Cviceni z fyziologie rostlin

Organogeneze in vitro

Teoreticky uvod

Fyziologické procesy v rostlinach jsou rizeny rtiznorodymi nizkomolekularnimi latkami,
které jsou na zdkladé ucinné koncentrace déleny na dvé skupiny: rostlinné hormony
(fytohormony) plisobici ve velmi nizkych koncentracich (10-¢ az 10 M) a rustové regulatory,
jejichZ acinek se projevi pti vyssich koncentracich (od 10-5 M). Obé skupiny reguluji napriklad
rast a vyvoj rostlin, diferenciaci bunék a pletiv, vyvoj organi, pohyby stomat, reakce na vnéjsi
podminky, bioticky a abioticky stres. Mezi rostlinné hormony patri auxiny, cytokininy,
gibereliny, kyselina abscisova, ethylen a strigolaktony. Mezi latky s regulacni aktivitou nalezi
brassinosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylova, polyaminy, oligosacharidy a fenolické latky.
Ristové a vyvojové procesy v rostlindch jsou navzdjem propojeny a jsou ovliviiovany
vzajemnym plisobenim fytohormont a latek s regulacni funkci.

Cytokininy a auxiny jsou zasadni pro Zivotaschopnost rostlin. V nasem cviceni se budeme
vénovat organogenezi rostlin in vitro a budeme sledovat vliv cytokinini a auxini na vyvoj
rostlinnych organt.

Auxiny

Kyselina indol-3-octova (IAA, indole-3-acetic acid) a kyselina indol-3-mdaselna (IBA,

indole-3-butyric acid) jsou prirozené se vyskytujici auxiny v rostlinach. Prikladem syntetickych
auxind jsou Kkyselina naftyloctovd (NAA, 1-naphtaleneacetic acid) nebo Kkyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).
Syntéza auxini probiha predevsim v bunkach stonkového a korenového apikalniho meristému,
odkud jsou vzniklé auxiny transportovany polarné, podle polohy specifickych transportnich
proteind. Timto zplisobem se vytvaii auxinovy gradient v kofeni. Auxiny ovliviuji prodluzovani
bunék a déleni bunék kalusu (v pritomnosti cytokinind). Stimuluji diferenciaci vodivych pletiv z
prokambia, aktivuji kambium, rist plodd, vyvoj embrya, zakladani lateralnich i adventivnich
koteni a udrzuji apikalni dominanci. Auxiny reguluji rist rostliny v reakci na vnéjsi podnéty -
tropismy (napft. gravitropismus, fototropismus).
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Cytokininy

Prirozené se vyskytujici cytokininy v rostlinach jsou Né-substituované derivaty adeninu.
V zavislosti na typu postranniho retézce se déli na isoprenoidni a aromatické. NejcastéjSimi
isoprenoidnimi  cytokininy jsou trans-zeatin [tZ , trans-6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-
enylamino)purin], cis-zeatin (cZ) a N¢-(A2-isopentenyl)adenin (iP). Z aromatickych cytokinind se
vrostlinach vyskytuji benzyladenin (BA) a jeho hydroxy- a metoxyderivaty. Kinetin (K,
furfuryladenin) patii taktéZ mezi aromatické cytokininy, ale doted’ byl identifikovan hlavné u
zivoCichl. Pro laboratorni Ucely je pripravovan synteticky. Cytokininovou aktivitu maji také
nékteré derivaty fenylmocoviny napft. thidiazuron (TDZ), difenylmocovina (DPU), 1-(2-chloro-4-
pyridyl)-3-fenylmocovina (CPPU), které se vSak v rostlinach prirozené nevyskytuji

U vysSich rostlin jsou cytokininy syntetizovany predevsim v délicich se pletivech.
Aktivuji déleni bunék v meristémech, stimuluji tvorbu chloroplastii i syntézu fotosyntetickych
barviv, oddaluji senescenci listli a odbouravani chlorofylu. Snizuji apikalni dominanci, aktivuji
vyvoj axilarnich pupenl, coz se projevuje vétvenim nadzemnich Casti rostlin. Inhibuji
prodluzovani kofend a internodii, zvétSuji plochu listli, reguluji transport a mobilizaci Zivin v
rostlinach. Cytokininy jsou také vylucovany patogennimi organismy (bakterie, hmyz, hlistice) a
hraji vyznamnou roli i v nékterych symbiotickych procesech, napft. pti tvorbé hlizek pro fixaci
vzdu$ného dusiku (bakterie Rhizobium).
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Ethylen

Ethylen je jediny plynny hormon. Plsobi hlavné na vyvoj a zrani plodl a opad listl. V
kli¢nich rostlinach ve tmé vyvolava tzv. troji efekt (triple response): podporuje radialni rist
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hypokotylu (kratky a silny hypokotyl), inhibuje pozitivné-geotropicky rlst kotrent (kratky
koren) a zplsobuje tvorbu apikalniho hacku. Stimuluje tvorbu koienovych vlaskd, epinastii listq,
urychluje senescenci, zkracuje dormanci a podporuje zrani duznatych plod{, coZ se vyuziva
hlavné u banant, jablek, hrusek, rajcat, fiki ¢i broskvi. Inhibitory tvorby ethylenu se v praxi
pouZzivaji k prodlouZeni trvanlivosti fezanych rostlin.

H,C=CH,

ethylen

Kyselina abscisova

Je zapojena piedevsim vreakcich na stres. Jeji ucinky jsou ¢asto antagonistické vici
giberelinim, cytokininiim a auxinlim. Plsobenim kyseliny abscisové dochazi k zavirani
priduchd, reguluje zrani a dormanci semen, dormanci pupend a navozuje senescenci listd
nezavisle na ethylenu.

Kyselina abscisova

Gibereliny

Jedna se o chemické slouceniny odvozené od diterpent, které se znaci GA s ciselnym
indexem popisujicim poradi identifikace dané latky. Obecné gibereliny stimuluji rist stonku u
druhd s listovou rizici a u trav, pozitivné reguluji kliceni semen, podporuji riist a vyvoj plodu,
tvorbu pylu a rist pylové lacky. Fyziologické ucinky jsou druhové specifické a velmi se lisi.
Gibereliny i inhibitory jejich biosyntézy se pouZivaji hojné v praxi, napf. proti polehavani stébel
obili (inhibitory) nebo ke zvySovani nasady kvéti a plodi (napft. u révy vinné)

Kyselina giberelova (GAs)

Brassinosteroidy

Jedna se o steroidni hormony regulujici prodluZovani a déleni bunék, podporujici
diferenciaci xylému a vyvoj lateralnich kotrent. Pomahaji zachovat apikalni dominanci, urychluji
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senescenci, podileji se na riistu pylové lacky a vyvoji samcich reprodukénich organti a stimuluji
kliceni semen. Jsou zapojeny v reakcich na biotické (patogeny) a abiotické stresy (zasoleni,
sucho, aj.).

OH CHs

OH CHj

Brassinolid

Jasmonaty

Jako jasmonaty oznacujeme piedevsim Kkyselinu jasmonovou a jeji methylester,
methyljasmonat. Tyto latky ovliviuji expresi fady genti zapojenych v obrannych reakcich
(poranéni, napadeni herbivory a patogeny), inhibuji riist a stimuluji senescenci. Methyljasmonat
je tékava latka slouzici ke komunikaci mezi rostlinami na daném stanovisti.

Methyljasmonat

Kyselina salicylova

Fenolickd sloucenina hrajici klicovou roli v obrannych reakcich rostlin (biotrofni
patogeny, hmyz sajici na rostlinach, sucho, zasoleni). Tento hormon je zapojen do regulace
kveteni, termogeneze, kliceni semen, vyvoje klic¢icich rostlin, riistu bunék a zavirani priducht.
Dale ovliviiuje fotosynteticky aparat, propustnost membran a aktivitu fady enzymd.
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Strigolaktony

Jedna se o nejmladsi identifikovanou skupinu fytohormont. Strigolaktony maji dvé
hlavni funkce - jsou endogennimi hormony kontrolujicimi vyvoj rostliny a za druhé jsou soucasti
korenovych exsudati (latky vyluCované rostlinnymi Kkoreny), které podporuji symbiotické
interakce mezi rostlinami a pidnimi mikroorganismy. V pripadé parazitickych rostlin stimuluji
jejich Kliceni, pokud se nachazi v tésné blizkosti hostitelského korenového systému.
Strigolaktony podporuji riist a tvorbu vyhonkd, vétveni korent, kliceni semen, arbuskularni
mykorhizu, délku internodti, druhotné tloustnuti a urychluji starnuti listt.
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Prakticka cast: ZaloZeni explantatovych kultur tabaku a sledovani
vlivu cytokininii a auxint na jejich vyvoj.

Rostliny v in vitro podminkach potrebuji vhodna média obsahujici vSechny dileZité slozky pro
optimalni rist - vodu, mikro- a makroprvky, vitaminy, aminokyseliny, nebo dalsi zdroje dusiku,
sacharidy (zdroj uhliku) a riistové regulatory. Jedno z nejznaméjsich a nejpouzivanéjsich médii
je Murashige & Skoog (MS) médium.

Na pripravu 11 MS média se smichaji koncentrované roztoky a chemikalie (Tab. ¢.1), upravi se
pHna 5,6 - 5,8 (KOH) a nakonec se doplni roztok na 11 destilovanou vodou. V pripadé pripravy
pevného média se ptida agar (8g/1).

MS Major salts (20x koncentrovany) - 50 ml
MS Minor salts (200x koncentrovany) - 5 ml
MS Vitamins (200x koncentrovany) - 5 ml
Zelezo (200x koncentrovany) - 5 ml
Myo-inositol - 100 mg/1

Sacharosa - 30g (3%)

Tabulka ¢.1: SloZzeni MS média (Murashige T & Skoog F (1962) A revised medium for rapid
growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant 15: 473-4).

MS Major salts 11 MS média obsahuje 0,5 1 zasobni roztok
(20x koncentrovany)
NH4NOs3 1650 mg 16,5¢g
KNO3 1900 mg 19g
CaCl2.2H20 440 mg 44¢g
MgSO4. 7H20 370 mg 378
KH2P04 170 mg 1,7g
MS Minor salts 11 MS média obsahuje 0,51 zasobni roztok
(200x koncentrovany)
H3BO3 6,2 mg 620 mg
MnSOs . 4H20 22,3 mg 2230 mg
ZnS04. 7H20 8,6 mg 860 mg
KI 0,83 mg 83 mg
NazMoOs. 2Hz20 0,25 mg 25mg
CoClz. 6H20 0,025 mg 2,5 mg
CuS04.5H20 0,025 mg 2,5mg
MS Vitamins 11 MS média obsahuje 0,51zasobni roztok
(200x koncentrovany)
Thiamin 0,1 mg 10 mg
Niacin 0,5 mg 50 mg
Glycin 2,0 mg 200 mg
Pyrodoxin 0,5 mg 50 mg
Zelezo, zasobni 200x koncentrovany roztok (50 ml)
0,373g Na2EDTA se rozpusti v 25 ml dHz0.
0,278g FeS04. 7H20 se rozpusti v 25 ml dH20.
Za stalého michani a prihiivani roztoku Na2EDTA postupné ptidavej roztok FeS04 za
vzniku Zlutooranzového ¢irého roztoku Zeleza.




UKol 1: Priprava roztoki

Dopocitejte do Tabulky ¢.2 objemy pipetovanych hormont. Mnozstvi pripraveného
média pro celou skupinu sdéli vedouci na zacatku cviceni.

Vysterilizované MS médium s agarem nechte rozehfat v mikrovlnné troubé tak, aby byl
agar zcela rozpustén. Preneste médium do piedem pripravenych laminarnich boxi.

V laminarnim boxu popiste 5 sterilnich falkon (1-5), médium bez hormont (¢. 6) budete
pipetovat primo z lahve (pro celou skupinu).

V laminarnim boxu oznacte jamky v desce €isly 1-6 (Obr. ¢.1). Kazda skupina bude mit 1
desku se vSemi variantami roztoku.

MS médium rozdélte do oznacenych plastovych falkon.

Napipetujte hormony podle Tabulky ¢.2.

Roztoky peclivé promichejte a rozpipetujte po 5 ml do jamek na desce. Nechte média
ztuhnout v zapnutém flowboxu.

Obrazek ¢.1: Schéma rozmisténi jednotlivych roztokii na Sestijamkové desce.
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Tabulka ¢€.2: Pipetovani zasobnich roztoki rostlinnych hormonii do MS média (falkony ¢. 1-5)

Rostlinny Cislo roztoku

hormon 1 2 3 4 5 6
Pipetovani zasobnich IAA 1ml 0,1 ml 0,01 ml 0 0,01 ml 0
roztokd hormont kinetin 0,2 ml 0,02 ml 2 ml 0,2 ml 0 0
do 100 ml MS média BA 0 0 0 0 0,1 ml 0
Pipetovani zasobnich [AA
roztokl hormoni kinetin
do..... ml MS média BA
Vysledni koncentrace [AA
hormont v MS médiu Kinetin
(uM) BA

Poznamka: Piiprava zasobnich roztokii rostlinnych hormoni

IAA: Do ¢isté mikrozkumavky navazte 3 mg IAA, rozpustte v malém mnoZstvi Cistého ethanolu a doplite

teplou destilovanou vodou na objem 10 ml.

Kinetin: Do ¢isté mikrozkumavky navaZte 3 mg kinetinu, rozpustte ho v kapce 1M NaOH a dopliite

destilovanou vodou na konec¢ny objem 10 ml.

BA: Navazte 0,3 mg BA a smichejte s kapkou 1M NaOH, dopliite teplou destilovanou vodou do 1,5 ml.

Molarni hmotnosti latek: [AA - 175,184 g.mol'}; kinetin - 215,21 g.mol'!; BA - 225,25 g.mol-!




Ukol 2: Priprava rostlinného materialu a o¢kovani média

Priprava explantata z in vitro rostlin tabaku

1.

Pfed praci vlamindrnim boxu si vZdy umyjte ruce mydlem a poté poradné vysterilizujte
ethanolem nebo jinym vhodnym desinfekénim roztokem.

Listy sterilniho tabaku, pripadné stonkovou Cast, nareZte na malé explantaty (¢tverecky
o ploSe cca 1 cm2).

Narezané explantaty po jednom pokladejte do jamek desticky a lehce zanorte do média.
Explantaty nechte 4-6 tydni riist a nasledné experiment vyhodnot'te

Sterilizace rostlinnych segmentii

1.

Z rostliny odiezte ¢ast, kterou chcete sterilizovat, a oCistéte od hrubych necistot (jar,
voda).

VloZte ociSténé segmenty do nadoby s 10 - 20% roztokem Sava na dobu 10 - 20 minut za
stalého trepani.

Segmenty v laminarnim boxu 3x promyjte ve sterilni vodeé.

Oplachnuty explantat preneste na sterilni papir a sterilnimi nastroji odrezte povrchové a
koncové Casti.

Pripraveny explantat nafeZte na cca lcm kousky a ihned jemné zanofte do Zivného
média.

Explantaty nechte 4-6 tydni riist a ndsledné experiment vyhodnotte.
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