém jsou pouzity sterilni nastroje.

Postup izolace je takovy, Ze jsou odstranény horni 2/3 strouzku, kofeny a poté jsou odstranény
vnejsi casti kolem dokola. Zbytek strouzku je zpracovavan pod binokularni lupou tak, Ze jsou
postupné odlupovany jednotlivé zduznatélé listy, az k samotnému meristému. Praci je tieba
vykonavat opatrné, protoze miize snadno dojit k poskozeni meristému rozmacknutim nebo
prefiznutim. Izolovany meristém je pomoci skalpelu prenesen na C1 médium a nasleduje kultivace
pri teploté 22-26 °C a fotoperiodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Po 4 tydnech jsou meristémy preneseny na cerstvé C1 médium. Meristémy, pozd€ji mladé
rostlinky, jsou prenaseny (,pasazovany*) priblizné kazdé 4 tydny na nové médium.
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