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rust a vyvoj rostlinnych bunék, pletiv a organu lze uc¢inné ridit
(regulovat) in vitro v aseptickych podminkach

dano totipotenci — rostlina (organ, bunky) je schopna dediferencovat,
délit se a zahdjit nové sméry vyvoje riiznymi smeéry, véetné vzniku
novych rostlinnych jedinct

dulezity experimentalni objekt + zakladem rostlinnych biotechnologii

tkanova kultura: u nas explantatové kultury, neni spravné, nebot’

explantat je pouze primarni pletivo nebo organ, ale ne tfreba kalusova
kultura €i jina in vitro kultura

ve svété: plant tissue, tkanévaja kultura, die Gewebekultur (nerozliSuji
pletivo a tkan — €eska zvlastnost) a proto lepsi pouzivat tkanové kultury
nez pletivové kultury
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mtétové kultury a tvorba kalusu
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preneseni primarniho rostlinného organu ci pletiva (explantat) do
aseptickych (in vitro) podminek na agar nebo do tekutého média v
kultiva¢ni nadobé je explantatova kultura (viz. obr)

medium obsahuje min. prvky, cukr, vitaminy, auxiny a cytokininy

na povrchu explantatu se béhem nékolika dni zacnou délit bunky, tvori se
kalus — amorfni, histologicky neorganizované pletivo podobné nadorum,
dediferenciace bunék explantiatu a neorganizované déleni — ovliviiuji
hormony, ale i vlivem poranéni, kdyZ bez hormonu tak maji pletiva vysoky
endogenni obsah, nebo po transformaci A. tumefaciens

organy, pletiva explantat kultivaéni
medium
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Tkanova (kalusova) kultura

- Cast kalusu se pravidelné prenasi — pasazovani, kultura je
nesmrtelna, ale méni se cytogeneticky (7 ploidie a
aneuploidie a | morfogeneticky potencial — regeneracni —
schopnost diferencovat organy ¢i embrya), vznikaji klony,
které se lisSi — somaklonalni variabilita —i u
regenerovanych rostlin

Bunécna suspenzni kultura

- kalus 1ze prevést v suspenzi bunék trepanim v tek. médiu —
smés bunék a jejich agregatii, 1ze udrzovat ve stalém rustu
a déleni, ale i synchronizovat bun. déleni — BY-2 — pro
studium bun. cyklu
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|‘erodel morfogeneze podle Miller a
Skoog — 1ze regenerovat
organy ¢i embrya cestou
diferenciace z tkanové
kultury, explantatu, bun.
suspenze, kultury pylovych
Zrn,... pusobi hlavné
fytohormony, tvori se
meristemoidy, ty se mohou
vyvijet témito sméry:
Organogeneze — tvorba
organu — koreny, pupeny,
pryty, listy, kvéty, hlizky, 1 i
vice

Somaticka embryogeneze —
tvorba somatickych embryi €i
embryoidu — stadia vyvoje
stejna jako u zygotickych
embryi (globularni, srd¢ita a
torpédovita), z nich je mozné
regenerovat celou rostlinu
Pylova embryogeneze — z
kultur izolovanych pylovych
Zrn

kalus kalus explantat
. + + se
explantat kalus  koteny wyhony nevyviji

koncentrace ristovych regulétort [mg I]

IAA 3 3 0,03
kinetin 0,2 0,02 1
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- vyvoj zaloZen na histologicky organizovaném rustu a déleni meristematickych nebo
pohlavnich bunék

Meristémové kultury —k vegetativhimu mnoZeni z apikalnich nebo lateralnich

meristému + regenerace rostliny (lupa), bez RR, nékdy AUX k zakorenéni — Fika se
tomu mikropropagace (10000/m?), bez somaklonalni variability, eliminace viri,
naklonovani nejhez¢i a nej.... rostliny

Prasnikové kultury — kultivace nezralych prasniku in vitro vede k tvorbé embryoidu,
androgeneze — z pylovych zrn, organogeneze - z haploidniho kalusu, miiZe se tvorit i
diploidni kalus z obalovych pletiv, Ize ziskat haploidni rostliny ¢i embry a
kolchicinem prevést na dihaploidni homozygotni linie (probiha i spontanné) — ke
Slechténi

Kultury pylovych zrn a la¢ek — izolované mikrospory a nezrala pylova zrna (lupa) —
pylova embryogeneze (=androgeneze), indukce ¢asto stresem (hladovéni, teplota) —
zastavuje normalni gametofyticky vyvoj pylu, prenos do podminek indukujicich
sporofyticky vyvoj — embrya, vétSinou bez RR

Kultivace pylovych lacek — kli¢eni zralého pylu na médiu se sacharosou a H;BO; posléze
dalsi slozky, slouzi ke studiim vyvojové biologie pylu

Kultury izolovanych vajifek a vaje¢nikii — gynogeneze (embryonalni vyvoj
neoplozeného zarodecného vaku), haploidni —z bunék vajicka ¢i dalSich haploidnich
bunék zarodecného vaku

Kultury izolovanych embryi — nezrala embrya po extirpaci a kultivaci vytvari
sekundarni embrya — mnozZeni dievin, diilezité pro udrzeni rostlin, kde dochazi k
aborci endospermu

Kultury izolovanych korent — isolované koreny na jednoduchych mediich (glukosa,
glycin, min. Ziviny a thiamin), kor. Spi¢ky (5 mm), tvori hustou sit’ korent




“ KULTURY IZOLOVANYCH ORGANU
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- izolace z listového mezofylu, kalusu nebo bun. suspenze - pusobeni
pektinasy a celulasy, bez bunééné stény, ke studium transportu latek
pfes membranu, reg. bun. stény, isolace organel, DNA a bilkovin

- Protoplasty mohou fuzovat — vznik somatickych hybridi — napred

kalus a potom regenerace rostlin — tak lze krizit nekrizitelné druhy,
brukev + rajce

Rostlinné nadory — viz. A. tumefaciens — nadprodukce RR

Habituace — pri kultivaci se mohou kalusy stat nezavislymi na exogennich
RR, maji vlastni syntézu
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mnohé procesy v rostlinach maji charakter rytmu — pravidelné se opakuiji

rytmy exogenni (vliv vnéjSiho prostredi) a endogenni (biorytmy generovany zvlastnim oscilatorem —
biologickymi hodinami) adaptace na stridani dne a noci, ro€nich obdobi, mésic, odliv,...

Biorytmus — pravidelné se opakujici zména v zivé soustavé

Biologicky cyklus — je zakladni jednotkou biorytmi; opakuje se ve stejném poradi a ve stejné dobé
Endogenni rytmus (spontanni) — probiha i v neperiodickém prostredi = biorytmus

Perioda — doba trvani cyklu, déleni na:

Biorytmus Perioda

Cirkadialni v rozmezi 20-28 hod

Ultradialni kratsi nez 20 hod (cirkumnutace)
Infradialni delSi nez 28 hod

Semilunarni 14 dni

Lunarni 28 dni (mezi uplnky)

Annualni jednorocni (klicivost semen)

Amplituda - je polovina z rozdilu mezi maximalni a minimalni amplitudou ménici se veli¢iny

Frekvence — pocet cykll za jednotku €asu

Synchronizator — signal z vnéjsiho prostredi, ktery sefizuje endogenni rytmus s vnéjSim, napf. stmivani a svitani
Sefizeni rytmu — synchronizace rytmu s jinym

Biologické hodiny nebo-li oscilator — mechanismus, ktery je zdrojem ¢asové informace v biol. rytmu

Faze — libovolna €éast rytmu

Historie — starovék — listy méni polohu ve dne a v noci, rytmické (spankové) pohyby, 1929 francouzsky astronom

de Marian, miméza nékolik dni ve tmé

dale Darwin Sachs, Pfeffer — cirkadialni rytmy, rytmus je dédi¢ny — kliceni semen 6/6 hod — podle toho rytmy,
kdyz se predélali na 24 hod svétlo, presli na stfidani dne a noci spankové pohyby

|1(935 — Erwin Bunning — definoval biologické hodiny a postuloval jejich uloha ve fotoperiodické regulaci
G
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Spankové pohyby listii

(nyktinastie) — fazol, mimoza,
stromy Samanea a Albizzia;
funguje i u uriznutych listi ve
tmé v roztoku sacharosy,
dano vstupen K* (také H" a
Cl~ podobné jako u svéracich
bunék), v bunikach pulvinu,
ne jedné strané extensoroveé
bunky (zvétSuji se ve dne, list
jde nahoru), na druhé
flexorové (pokles listu,
zvétSeni v noci)

Obr. Registrace spankovych pohybi fazolu —

termohydrograf.

Laboratory or Growth Requlators




Wﬁl rytmy
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Spakové pohyby kvéti — u Kalanchoe,v noci korunni listky vzhiiru, uzavi‘eni kvétu, ve dne
dolii — otvirani kvétu, finguje i u uriznutého kvétu (v cukru)
Eksudace vlivem korenového vztlaku — nap¥. u slunecnice

Fotosyntéza CAM a zavirani a otvirani priuduchu
Bunéc¢né déleni a fotosyntéza u i‘as — Euglena gracilis,...

Obr. Zaznam spankovych pohybii listu fazolu Sarlatového. Rytmus pretrvava i v trvalé tmé, ale amplituda vychylky se
postupné, s klesajici zisobou energie zmensuje.

S\

http:/rustreg.-.upol.cz

18 6 18 6 18 6 18 6 18 6 18 6 18 6

¢as [h]

Laporatory or Growtn Regulators



~ Cirkadialni rytmy a svetlo-fazovy skok

Obecnym znakem cirkadialnich rytmu je citlivost ke svétlu, patrna z Casového posunu faze
rytmu pusobenim jediného svételného impulsu, pulsy na pocatku noci cyklus
zpozd'uji, po pulnoci posouvaji cyklus dopiedu

Pozoruhodny je fazovy skok (prefazovani), podobné u fady organismi

CZ

+12 posun dopredu posun
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posun dozadu
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Z.a serizeni zodpovédny fytochromy a kryptochromy (fotoreceptory) —
diilezita je zména ozarenosti a spektra pri svitani a stmivani, intenzivni
svétlo urychluje synchronizaci

Biologické hodiny — Zadny z biorytmii neni zatim primarnim zdrojem
Casové informace — pouze rucickami, s cirkadialnimi rytmy souvisi syntéza
bilkovin

Oscilator u rostlin (u A. thaliana) — je to transkripéni-zpétnovazebny
obvod TF kodovany genem TOC1 (timing of CAB, tj. chlorophyll A/B
binding protein). Pfi mutaci jedné alely jsou zkraceny periody vSech
cyklickych déju v rostliné vcetné cyklické exprese TOC1. Partnery TOC1
jsou protein Myb kodované lokusy CCA1 (circadian clock associated) a
LHY (late elongated hypocotyl). Zatimco TOCI1 aktivuje jejich expresi,
CCA a LHY inhibuji expresi TOC1. maxima genové exprese téchto
vzajemné se regulujicich jednotek oscilatoru jsou posunuta o 12 hod.
Oscilator je rovnéz propojen s fotoreceptory. Micorarray analyzy ukazaly,
Ze vice jak 500 genii je v rostlinach exprimovano cyklicky.
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Oscilator u rostlin (u A. thaliana) — je to transkrip¢ni zpétno-vazebny obvod TF
kodovany genem TOCI1 (timing of CAB, tj. chlorophyll A/B binding protein).
Pri mutaci jedné alely jsou zkraceny perlody vSech cyklickych déji v rostliné
veetné cyklické exprese TOCI1. Partnery TOC1 jsou protein Myb kodované
lokusy CCAL1 (circadian clock associated) a LHY (late elongated hypocotyl).
Zatimco TOC1 aktivuje jejich expresi, CCA a LHY inhibuji expresi TOCI.
maxima genové exprese téchto vzajemné se regulujicich jednotek oscilatoru
jsou posunuta o 12 hod. Oscilator je rovnéz propojen s fotoreceptory.
Micorarray analyzy ukazaly, Ze vice jak 500 genu je v rostlinach exprimovano
cyklicky.

Laboratory or Growtn Regulators



	Laboratoř růstových regulátorů��Miroslav Strnad
	DEFINICE
	Založení explantátové kultury a tvorba kalusu
	Založení explantátové kultury a tvorba kalusu
	Morfogeneze in vitro
	KULTURY IZOLOVANÝCH ORGÁNŮ
	KULTURY IZOLOVANÝCH ORGÁNŮ
	KULTURY IZOLOVANÝCH PROTOPLASTŮ
	Laboratoř růstových regulátorů��Miroslav Strnad
	DEFINICE
	Cirkadiální rytmy
	Cirkadiální rytmy
	Cirkadiální rytmy a světlo-fázový skok
	Seřízení rytmů v přirozených podmínkách
	Oscilátor

