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Zakladni terminologie

ex plantare = péstovat mimo

explantat = kazdy fragment Zivého pletiva, cely organ nebo
soubor orgdnl, ktery je vytrzen z korelacnich vztahi celku a je
péstovan v umélych podminkdch (Bauer 1939)

in vitro = ve skle, to znamend v umélych podminkdch

asepticka kultura = kultura bez infekce (bakterie, kvasinky,
plisné)

axenickd kultura = kultura jednoho organismu

tkanovd kultura = historicky termin preneseny z oblasti
fyziologie ZivoCichu, neni spravny pro kultury rostlinnych pletiv



Zakladni terminologie

totipotence buriky = schopnost somatické buriky regenerovat
za vhodnych podminek celou rostlinu

meristém = délivé pletivo
regenerace de novo = regenerace rostlinnych organt (prytd,
korenl nebo kvétl) z bunék diferencovanych pletiv

somaticka embryogeneze = vyvoj struktur podobnych embryu
ze somatickych bunék bez predchozi flize gamet

androgeneze = vyvoj haploidnich rostlin z mikrospor nebo
mladych pylovych zrn

somatickd hybridizace = flze izolovanych protoplasti

enkapsulace = uzavreni explantdtu (kalus, somatické embryo,
meristém, bunécna suspenze) do gelové kapsle



Rostlinné explantaty

* zpocatku obor rostlinné fyziologie odliSujici se svou
vlastni metodologii

* pozdéji cetné aplikace v genetice a Slechtitelstvi

* v soucasnosti jsou teoretickou zakladnou rostlinnych
biotechnologii

* maji vyuziti v molekularni biologii - jsou souc¢asti metod
mnozZeni rostlin, transformace, selekce...



Zakladni podminky kultivace
n vitro

asepticka kultura - nutnost sterilizace Zivnych médii,
pouZitych nastroju, pracovniho prostoru a desinfekce
rostlinného materidlu

primérena vyziva explantatu = vhodné slozeni zivného média
vhodné fyzikalni podminky

- osveétleni (dostatecna intenzita a vhodné spektralni slozeni)
- teplota (nutnost rizené klimatizace)

- koncentrace plynu (spravna ventilace kultivaénich nadob)
vlhkost vzduchu



Slozeni zivnych meédii

anorganické slouceniny - doddvaji ve formé soli:
makroelementy: N, P, K, Ca, Mg, S
mikroelementy: Fe, B, Cu, Mn, Ni, Co, I,

organické slouceniny

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

aminokyseliny (zdroj organického dusiku): smési (hydrolyzaty
proteinl) nebo Eisté (glycin)

inositol

polyaminy: putrescin, spermin, spermidin...

aktivni uhli

prirodni latky: kokosové mléko, rostl. St'dvy...

zdroj organického uhliku = mono- a disacharidy (sacharéza)

rustové regulatory (auxiny, cytokininy, gibereliny, kys.
abscisova)

média jsou bud’ tekuta nebo se ztuZuji priddnim agaru, gelritu nebo alginatu



Urovné organizace explantdtu

rostlina (klicni rostlinka, embryo)
organ (koren, list, rapik, pupen)

pletivo (drenovy parenchym, endosperm,
kambium = pletivové kultury)

burika (mikrospory, pyl. zrna, bunécné
suspenze)

izolovany protoplast




Historicky vyvoj /n vitro kultur

1902 Haberlandt - prvni kultivace pletiva listového mezofylu, dren
stonku, svéraci buriky priduchl v podminkdch /n vitro. Neznalost
vyzivy, nesterilni kultura a pouziti diferencovanych buriky v kulture

1922 Knudson - vysevy semen orchideji

1925 Laibach - izolovana embrya Inu

1935 White - izolované koreny rajcat

1937 Gautheret - kalusové kultury z kambia korene mrkve.
1939 White, Nobécourt - kalusové kultury tabdkového nddoru.

1951 Skoog a Tsui - indukce pupent adenin sulfdatem na tabdkovych
segmentech

1957 Skoog a Miller - objev kinetinu.
1957 Stowe a Yamaki - objev giberelini



Historie experimentu s izolovanymi
rostlinnymi embryi

1754 Bonnet - sledovdni kliceni zdrodkil fazolu zbavenych déloh
19. stol. Sachs - Spatné kliceni embryi bez endospermu

van Tieghem - péstovani izolovanych embryi na rozetreném
endospermu jiného druhu - dikaz vyznamu nutri¢nich latek

1890 Brown a Morris - transplantace embryi je¢mene do
endospermu psenice

1904 Hannig - péstovani nezralych i zralych embryi brukvovitych
rostlin Raphanus a Cochlearia

1920 - 1930 Knudson kultivace rostlin ze zdrodkd Orchidaceae
na agarovém médiu s cukrem bez pritomnosti symbiotickych hub

1924 Dietrich - moznost zkrdceni dormance kulturou izolovanych
embryi



Historicky vyvoj meristémovych kultur

Ball - regenerace rostliny z izolovaného meristému lupiny
(Lupinus)

1949 Limmaset a Cornuet - prikaz rozdilné koncentrace virovych
¢astic v rostlinnych orgdnech rizného ontogenetického stadri,
meristémy témér viruprosté

1952 Morrel a Martin - ozdravovani virdznich jirin (Dahlia)
regeneraci rostlin z izolovanych meristéma

1957 Skoog a Miller - regenerace tabdku z kalusovych kultur
aplikaci cytokinind a auxind do Zivného média

1962 Murashige a Skoog - standardni kultivaéni médium
1964 Morel - regenerace ozdravenych orchideji z izolovanych
meristému

mmmdp  meristémové (meriklonové) mnoZeni



Historie suspenznich kultur
a somatické embryogeneze

1958 - Steward a Reinert - fekute medium, trepané kultury bunék
mrkve a bunéénych shluku - rast kalust i struktur podobnych
embryim = somatickd embrya

1979 Fujimura a Komamine - synchronizace somatické
embryogeneze v suspenzni kulture mrkve

2005 Stasolla a kol.: popis morfogeneze, fyziologie, biochemie a
molekuldrni biologie somatickych embryi jehli¢ nand

Po 100 letech tak byla experimentalné potvrzena platnost
bunééné teorie Schleidena a Schwanna o totipotenci
somatickych bunék.



Historie rostlinnych bunécnych
suspenznich kultur

1970 Gamborg a Shyluk - vliv auxinu 2,4 - D na rlst a vyvoj
rostlinnych bunék v kulture. Kultivace rostlinnych bunék
ve fermentorech.

1978 Hahlbrock - prikaz sekunddrnich metabolitl v rostlinnych
bunécnych kulturdch

1992 Nagata - popsdna synchronizovand bunééna suspenze
tabdku linie BY - 2.



Historie haploidnich kultur

1964 Guha a Maheshwari - kultivace nezralych prasniki a

regenerace homozygotnich rostlin durmanu Datura innoxia
Mill.

1967 Bourghin a Nitsch - kultivace haploidnich bunék
(mikrospor) a regenerace homozygotnich rostlin tabaku
Nicotiana tabacum

1996 Keller a Korzun - gynogeneze repy Beta vulgarisL., Allium
cepal., Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook

2000 slechtitelské programy polnich plodin (obiloviny, repka)
vyuzivaji haploidni kultury /n vitro



Historie protoplastovych kultur

1960 Cocking - izolace protoplastl a vyvoj novych slechtitelskych
metod prekonadvajicich inkompatibilitu pri krizeni (somaticka
hybridizace)

1970 Takebe a Nagata - regenerace rostlinek tabdku z izolovanych
protoplastd

1972 prvni mezindrodni konference protoplastovych technologii
ve Francii.

1973 prvni konference rostlinné molekularni biologie o vyzkumu
rostlinnych pletivovych kultur za d€asti komeréni firmy Monsanto

1977 vznik Mezindrodni komise pro vyzkum rostlinné burky
pri Mezindrodni organizaci vyzkumu burky (ICRO) UNESCO



Historie transformace
rostlinného genomu

1965 Morel - studium Agrobacterium tumefaciens
1970 - objev restrikénich endonukleaz.

1974 - Zaenen - dikaz integrace Ti plasmidu do rostlinného
genomu

1983 Schell - prvni transgenni rostliny.

1984 - primy prenos DNA do rostlinného protoplastu
(mikroinjekce DNA do jddra)

1986 - primy prenos DNA do rostlinnych bunék

!

Geneticky modifikované organismy = GMO



Vznik organizaci /n vitro kultur

1970 zaloZeni Mezinarodni asociace rostlinnych pletivovych kultur
(TIAPTC - International Association of Plant Tissue Culture)

1. Kongres rostlinnych pletivovych kultur ve Strasburku

1974 Murashige, Thorpe, Gamborg - zaloZeni Komise pro
standardy kultivacnich médii pro potreby vyzkumu, vyvoje a
komercni vyrobce

1980 zaloZen ¢asopis Plant Cell Reports, Springer Verlag Publikace
vysledkd vyzkumu kultivace rostlin in vitro.



Ceské zacatky rostlinnych explantatd

Rudolf Retovsky, Eva Petri - AV CR
Praha

Zdenék Opatrny - AV CR, VURV,
UK Praha

Boris Vyskot - BFU AV CR Brno

FrantiSek J. Novdk - AV CR
Olomouc, AA Seibersdorf

Jiri Vagera - AV CR Olomouc
Zdenék Sladky - MU Brno

Prof. Zdenék Sladky, DrSc.
Foto: J. Dubova



Slovenské zacatky rostlinnych explantatu

Karol Erdelsky - Univerzita
Komenského, Bratislava

Aurelie Kamenicka - Arboretum
Mlynany

Anna Pret'ova - SAV Bratislava

Eva éellérové - Univerzita
P.J.Safarika, Kosice

Doc. Karol Erdelsky, DrSc.
Foto: J. Dubova



Soucasna pracovisté rostlinnych biotechnologii
Czech Biotech Report 2006

Akademle véd CR
Biofyzikdlni dstav AV CR Brno
Us‘rav experimentdlni botaniky AV CR Praha
Us‘rav organické chemie a biochemie AV CR Praha
Ustav molekuldrni biologie AV CR Praha

Univerzity

Vyzkumne dstavy
Vyzkumny Ustav brambordrsky Havli¢kiv Brod
Vyzkumny dstav chmelarsky Mélnik
Vyzkumny Ustav krmivarsky
Vyzkumny dstav lesnicky Znojmo
Vyzkumny dstav olejnin OSEVA PRO s.r.o.
Vyzkumny Ustav potravinarsky Praha
Vyzkumny dstav obilnarsky Kromériz
Vyzkumny Ustav ovocndrsky Holovousy
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby Ruzyn
Vyzkumny Ustav véelarsky



Zakladni metody rostlinnych
bunécnych, pletivovych
a organovych kultur



Zakladni metody rostlinnych bunécnych,
pletivovych a orgdnovych kultur

meristémové kultury
organogeneze

somatickd embryogeneze
haploidni kultury

kultury izolovanych embryi
protoplastové kultury
kultury transgennich rostlin

ozdravovani, certifikace a selekce
rezistentnich rostlin

kryoprezervace /n vitro kultur



Aplikace metod rostlinnych explantatu
v zdkladnim vyzkumu

ziskani teoretickych poznatku v oblastech

* bunééného déleni

- totipotence rostlinné bunky

- diferenciace rostlinné bunky a pletiva
 metabolismu rostlin

- regulacnich mechanismu
 transformace a mutageneze



Meristémove kultury

Meristematickd pletiva jsou okrsky nediferencovanych
bunék, které jsou schopny opakovaného déleni.

Kultury izolovanych vrcholovych nebo axildrnich meristémi
se pouzivaji k mnozeni a pri eliminaci rostlinnych patogent =
ozdravovani.

Pri zakladani kultury se izoluji prytové spicky - apikalni
meristémy s 1-2 listy primordia.

Takto odvozené kultury jsou geneticky stabilni.



Stavba stonkového apikalniho
meristému

mezi jednotlivymi taxony
existuji rozdily

ve stavbé a velikosti
meristému

listova primordia

apikdlni meristém

izolovany ,meristém"

Podélny parafinovy rez
apexem stonku begonie
Begonia rex PUTZ.
Foto: J.Dubova




vyvijejicich prytu
z apikdlnich nebo axilarnich
meristéml péstovanych

na mediich doplnénych
ristovymi regulatory,
predevsim auxinem a
cytokininem.

* Nodalni kultury = kultury
odvozené z prytu, které
regenerovaly

v mevr'is*émov),'Ch k‘;'IT‘,-'r'dCh: KlondIni mnoZeni gerber
odbérem jednonodalnich Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook,
segmentl prytl s axildrnim var. Starlight

meristémem. Foto: A.SmiSkova



Stadia mikropropagace /n vitro

Murashige (1974) Debergh et Maene (1981)

0. priprava explantatu - ovlivnéni materské rostliny
L. iniciace

IT. propagace (mnozeni)

IT.a elongace (prodluZovdni ) pryti

III. zakorenovani

prevddéni ex vitro do nesterilnich podminek =

aklimatizace na nesterilni podminky (nizsi vzdusnou vlhkost,
vétsi kolisdni teplot, normalni osvétleni)



Foto: J. Dubova

III.




Aklimatizace regenerantu fialek
Saintpaulia ionantha Wend|.
ze segmenti listovych Eepeli

Foto: J. Dubova




Typy organogeneze

prima organogeneze:
explantat — meristemoid —
primordium orgdnu —
rostlina

regenerace

1o regenerace
prytu

korend

neprima organogeneze:
explantdt — kalus —
meristemoid —
primordium orgdnu —
rostlina

Organogeze na segmentu listové Cepele
Saintpaulia ionantha Wendl.
Foto: J.Dubova



Haploidni kultury

4 Androgeneze = regenerace
haploidnich rostlin ze
samciho gametofytu -
kultury nezralych prasnik
nebo izolovanych mikrospor

¢ Gynogeneze = regenerace
haploidnich rostlin ze
samic¢iho gametofytu -
kultury neoplodnénych

vajicek

Prasnikové kultury tabdku
Nicotiana tabacum L.
Foto: J. Dubova



Androgeneze
= vyvoj rostlin ze samc¢iho gametofytu

umoznuje manipulace se stupném ploidie
a rychlejsi ziskani homozygotnich rostlin

1. regenerace haploidnich rostlin z mikrospor nebo mladych
pylovych zrn = mikrosporové nebo prasnikové kultury

2. zdvojeni haploidniho genomu = dihaploidizace

|

ziskani homozygotniho materidlu v kratsi dobé
ve srovndni s klasickou genetickou metodou
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Typy androgeneze

priméa androgeneze

vyvoj globularniho embrya a
ndsledné haploidni rostliny primo
z pylového zrna nebo mikrospory

neprimd androgeneze =

z pylového zrna nebo mikrospory
se vyvine napred haploidni kalus

-v ném indukce organogeneze

— regenerace haploidni rostliny

prima androgeneze na prasniku tabdku
Nicotiana tabacum L.
Foto: J. Dubova



Kultura izolovanych embryi

= aseptické vyjmuti embrya a jeho prenos na vhodneé
médium a optimalni kultivacni podminky

relativni snadnost ziskani embryi bez patogent (povrchova
desinfekce semen nebo plodi mize byt razantni)

semena s tfvrdym osemenim - nutno mekcéit macenim ve vode,
pak ndsleduje opakovanad desinfekce

podminky nutné pro sprdvny vyvoj izolovanych embryi:

- neposkozeni embrya véetné suspenzoru - izolace vétsinou
vyzaduje pouziti preparaéniho mikroskopu

- vybér vhodného kultivaéniho média - ¢im je izolované embryo
mladsi, +im jsou jeho ndroky vétsi



Kultury izolovanych embryi

Vyuziti kultur izolovanych embryi:
1. prekondni dormance

2. ziskavani vzdalenych kriZenci
(mezidruhovych a mezirodovych,
napr. Triticum x Secale =
Triticale)

3. zdroj ontogeneticky mladého
pletiva pro mnozeni

rand vyvojova stadia embryi
(proembrya) se kultivuji

na médiich s vysokym osmotickym
potencidlem. Nezralé embryo schizandry

Schisandra chinensis (TURCZ.) BAILLON
Foto: A. Smiskova




Kultury izolovanych embryi

pokrocilejsi vyvojova stadia embryi jsou autotrofni a
vyvijeji se na jednoduchych anorganickych mediich
s nizsim osmotickycm potencidlem (58 - 88 mM sachardza)

Rustové reguldtory v mediich pro izolovand embrya
1. nizké koncentrace auxinu podporuji normalni vyvoj
2. kyselina giberelova zvétsuje objem embryi
3. cytokininy rist a vyvoj inhibuji

Drive pouzivané prirodni extrakty (kokosové mléko) dnes
jiz nahrazuji ristové reguldtory.



Suspenzni kultury

kultury bunék a rostlinnych
protoplastl v tekutém médiu

laboratorni trepacka laboratorni bioreaktor



RUzné moznosti kultivace /in vitro

horizontdlni
trepacky

pro kultivace v
tekutém médiu

Hark Orchideen GmbHC
Lipstaadt, Némecko
Katalog Duchefa

kultivacni regdly pro kultury rotacni kultivacni systém
na agarem ztuzeném médiu pro kultivace v tekutém médiu



Somaticka embryogeneze (SE)

prima SE:
embryogenni bunéénd suspenze
nebo explantdt

— vyvoj somatického embrya

neprima SE:
diferencované pletivo
—~ embryogenni kalus
— vyvoj somatického embrya

Somatickd embrya javoru
Acer palmatum Thunberg.
Foto: A.Smiskova



Kultury protoplastu

= suspenzni kultury rostlinnych bunék, u nichz byla pomoci smési
enzymt (celuldza, hemiceluldza, pektindza) odstranéna bunééna
sténa

izolace protoplastl pfi pouZiti kombinace téchto enzym pri pH
55-5,8 trva 3-18 hod.

fragmenty bunék a bunéénych stén se od celistvych protoplasti
odstrani opakovanym promyvdnim a centrifugaci

suspenze protoplastii
z mezofylu listu
katalog firmy Duchefa




Prubéh kultury protoplastu

Izolované protoplasty o hustote 10%-106 bunek/ml
se kultivuji v tekutém médiu, v agarézovych kapkach
rozptylenych v tekutém médiu nebo v tenké vrstvé
tekutého média na agaréze.

Zivotnost protoplastl se sleduje pomoci fluorescenéniho
barviva fluorescein diacetdatu (FDA), ze kterého pouze
zivé buriky uvolni fluorescein, ktery ve fluorescenénim
mikroskopu po ozdreni modrym svétlem o vinové délce
488 nm vydava zlutozelené zdreni v oblasti 530 nm.

Prvni déleni protoplastl nastdva za 48 - 96 hod po izolaci.

Mnohobunécné kolonie se vyvijeji béhem 14 - 21 dni a
makroskopicky kalus béhem 4 tydni.

Prvni regenerujici rostliny se objevuji 1 mésic po izolaci.



Somaticka hybridizace

= splyvani (fuze) protoplastu
somatickych bunék

indukuje se v elektrickém poli

umoznuje ziskavani vzdalenych

hybridi

Flze protoplasti Episcia cupreata
a Saintpaulia ionantha
Univerzita Hannover, Némecko



zlepSenymi charakteristikami
indukovanych kulturou

somatickou hybridizaci Ize
prekonat mezidruhovou nebo
vhitrodruhovou inkompatibilitu

izolované protoplasty se
vyuzivaji pri primych metoddch
genetickych transformaci

protoplasty jeCmene
Hordeum vulgare L.
Foto: M. Kumerovd



Techniky genetickych manipulaci

Transformace = integrace ciziho genetického materidlu (DNA)

do rostlinného organismu a vznik transgenni rostliny
s novymi vlastnostmi.

Obecné schéma transformace

1.

2.
3.
4

Priprava rekombinantni DNA (konstrukt)

Vneseni DNA do rostlinné bunky

Testovdni exprese vnesenych genl

Dokazovani stability vnesené DNA v rostlinném genomu



mikroinjekce do jddra bunky
vakuova infiltrace

lipozomy uzavirajici DNA
bombardovani mikrocasticemi

2. neprimé = vyuZiti ruznych vektort
bakterie rodu Agrobacterium
rostlinné viry
modifikovany bakteriofag A



Aktivni ipt gen z Agrobacterium
tumefaciens zplsobuje nadprodukci
cytokininl a vznik teratomd

s drobnymi listy a mnohondsobné
vétvenym stonkem, ktery neni
schopen zakorenit.

Teratomy tabdku
Nicotiana tabacum L.
Foto: J.Dubova



Fytopatologie /n vitro

ozdravovani rostlin = pétilety proces izolace meristémd,
termoterapie, mnozeni, a ndsledné kultivace a certifikace
ozdravenych rostlin

2002 Gamborg - touto metodou bylo vyprodukovadno 30 miliont
certifikovanych mladych rostlin jahodniku /rok pro vysadbu
ve Watsoville, stredni Kalifornie, USA (tj. Gzemi produkce
80% jahod v USA)



= detekce a identifikace

Certifikace rostlin /n vitro

virt

viroidd

bakteridlnich patogen
houbovych patogent

bakteridlni kontaminace nezralého zygotického
embrya Schisandra chinensis (TURCZ.) BAILLON
Foto: A.Smiskova



In vitro selekce rezistentnich rostlin a
studium vztahi mezi rostlinou a patogenem

Kultivace bunéénych suspenzi
a kalusovych kultur a
regenerace rezistentnich
rostlin na mediich se
selekénimi fytotoxiny.

Aplikace Cistého toxinu nebo | ,, ;
filtratu z patogenni kultury LW\ % "y . I
do media. \ "‘*-he’rerézygo‘mi populace__,_. /

Selekce rezistentnich
transgennich rostlin tabdku
na M-S meédiu s pridavkem

metotrexatu
Foto: J.Dubova

A Q%u sensitivni-ke 1'r'o ay )




Priklady selekce rezistentnich klonu
rostlin /n vitro

kokultivace explantdatt s toxiny patogent

kalusové kultury Citrus /imon kultivované na mediich s
filtratem Phoma trachiphila

kultury listovych segmentl Lycopersicon esculentum na
mediich s A/ternaria alternata f. sp.lycopersici

embryogenni kultury Vitis viniferainokulované E/sinoe
campeline

nodalni kultury &lycine max. kultivované na médiu s filtrdtem
Fusarium solani f. sp. glycines

kultury kli¢nich rostlin a listovych segmentt Triticum
aestivum na mediich s Microdochium nivale



Sekunddrni metabolity (SM)

= vedlejsi produkty metabolismu rostlin, jejichZ biosyntéza
navazuje na zdkladni metabolismus

funkce SM:

1. ochrana rostlin proti chorobdm a sktdctm
2. regulace
3. detoxifikace zplodin metabolismu

produkce sekunddrnich metabolitl /7 vitro = kultivace vybranych
lini1 rostlinnych bunéénych a orgdnovych kultur s vysokou
produkci sekunddrniho metabolitu, probiha v bioreaktorech

mnoZstvi a kvalitu metabolitl ovliviuji:

kultivaéni podminky bioreaktort (sloZzeni medii, provzdusnéni,
teplota a pohyb bunééné suspenze)

tzv. elicitory = dopliky medii, které stresuji kultivované buriky



Elicitace

Urcité sekunddrni metabolity, fytoalexiny, jsou akumulovany
v rostlindch po infekci mikroorganismy.

Tyto latky maji antimikrobidlni aktivitu, a tak funguji jako
chemicka ochrana rostlin.

Slouceniny podporujici tvorbu fytoalexint (filtrat z patogenni
houby nebo toxin) byly nazvany elicitory a proces produkce
fytoalexin elicitace.

elicitor == rozpoznadni elicitoru =>  syntéza enzymi == produkce fytoalexini

Akumulace fytoalexini muZe byt indukovand rovnéz jinymi
stresovymi faktory: UV- radiace, expozice chladu nebo horka,
etylen, fungicidy, antibiotika, soli téZkych kovi, vysokd
koncentrace soli.



Elicitory sekundarnich metabolitu

elicitor
; kul duk
(filtrat z houby) uftura produkt
Phytophthora
megasperma Glycine max glykolin
houbové homogendty
Ruta gravolens epoxidy

Phytium ajmalicin
aphanidermatum Catharanthus roseus k\Cll +haranthin
Botrytis
COloEL) Papaver somniferum sanguinarin
Verticillium P

Altenaria




Uchovavani genofondu

1. uchovani semen = nejbéznéjsi a nejstarsi metoda

1. uchovani semen klasicky = pri nhormalni teploté - zachovani
klicivosti max. 1 -5 let

2. semenné banky = uchovani semen na delSi dobu = pri - 20°C,
nelze pouzit pro vsechny taxony

2. uchovani vegetativnich orgadni - hlizy, koreny, cibule, rizky
rizika a nevyhody:
choroby (houbové, virdzy)
skudci (ztraty pri skladovant)
nevhodné podminky (teplota, vlhkost...)
pracné a ndkladné - prostory, manipulace



Uchovavani genofondu formou
in vitro kultur

kratkodobé uchovavani:

* uchovani aktivné rostoucich kultur = vzhledem k
nutnosti pravidelnych pasazi na nové médium = pracné a
ndakladné, opakovana manipulace zvysuje nebezpeci
kontaminace

 uchovani kultur v minimélnim rdstu

- metody zaloZené na kultivaci explantdti pri
minimdlnich teplotach 4 - 10°C (rostliny mirného
pdsma), 15-20°C (tropické rostliny) - prodluzuje se
interval pasdzi

- metody zaloZzené na modifikaci slozeni kultivacniho
média - snizeni koncentrace soli (1/2 - 1/4), zvySeni
osmotické hodnoty média - 3% manitol, 5%
sachardza, kyselina abscisova



(kryoprezervace):

skladovani upravenych kultur (vrcholovych nebo
axildrnich pupent, somatickych embryi, suspenzi
bunék nebo protoplasti) pri teploté -196°C.



Metody kryoprezervace

tradi¢ni = metoda pomalého, kontrolovaného
ochlazovani:

explantat — kryoprotektant (DMSO, etylenglykol) a
pomalé ochlazovani (1°C/min.) na -35°C (je nutny specidlni
pristroj), pak prenos do -196°C (tekuty dusik)

novéjSi = rychlé zmrazovani

metoda vitrifikacni: izolace pupenu - vysoka
koncentrace kryoprotektantu a rychlé zmrazeni
z +22°C na -196°C (tekuty dusik)

metoda enkapsulace/dehydratace: aklimatizace
kultur pri nizsich teplotdch, izolace explantat, jejich
enkapsulace do algindatovych perel, osmoticka a
vzdusnd dehydratace, prenos do kryozkumavek a
rychlé zchlazeni v tekutém dusiku (-196°C)



Metoda enkapsulace/dehydratace

algingt sodny je

polysacharid izolovany
z Cervenych ras, ktery je
rozpustny za normadlni

teploty a v pritomnosti J/, "3 VA
Ca? iontl vytvari gel )

pouziva se k tvorbé perel

*  uzavirajicich meristémy
nebo bunécné suspenze
pri kryoprezervaci W i
- pri kultivaci protoplasti
*  pri imobilizaci bunék pro

produkci sekunddrnich

metabolitl vyvoj axildarniho meristému bramboru
. *i tvorbé SIV eme Solanum tuberosum ’L. enkap;ulovaneho
pri tvorbe umelych semen do 3% algindtu sodného
Foto: J.Dubova



Metoda enkapsulace/dehydratace

vyvoj enkapsulovaného vrcholového
meristému Seguoia sempervirens
M. Lambardi, CNR-IVALSA, Itdlie

kliceni umélych semen Cyclamen persicum
Foto: T. Winkelmann
Univerzita Hannover, Némecko




Biotechnologické vyuziti
metod rostlinnych explantata



ontrola rustu a vyvoje (vegetativni rust, generativni vyvoj
a klonalni mnozenti) - regenerace rostlin

Ochrana rostlin proti fytopatogentm (viry, bakterie,
houby), sktidclim a herbicidim - fytopatologie /i vitro

Vyroba potravin, biochemikadlii a 1€kt - produkce
sekunddrnich metaboliti



Komercni vyuziti meristémovych kultur,
organogeneze a somatické embryogeneze

MnoZenim /n vitro se ro€né na
svété vyrobi vice nez 350
miliond mladych rostlin:

Hrnkové okrasné listem a
kvétem

Rezané okrasné kvétem
Ovocné dreviny

Cibuloviny a hliznaté rostliny
Orchideje

Okrasné dreviny a kere
Zelenina a polni plodiny
Aromatické rostliny a l1é€ivky

zh

Komeréni kultivaéni mistnost
InVitro, Nizozemi
z katologu Duchefa



Priklady komercniho vyuziti
kryoprezervace meristému

Biotechnologicka laborator Nestlé uchovdva bunééné embryogenni
linie kdvy, kakaa a bandn.

Némecka sbirka mikroorganismt a bunéénych kultur (DSMZ,
Braunschweig, Némecko) - meristémy 519 starych kultivart
brambor - metoda mrazeni algindtovych perel

International Potato Centre (CIP, Lima, Peru) - 345 kultivard
brambor - metoda vitrifikace

INIBAP Leuven, Belgie - 306 kultivari bandnu (1/4 ze svétového
poctu kultivart) - metoda vitrifikace

Ndrodni genobanka klonti NCGR, USA uvddi roéni ndklady na
udrZovdni jedné polozky v sadu (hrusné) 77 dolard, na skladovani
in vitro 23 dolard, na kryoprezervaci 1 dolar (pri poatecni
investici ha kryometodu 50 dolart za uchovdvanou jednotku).



Komercni vyuziti GMO

1994 prvni povolend GM zelenina - rajcata Flavr-Savr se
zablokovanou biosyntézou etylénu (= zpomalené dozravani a
dlouhodoba trvanlivost v obchodé)

1996 prvni komercni osivo GM kukurice v USA s rezistenci
viéi zavijeéi kukuri¢nému

2000 Walmsley a Arntzen - vakcina proti prijmovému
onemocnéni (diarrhoea) v GM plodech bandni

2001 Potrykus - GM ,zlatd ryze" s vyssi schopnosti
akumulovat p-karoten a zelezo



Transgenni plodiny

geneticky manipulované hospodarské a primyslové plodiny
kukurice, psenice, repka, cukrovka, slunecnice, brambory, soja
a bavlna maji zvyseny vynos a jsou rezistentni proti nékterym
herbicidim a skidctm

transgenni ., Zlatd ryze " nese gen kukurice pro tvorbu
B-karotenu (provitamin A) a md zvyseny obsah Zeleza
v prijatelné formé



[ 4 ' 4
Zlata ryze
nese gen kukurice pro tvorbu

B-karotenu (provitamin A) a
gen pro feritin

zrno ma vyssi obsah B-karotenu a
zvyseny obsah Zeleza v prijatelné
formé

konstitutivni ukladani Zzeleza do stébel

zvyseny prijem Zeleza koreny

péstovani zlaté ryze ma ohromny vyznam
pro zlepsSeni vyZivy, predevsim u obyvatel Asie



Komercni vyuziti GM rostlin

Komeréni vyuziti GM rostlin je doposud omezeno nasi
nedostatechou znalosti kontroly exprese genl a jejich
vzajemnych interakci a regulaci jednotlivych metabolickych
cest v ramci celé rostliny, mdlo GdCinnymi protokoly
regenerace rostlin /n vitro a predevsim vysokymi naklady na

technologii genetické transformace rostlin.



Komercné dspésné GM plodiny

Zlatd ryze se komercné péstuje v jihovychodni Asii a

vyznamné prispiva k zlepseni zdravotniho stavu populace v
rozvojovych zemich

V roce 2001 péstovaly USA 68% svétové vyroby GM plodin,
Argentina 22%, Kanada 6% a Cina 3%

Transgenni plodiny jsou duvodem dlouholetého sporu mezi EU
a USA. Modifikované kukufici, Fepce a soji s rezistenci proti

herbicidu Round-up (glyphosa’re) spotrebitelé v EU stdle
neduvéruji.



Trendy vyzkumu GM okrasnych rostlin
a lesnich drevin

okrasné rostliny
odddleni starnuti kvétl: zména biosyntézy etylénu
zmény barvy kvétu: manipulace s geny pro biosyntézu antokyant
zmeény viné: manipulace s geny kodujici S-linalolsyntdazu
modifikace rezistence viéi patogentim a herbicidim

lesni dreviny

modifikace obsahu celuldzy, snizeni obsahu ligninu a zména jeho
struktury - vyuZziti v papirenském prumyslu

rezistence proti fytopatogennim houbdm (manipulace s geny
kédujicimi peptidy) a skiidctim

rezistence proti herbicidu Buster - méné pracné péstovani



Komercné dspésné GM dreviny
a okrasné rostliny

Populus nigra tranformovany genem CryAC (bakterialni toxin
Bacillus thuringiensis) G¢inny proti housenkdm motyll
(Lepidoptera).

Cina komeréné vysazuje a péstuje porosty Populus nigra a Pinus
nigra pro prumysl papirensky a textilni.

rize a karafidty serie Moon, s modifikovanou vuni, firmy
Suntory Ltd. (Japonsko) a Florigene Ltd. (Austrdlie) jsou
péstovany v jizni Americe a prodavany v Evropé, USA, Kanadé,
Japonsku, Austrdlii.

transgenni modrd rtze firmy Suntory byla ziskdna prenosem
genl pro tvorbu modrého barviva de/finidinu.



Vyuziti sekundarnich metabolitu

farmaceuticky prumysl: kultury Cataranthus roseus-
ajmalicin (Ié¢ba vaskularnich onemocnéni), kultury Taxus
brevifolia - cytostatikum taxol, kultury Panax ginseng -
saponiny

textilni pramysl: kultury Lithospermum erythrorhizon -
barvivo Sikonin a kultury Thalictrum minus, Coptis japonica -
berberin

kosmeticky primysl: viiné a esencidlni oleje (Lavandulla
oficinalis)

potravindrsky primysl: barviva, prichuté, viné (antokyany,
betalainy)

zemeédélsky primysl: bioaktivni pFirodni insekticidy
pyretroidy a fytoalexiny pro integrovanou ochranu rostlin



Farmaceuticky vyuzivané SM produkované
bunéénymi nebo organovymi kulturami

druh SM SM vyuziti kultura
alkaloid ajmalicin antihypertensivum Catharanthus roseus
alkaloid berberin antimikrobidlni Coptis japonica
Ucinek Thalictrum minus
diterpen taxol cytostatikum Taxus brevifolia
alkaloid kodein, analgetika Papaver somniferum
morfin antitusika
alkaloid atropin sympatolytikum Atropa bella-donna
skopolamin
glykosid digoxin kardiotonikum Digitalis lanata
digitoxin
saponin panaxozid tonikum Panax ginseng
alkaloid vinkristin cytostatikum Vinca rosea

vinblastin




Priklady komercniho vyuziti
sekundarnich metabolitt

Mitsui Petrochemical Industries, Japonsko:

kontinudlni kultivace suspenzi Thalictrum minus, Coptis japonica
v rotacnim bioreaktoru (4000 |) - berberin

kultivace Lithospermum erythrorhizon — Sikonin
Nitto Denko, Japonsko:

kultivace bunécnych a orgdnovych kultur zensenu Panax ginseng
ve staciondrnim bioreaktoru (20 000 |) -~ saponiny

Nippon Pain Company, Japonsko:

rotacni kultivaéni systém kultivace prysce Euphorbia millii -
antokyany



Priklady komercniho vyuziti
sekundarnich metabolitt

Vipont Research Labs, USA

Kultivace bunéénych suspenzi Papaver somniferum
ve staciondrnich bioreaktorech (300 |) promichdvanych
proudem vzduchu — sanguinarin

ESCAgenetics, USA

2- fazovad kultivace suspenze tisu Taxus brevifolia
v bioreaktorech (25 000 /75 000 )-taxol

kultivace bunék vanilky Vanilla planifoliav rotaénim
bioreaktoru (75 |)-vanilin



Bioreaktory

v roce 2005 nejvétsi
automaticky provzdusnovany
bioreaktor pro péstovani
rostlinnych bunék a orgdnt
na svete

| pracovni objem kazdého
tanku 20 000 | (20 tun)

1

celkovy objem 160 000 |
(160 tun)

Foto: Sung Ho Son
VitroSys Inc., Korea
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Kategorie biotechnologii v CR
Czech Biotech Report 2006

Rostlinné biotechnologie

Zivo&idné biotechnologie

Biotechnologie Zivotniho prostredi
Biotechnologie enzymil

Mikrobidlni a bunécné biotechnologie

Vyvoj diagnostickych a terapeutickych systéma

Viyvoj zdkladnich biotechnologii (nanotechnologie, analyza
genomdu, bioinformatika, struktura a interakce biomolekul)

tyto kategorie jsou ddle ¢lenény do 46 sekci



Sekce rostlinnych biotechnologii
Czech Biotech Report 2006

Reprodukce a mnozeni
rostlin

Genetické modifikace
Kultivaéni podminky
rostlin

Ochrana rostlin
Detekce rostlinnych

patogent
Mapovani genomu
Biodiverzita rostlin

Chiméra
Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook,
Foto: A.SmiSkova




Vyzkumné trendy pro dalSi desetileti

vyzkum abiotického stresu, predevsim vlivu zasoleni, sucha,
extrémnich teplot, chemotoxicity a oxidativniho stresu

zlepgeni ochrany rostlin proti skidctm

ochrana a udrzitelny rozvoj zivotniho prostredi
zlepseni kvality potravin

produkce biomateridll

zarazeni staronovych technik (apomixis a mutacni slechtént)
pro vyslechténi novych odrid
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stranky ¢eské neziskové organizace Biotrend tvorené védeckymi
pracovhiky pro Sireni informaci o moderni biotechnologii a GMO

http://www.biotrin.cz/

kryoprezervace

http://scieng.abertay.ac.uk/plant/genebanking.htm
http://www.ars.usda.gov/Main/docs.htm?docid=8100
http://www.ars-grin.gov/ncgrp/volk_lab.htm



