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1. Uvod

Udrzovéani a mnozeni rostlin in vitro je Siroce vyuzivand technika jak pro vyzkumné, tak pro komeréni
ucely. Tento zplsob kultivace rostlin ma své nesporné vyhody, naptiklad pomérné malé naroky na
prostor, nezavislost na ro¢nim obdobi, vysokou rychlost mnoZzeni, u endemickych ¢i ohrozenych druhi
moznost pestovani mimo pivodni lokalitu, kultivaci nezavislou na symbiontech ¢i moznost
vegetativniho mnoZeni u rostlin, které se v pfirodé timto zpisobem nemnozi. Navic v soucasnosti jiz
existuji kultivacni protokoly pro Sirokou skalu rostlin, coz dale usnadnuje vyuziti tohoto zplsobu
kultivace. Nepftili§ akcentovanym problémem je vyrazné omezeni fotosyntézy rostlin kultivovanych in
vitro pii bézn€ pouzivaném postupu, a to z divodu nedostatecné vymeény plynti mezi kultivacni
nadobou a okolim. Rostliny proto vyZaduji pro svij rdst externi zdroj uhliku (heterotrofni zptisob
kultivace). Tento pfistup nemusi byt pfili§ vhodny z hlediska védeckého, zejména pokud chceme
zkoumat fotosyntetické procesy ¢i sacharidovy metabolismus obecné. S ohledem na praktické vyuziti
je vyznamna také skute¢nost, Ze heterotrofn¢ kultivované rostliny maji problém s adaptaci po prenosu
z podminek in vitro do podminek in vivo (nutnost adaptace fotosyntetického aparatu, nachylnost
k houbovym a bakterialnim patogeniim a také nutnost vypotadat se se snizenim relativni vzdu$né

vlhkosti po pfenosu do ex vitro podminek).

2. Cil metodiky

Cilem metodiky je vytvofeni snadno dostupného, efektivniho a ekonomicky vyhodného systému
umoznujiciho fotoautotrofni kultivaci in vitro u hospodarsky i vyzkumné vyznamnych druhti rostlin,
lilku bramboru (Solanum tuberosum L.), tabaku virzinského (Nicotiana tabacum L.) a tfepky olejky

(Brassica napus L.) s potencialem k vyuziti u dalsich rostlinnych druhd.

3. Dedikace

Tato certifikovana metodika vznikla za podpory MSMT jako souéést feseni projektu NPU: Centrum
experimentalni biologie rostlin UK (LO 1417).

4. Struény popis metodiky

Rostliny jsou kultivovany in vitro na standardnim kultivaénim médiu doporu¢ovaném pro dany
rostlinny druh, bez pfidanych sacharidii v kultivacnim médiu. Kultivaéni nadoby jsou uzaviené
polypropylenovou (PP) autoklavovatelnou folii s dvéma PP filtracnimi terciky zajistujicimi vyménu
plynd bez rizika proniknuti patogent. PP folie zaroven zaruCuje dostate¢nou ozarenost umoziujici

rostlinam fotosyntetizovat pfi kultivaci za standardnich podminek.
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5. Detailni popis metodiky

5.1. Pouzity rostlinny material a jeho kultivace
Pfi vyvoji a ov€fovani metodiky byly pouzity rostliny bramboru Solanum tuberosum L. cv. Lada,
rostliny tabdku Nicotiana tabacum L. cv. Samsun a tepky olejky Brassica napus L. cv. Asgard.
Kultivace rostlin probihala v podminkach in vitro na MS médiu (Murashige & Skoog, 1962). Slozeni
média viz Tabulka ¢. 1. Se stejnymi vysledky bylo pouzivano jak médium michané ze zdsobnich
roztoki jednotlivych sloucenin, tak z komeréné dodévané smési MS soli (Murashige and Skoog Basal
Salt Mixture, plant cell culture tested, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), v obou ptipadech s pridavkem
roztoku vitamint (roztok D v Tab. 1). pH kultivacniho média bylo upravovano na hodnotu 5,75 za

pouziti 10mM KOH.

5.2. Experimentélni design
Rostliny bramboru byly mnoZzeny na MS médiu s 2,5 % sachar6zy pomoci nodéalnich segmentt, které
byly kultivovany ve 100ml Erlenmayerovych bankach (3 segmenty na banku). Nodalni segmenty 3-4
tydny starych rostlin byly pfenaseny do 250 ml Erlenmayerovych banék na 50 ml MS média bez
sacharozy zakrytych vi¢ky pro fotoautotrofni kultivaci a do 250 ml Erlenmayerovych banék na 50 ml
MS média s 3 % sacharozy zakrytych PP folii (vzdy 3 segmenty na banku). Kultivace probihala za
teploty 21-24 °C pii dlouhodenni fotoperiodé - 16 hod svétla a 8 hod tmy, ozafenost 400-500 umol m™

s (pouzité zafivky - daylight fluorescent tubes; Osram, Wintherthur, Switzerland).

Sterilizovana semena tabdku byla vyseta na MS médium s 3 % sachar6zy. Ziskané 1 tydenni kli¢ni
rostliny byly steriln€ pieneseny do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k na 50 ml MS média bez sacharozy
zakrytych vicky pro fotoautotrofni kultivaci a do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k na 50 ml MS média
s 3 % sacharozy zakrytych PP folii (vzdy 1 rostlina na banku). Rostliny byly kultivovany za teploty
25-27 °C pii dlouhodenni fotoperiodé - 16 hod svétla a 8 hod tmy, ozafenost 400-500 umol m? ™!
(pouzité zativky - daylight fluorescent tubes; Osram, Wintherthur, Switzerland).

Sterilizovana semena fepky byla vyseta na MS médium s 3 % sacharozy. Ziskané 1 tydenni kli¢ni
rostliny byly steriln¢ pieneseny do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k na 50 ml MS média bez sacharozy
zakrytych vicky pro fotoautotrofni kultivaci a do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k na 50 ml MS média
s 3 % sacharozy zakrytych PP folii (vzdy 1 rostlina na banku). Rostliny byly kultivovany za teploty
25-27 °C pii dlouhodenni fotoperiodé - 16 hod svétla a 8 hod tmy, ozafenost 400-500 umol m? ™!
(pouzité zativky - daylight fluorescent tubes; Osram, Wintherthur, Switzerland).
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5.3. Pouzivan¢ laboratorni pomiicky, sklo a chemikalie

e Automaticka pipeta

e Kédinky riznych velikosti

e FErlenmeyerovy baiiky — objem 100 ml, 250 ml

e Alobal

e Vicka pro fotoautotrofni kultivaci (viz Kapitola ¢. 5.6. Piiprava vi¢ek pro fotoautotrofni
kultivaci) a material pro upevnéni vicek

e Pinzety, skalpel, Petriho misky

e  Odmérny véalec

e Roztoky pro ptipravu MS média ptipravené podle Tab. 1 nebo komeréné dostupné MS soli

e Agar, sachar6za

5.4. Ptistroje a ostatni vybaveni
o FElektromagnetické michadlo

e pH metr

e Autoklav, suSarna

e Mikrovinna trouba

e Flow box, kahan

e Kultivacni boxy s vhodnymi podminkami pro kultivaci vybranych rostlin

5.5. Ochranné pomicky

e Laboratorni plast’

5.6. Piiprava kultiva¢nich médii

Priprava MS média:

A) Ze zasobnich roztoki namichanych v laboratofi podle rozpisu v Tab. 1 a uchovavanych
v lednici pfi 4 °C (roztok D je uchovavan v mrazéku pti -20 °C). Do kadinky o odpovidajicim objemu
bylo napipetovano mnozstvi zasobnich roztokti dle Tab. 1, pfidan agar v mnozstvi 8 g/l a sachar6za
v mnozstvi 30 g/l (do média bez sachar6zy nebyla ptidavana sachar6za ani jiny cukr). Roztok byl
michén na elektromagnetickém michadle, po rozpusténi vSech slozek doplnén na pozadovany objem
v odmeérném valci pomoci destilované vody. Nasledné bylo upraveno pH na hodnotu 5,75 a obsah
nadoby pfiveden k varu v mikrovinné troub€. Po prevafeni bylo médium rozlito do pfipravenych
nesterilnich Erlenmayerovych ban¢k, které byly nasledné zakryty alobalovym vickem a sterilizovany
v autoklavu (20 min pfi teploté 121 °C a tlaku 121 kPa). Sterilni média mohou byt uchovavana po

dobu az jednoho mésice za pokojové teploty.
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B) Z komer¢né dodavané smési soli pro MS média. Do kadinky o odpovidajicim objemu bylo
navazeno mnozstvi soli stanovené vyrobcem a napipetovano odpovidaji mnozstvi roztoku vitaminti
(roztok D viz Tab. 1). Poté byl pfidan agar v mnozstvi 8 g/l a sacharéza v mnozstvi 30 g/l (do média

bez sachardzy nebyla ptidavana sachardza ani jiny cukr). Déle bylo postupovano jako v piipadé A.

zasobni . zasobni roztok (500 ml) | 11 média
roztok slozka [g] [ml]
NH4NO; 16,50
KNO; 19,00

A CaCl, 3,31 50
MgSO, . 7 H,O 3,70
KH,PO, 1,70
KI 0,08
H;BO; 0,62
MnSO,.4H,0 (H,0) 2,23 (1,69)

B ZnS0,.7H,0 0,86 5
Na,Mo00,.2H,0 0,03
CuS0,4.5H,0 0,00
CoCl,.6H,0 (bezv.) 0,0025 (0,0013)

C FeSO,.7H,0 2,78 5
Na,EDTA.2H,0 3,73
nozitol 10,00
kys. nikotinova 0,05

D pyridoxin - HCI 0,05 5
thiamin - HCI 0,05
glycin 0,20

Tab. 1: Roztoky soli pouZivané pri pripravé MS média. V tabulce je uvedeno sloZeni a objem

zasobnich roztokl pipetovanych pro pfipravu 1 litru média.

5.7. Ptiprava vicek pro fotoautotrofni kultivaci

5.7.1. Pouzivané nastroje a pomucky

e Autoklavovatelna polypropylenova folie (autoklavovatelny sa¢ek na kontaminovany material
— Merci, Brno, Ceska republika)

e Samolepici polypropylenové filtry o priméru 8 mm a porozité 0.04 um (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA, kat. ¢. S5939-500EA)



Metodika fotoautotrofni kultivace rostlin za podminek in vitro

e Nuzky

o Korkovrt o priméru 8 mm

e Filtracni papir — kulaté vytezy o priméru 10 cm
e Stficka s destilovanou vodou

e Sklenéné Petriho misky o priuméru 12 cm

5.7.2. Postup ptipravy vicek pro fotoautotrofni kultivaci
PP folie byla nastiihana na ¢tverce o hrané 15 cm, do kterych byly nasledné pomoci korkovrtu
vyrazeny dva otvory cca 2 cm vzdalené. Otvory byly pfelepeny samolepicimi filtry. Takto pfipravena
vicka byla nechana alespon 2 hodiny zatizena, aby filtry dobfe pfilnuly a lepidlo dostate¢né ztuhlo.
Poté bylo nutné vicka vysterilizovat. Do sklenénych Petriho misek byly skladany na sebe vzdy
navlhéeny filtra¢ni papir — PP vicko — navlhCeny filtracni papir. V jedné Petriho misce Ize sterilizovat
max. 12 vicek. Pfipravené misky byly sterilizovany autoklavovanim (20 min pfi teploté 121 °C a tlaku

121 kPa) a vi¢ka uchovavana za pokojové teploty a pouzita do 48 hodin po sterilizaci.

Obr. 1: Postup piipravy vi¢ek pro fotoautotrofni kultivaci

5.8. Zakladani fotoautotrofnich kultur a péce o né

5.8.1. Pouzivany rostlinny materidl, nastroje a dal$i vybaveni

e Napéstované rostlinné kultury / vykli¢ené semenace

e 250 ml Erlenmeyerovy banky se sterilnim MS médiem bez sachardzy

e Sterilni vicka pro fotoautotrofni kultivaci (viz Kapitola 5.6. Ptiprava vicek pro fotoautotrofni
kultivaci)

e  Gumicky pro pfipevnéni vicek pro fotoautotrofni kultivaci

e Sterilni pinzety a skalpel

e Flow box
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5.8.2. Postup zakladani fotoautotrofnich kultur
Prace probihala steriln¢ ve flow boxu. Nodalni segment / klicni rostlina byl/a pomoci sterilni pinzety
pfemistén/a na MS médium bez sacharozy a banka zakryta sterilnim vickem pro fotoautotrofni
kultivaci. Vicko bylo pfipevnéno gumickou (viz poznamka) a rostliny umistény do kultivaéni
mistnosti s odpovidajicimi kultivaénimi podminkami. Rostliny byly pravidelné kontrolovany a
v zavislosti na relativni vzdusné vlhkosti v kultiva¢ni mistnosti po cca 3 tydnech kultivace byla
provedena sterilni zalivka. Ve flow boxu byla sejmuta vicka pro fotoautotrofni kultivaci a pomoci
automatické pipety se sterilni Spickou bylo do banky opatrné naneseno 10 ml sterilni vody tak, aby
nedoslo k mechanickému rozruSeni média. Poté byla banka opét zakryta vickem pro fotoautotrofni

kultivaci.

Pozn.: Testovali jsme rizné zpusoby upevnéni vicek pro fotoautotrofni kultivaci — napf. pomoci laboratorniho
parafilmu ¢i klasickych kancelafskych kaucukovych gumicek. Nejlépe se ale osvédcCila gumicka kloboukova
nastiihana na cca 20 cm pasky a nasledné svazana. Tento typ gumicky v podminkach kultiva¢nich boxti nepuchii

tak jako kaucukové gumicky a na rozdil od parafilmu ho 1ze pouzit opakované.

Obr. 2: Postup zakladani fotoautotrofnich kultur

6. Rozdily mezi heterotrofné¢ a fotoautotrofné kultivovanymi

rostlinami

V pribéhu vyvoje této metodiky byly pozorovany a vyhodnocovany rozdily mezi rostlinami
kultivovanymi za standardnich (heterotrofnich) podminek (3% sacharozy v médiu, prusvitné PP vicko
bez filtru zajistujiciho ventilaci) a za fotoautotrofnich podminek. Fotoautotrofni rostliny vykazovaly
veétsi listovou plochu a vétsi Cerstvou hmotnost nez heterotrofné kultivované rostliny (viz Obr. 3
Rozdily mezi heterotrofné a fotoautotrofné kultivovanymi rostlinami a Tab. 2 Srovnani zakladnich

charakteristik rostlin).
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A)

B)

)

Obr. 3: Rozdily mezi heterotrofné a fotoautotrofné kultivovanymi rostlinami. A) Rostliny fepky
po 3 tydnech kultivace, vlevo heterotrofni kontrola, vpravo fotoautotrofni rostlina. B) Rostliny tabaku
po 4 tydnech kultivace, vlevo heterotrofni kontrola, vpravo fotoautotrofni rostlina. C) Rostliny

bramboru po 5 tydnech kultivace, vlevo heterotrofni kontrola, vpravo fotoautotrofni rostlina.

10
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7. Souhrnna tabulka — zakladni charakteristiky rostlin

Zpiisob Primérna Cerstva  Priamérna Cerstva
Rostlina
kultivace hmotnost prytu/g hmotnost koi‘ene / g

heterotrofni 1,02 0,223
Brambor

fotoautotrofni 1,175 0,518

heterotrofni 1 0,931
Tabak

fotoautotrofni 3,186 5,623
. heterotrofni 0,582 0,097
Repka

fotoautotrofni 1,19 0,155

Tab. 2: Srovnani zikladnich charakteristik rostlin pouzivanych pfi vyvoji metodiky. Vazeno:

fepka po 3 tydnech kultivace, tabak po 4 tydnech kultivace, brambor po 5 tydnech kultivace.

8. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je optimalizaci a vylepSenim stavajicich metod fotoautotrofni kultivace rostlin
v podminkach in vitro. Dfive pouzivana komeréné¢ prodavana vicka (Sigma-Aldrich) pro
fotoautotrofni kultivaci jiz nejsou dostupna a tato metodika je plné nahrazuje a dokonce vylepsuje tim,
ze dava moznost upravit pocet filtrii ve vicku s ohledem na velikost kultivacni nadoby a pozadavky

dané rostliny na vyménu plynd.

Metodika je urcena jak pro pracovisté zabyvajici se teoretickym vyzkumem fyziologie rostlin, tak pro

aplikovany zemédélsky vyzkum ¢i komeréni mnozeni.

9. Srovnani novosti postupti

Publikaci zabyvajicich se fotoautotrofni kultivaci rostlin v podminkach in vitro je velmi malo a vzdy
vyuzivaji nékterou z komeréné dostupnych variant vicek umoznujicich fotoautotrofni kultivaci (dnes
jiz Casto nevyrabénych a nedostupnych) (Ticha et al., 1998) nebo pracuji s komplikovangj$imi
systémy umoznujicimi vys$si vyménu plynt v kultivaéni nadob¢ (Schmildt et al., 2015). Tato metodika
nabizi jednoduchy protokol k vyrobé vlastnich vicek umoznujicich fotoautotrofni kultivaci za
podminek in vitro jak u hospodaisky vyznamnych rostlin, tak u dalSich rostlinnych druht, napf. u
rostlin s potencidlem vyuziti v komercéni sféfe. Pomoci drobnych uprav l1ze vyrobit vicka na rizné typy
pouzivanych kultivacnich nadob. Touto metodou vyrobend vicka lze pouzit opakované (vydrzi

v pruméru 5 sterilizaci v autoklavu).

11
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10. Ekonomicke aspekty

Metoda ptedpokldda zavedenou laboratof pro praci s kulturami in vitro s béznym vybavenim. Je tieba
zakoupit pouze samolepici filtry na vyrobu vicek, napt. Sigma-Aldrich Sun cap closures Biofilter,
0.D. 18 mm, 500 filtr v cen¢ 2700 K¢ + DPH (cenik Sigma Aldrich 2016). Na Erlenmeyerovu banku
0 objemu 250 ml jsou tfeba dva filtry, jedno vicko je mozné pouzit pfiblizn€ 5x. Autoklavovatelny
sacek na kontaminovany material byva v laboratofich bézné k dispozici, z jednoho sacku lze ud¢lat
nékolik vi¢ek (v zavislosti na velikosti), cena 500 sackid o objemu 31 je 1359 K¢ + DPH (cenik — Merci

2016). Cena jednoho vicka tedy vychazi na cca 2 K¢ (bez DPH) / pouziti.
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