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Predslov

Vysokoskolské skriptd ,,Laboratérne cvicenia zin vitro systémov rastlin“ oboznamuje
Studentov so zdkladnymi principmi a postupmi, ktoré sa pouZzivaji pri praci s rastlinami
v podmienkach in vitro. Skriptum je primarne ur¢ené predovsetkym pre Studentov Studijného
odboru Biotechnolégie na UCM v Trnave, ako aj pre vSetkych, ktori maji zdujem ziskat

praktické skuisenosti s manipulaciou s rastlinami v podmienkach in vitro.

Autori



Zoznam najviac pouzivanych skratiek

BSC Biologicky bezpecny box/kabinet (,,Biologically Safety Cabinet®)
MS médium Murashige a Skoog médium

LB médium Luria a Bertani médium

KM médium kliciace médium

NAA kyselina 1-naftyl octova

BAP 6-benzylaminopurin

GUS beta - glukuroniddza

PGR rastlinné rastové regulatory (,,Plant growth regulators®)



1 Teoreticka priprava

1.1 Zakladné vybavenie laboratoria pre in vitro systémy

Praca v laboratériu ur¢enom pre pracu s rastlinnymi pletivovymi kultirami vyzaduje mat
k dispozicii niektoré pristroje/zariadenia, ktoré potrebujeme na to, aby sme mohli vykonavat
nasledovné tkony suvisiace s pletivovymi kultrami:

e Pripravovat umelé zivné média (vahy, pH meter, magnetické mieSadla),

e sterilizovat’ nastroje a pripravené zivné médid (autoklav),

e manipulovat’ s biologickym materidlom v sterilnych podmienkach (biologicky

bezpecné boxy, laminarne box),
e kultivovat biologicky material za presne definovanych podmienok (inkubatory, rastové

komory, kultivaéné miestnosti).
1.1.1 Laboratérne vahy

Laboratorne vahy su pristroje, ktoré sluzia na presné navazenie jednotlivych komponentov
regeneratného média. V laboratoriu pletivovych kultar sa mozeme stretnut’ s dvomi typmi vah
a to su analytické vahy (rozliSenie od 0,01 mg do 1 mg) a presné vahy tzv. predvazovacky
(rozliSenie od 0,001 g az po 0,1 g) (Obrazok 1.1). Predvazovacky sa vyuzivaju pri priprave
regeneracnych médii, zatial’ o analytické vahy sa vyuzivaju pri priprave napriklad zasobnych
roztokov rastovych reguldtorov, ktoré su potrebné¢ v nizkej koncentracii atreba ich co

najpresnejsie navazit'.

Obrazok 1.1 Ukéazka presnych vah (A) a analytickych védh (B) pouzivanych v laboratoriu
pletivovych kultar (Zdroj: https://www.laboratornatechnika.sk).


https://www.laboratornatechnika.sk/

1.1.2 Magnetické mieSadla

Magnetické mieSadla umoziuji mieSanie roztokov pomocou rotujuceho magnetického pol'a
okolo stredu plosSiny. Toto rotujiice magnetické pole indukuje magnetické pole v mieSadielku
(Obrazok 1.2), ¢o spdsobuje jeho otacanie. Rychlost’ otacania je mozné regulovat’. Magnetické

mieSadlo méze byt’ s ohrevom alebo bez ohrevu.

Obrazok 1.2 Ukdzka magnetického miesadla, rézne typy miesadielok a vytahovac

magnetickych mieSadielok. (Zdroj: https://www.laboratornatechnika.sk).

1.1.3 pH meter

Pristroj pH meter (Obrazok 1.3) meria kyslost’ alebo zasaditost’ roztoku. Kyslé roztoky maja
kladne nabité vodikové iony a alkalické roztoky maji zédporne nabité hydroxidové iony. pH
znamena silu vodika a vypocitava sa na zaklade poc¢tu vodikovych iénov v kvapaline. Vodikové
iony vytvaraju kladny naboj, kysly roztok s mnohymi vodikovymi i16nmi moéze l'ahSie viest
elektricky prad, pH metre meraju schopnost’ vodikovych i6nov pritomnych v roztoku viest’
elektricky prad. pH metre zohravaju rozhodujicu tlohu pri udrziavani optimalnych podmienok
prerasta vyvinrastlin v podmienkach in vitro. Pred samotnym meranim pH, musi byt pH meter
kalibrovany a to pomocou kalibracnych roztokov (zvyc¢ajne pH 4.0, pH 7.0 a pH 10.0), ktoré
su zvycajne dodané spolu s pH metrom predajcom, ale je ich mozné aj dokupit’ samostatne.
Pred samotnym meranim pH v roztoku musia byt vSetky jeho zlozky uplne rozpustené. Meranie
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pH sa uskuto¢niuje ponorenim elektrédy do roztoku, priCom sa pH upravuje za neustaleho
mieSania roztoku na pozadovani hodnotu pomocou zriedenej kyseliny (HCI o koncentracii 1
mol.dm™ alebo 0,1 mol.dm™) alebo zisady (roztok NaOH, KOH o koncentracii 1 mol.dm™
alebo 0,1 mol.dm™), podla toho, & potrebujeme pH znizit' alebo zvysit. pH $tandardného
regeneratného média sa vo vSeobecnosti pohybuje od pH 5.6 az pH 5.7, ale zavisi to aj od
rastlinného druhu, nakol’ko niektoré druhy vyzaduju kyslé pH regeneraéného média, napriklad

pH 4.9 v pripade mésozravej rastliny rosicky okruhloliste;.

Obrazok 1.3 Ukézka Standardného pH metra so sklenou elektrodou pouzivaného v laboratoriu

in vitro systémov. (Zdroj: autori).

1.1.4 Autoklav

Autoklav znamy aj ako parny sterilizator, je najacinnejSie zariadenie pouzivané na sterilizaciu
vo vedeckych laboratoriach, zdravotnickych zariadeniach a priemyselnych prevadzkach na
sterilizaciu réznych nastrojov, naddob, roztokov alebo médii a materidlov. Vyuziva paru za
zvySen¢ho tlaku na niCenie baktérii, virusov a spoér pritomnych na ndastrojoch, vo vode,
v roztokoch alebo v kultivaénych médiach. Prvy autoklav vynasiel Charles Chamberland v
roku 1879. Koncept dezinfekcie a sterilizacie vSak zaviedol v roku 1881 Robert Koch. V roku
1933 prichadza na trh novy moderny autoklav, prvy tlakovy parny sterilizdtor uz s
kontrolovanym vykonom. Na trhu st dostupné autoklavy s horizontdlnym a vertikalnym

plnenim (Obrazok 1.4).
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Obrazok 1.4 Ukazka autoklavu s horizontdlnym a vertikdlnym plnenim. (Zdroj:

https://www.ibiotech.sk).

Autoklav pracuje na principe sterilizacie vlhkym teplom. Vysoky tlak vo vnutri komory zvySuje
bod varu vody a zaroven zabezpecuje rychly prienik tepla. Vlhkost’ pritomna v pare sposobuje
koagulaciu proteinov mikroorganizmov, C€o spOsobuje nevratnu stratu ich aktivity a funkcii
a tym sterilitu nastrojov alebo médii. VSetky velkosti autoklavov pracuji na jedinom principe,
ktory zahfna tri cyklické fazy sterilizécie:

1. Faza distenia - vzduch pritomny v uzavretej komore je vytlaCeny parou, ktora sa
pohybuje dovnutra cez sterilizator;

2. Faza expozicie - v tejto faze je odsavaci ventil zatvoreny a teplota a tlak vo vnutri
uzavrete] komory sa zvySia na pozadovanu hodnotu. Teplota sa udrziava pocas
nastavenej doby;

3. Faza odsavania - odsavaci ventil sa otvori, para sa odstrani a komora sa vrati na
normalnu teplotu a tlak.

Sterilizacia regeneraénych médii a laboratérneho materialu prebieha pri teplote 121°C a tlaku

1,05 kg.cm™ pocas 20 mint.

Standardny autoklav pozostava z nasledujticich asti:
e Tlakova komora, ktord je hlavnou Castou autoklavu. Sklada sa z vnltornej komory
a vonkajSieho plastu. Plastova komora laboratornych autokldvov je naplnené parou,
aby sa skratil ¢as a cyklus sterilizécie.
e Parny generator, ktory sa nachadza pod komorou ma elektricky vykurovaci systém,

ktory ohrieva vodu a vytvara paru vo vnutri komory.
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e Vikuovy generator (ak je k dispozicii). Tym sa odstrani vzduch z komory, aby sa
zabranilo vytvoreniu vzduchovych oblasti, ktoré by mohli boli pri¢inou nedostato¢ne;j
sterilizacie.

e Chladic¢ odpadovej vody, ktory ochladzuje odpadovia vodu (vzduch, paru a kondenzat)
predtym, ako vstipi do odtokového potrubia. Zabratiuje poSkodeniu odtokovych

potrubi, ktoré modze spdsobit’ extrémne zohriata voda.

Aby sme zabezpecili sterilitu, nastroje, ktoré chceme sterilizovat musia byt bud’ v uzavretej
nadobe, napriklad z nehrdzavejucej ocele alebo zabalené v alobale. Nadoby, ktoré sterilizujeme
st bud’ z laboratorneho skla alebo z takého materialu, ktory odold sterilizaénym podmienkam.
Kvapalné roztoky alebo zivné média musia byt v nadobe, ktora je uzatvorena vrchnakom alebo
pripadne alobalom. Nadoby so zavitovym uzdverom nesmu byt uzavreté uplne, ale len do
polovice. Nikdy nesterilizujeme autokldvovanim horlavé, reaktivne, korozivne, toxické alebo
radioaktivne materialy. To, ¢i proces sterilizacie prebehol spravne nés informuje aj Specidlna
paska, ktort mézeme umiestnit’ na obal. Tato paska ndm umozni kvalitativne identifikovat’, ¢i
sterilizacny proces prebehol. Tato paska je ako normélne vyzerajica paska, avSak obsahuje
diagonélne ciary, ktoré sa po uspesnej sterilizdcii sfarbia na ¢ierno (Obrazok 1.5). Dnesné
autoklavy st vSak uz vybavené tak, ze ak niektory krok v procese sterilizacie je nedostato¢ny,

jednoducho sa proces zastavi a tato informéacia sa objavi na display.

Pred autoklavovanim

Po autoklavovani

LTELTT A

Obrazok 1.5 Ukazka pasky urcenej na identifikdciu, Ze proces sterilizacie prebehol spravne.
(Zdroj: https://www.tedpella.com/adhesive html/Autoclave-Steam-Indicator-Tapes.aspx,

upraveng).
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1.1.5 Laminarne a biologicky bezpecné boxy

Na précu s rastlinami v in vitro podmienkach pouzivame laminarne a biologicky bezpecné boxy
(BSC, ,,Biological safety cabinet™).

Laminarne boxy predstavuju uzavreté sterilné pracovné prostredie, ktoré sa zabezpecuje
tym, Zze vzduch do tohoto zariadenia prudi cez filtre. Na rozdiel od biologicky bezpecnych
kabinetov boxov, nie je pracovné prostredie oddelené od pracovnika sklom a tak vzduch zo
zariadenia sa dostava priamo k pracovnikovi. Vstupujuci vzduch je filtrovany cez HEPA (filter
99,99 %, 0,3 um) alebo ULPA (99,999 %, 0,12 um) filtre. Pradenie vzduchu do kabinetu boxu
moze byt horizontalne alebo vertikalne (Obrazok 1.6). Pracovna plocha kabinetu je vyrobena
z nehrdzavejucej ocele a musi byt 'ahko udrziavatel'na.

Biologicky bezpecné boxy su konstrukéne navrhnuté tak, aby bola pracovna plocha
oddelend od pracovnika sklom, ¢im sa zabezpecCuje vyssi stupen ochrany z hl'adiska prace
s mikroorganizmami aich zatriedenia do rizikovych skupin. Na zaklade konstrukéného
vybavenia ich rozdel'ujeme na Biologicky bezpecné boxy triedy I, triedy II a triedy III (Obrazok
1.7).

Biologicky bezpe¢ny kabinet box triedy I je najzakladanej$im typom. Neposkytuje
vSak ochranu vzorke, pretoze nesterilizovany vzduch z miestnosti je nasavany cez pracovni
plochu. Tieto boxy zvycajne slizia na uzavretie Specifickych zariadeni ako je napriklad
centrifuga alebo na postupy, ako je prevzdusiovanie kultar, ktoré mézu potencialne vytvarat
aerosoly. Tieto boxy su bud’ napojené na odséavaci systém budovy alebo st odsavané plyny st
filtrované cez HEPA filter spdt’ do laboratéria. Tymto spdsobom boxy triedy I chrania
pracovnika a zivotné prostredie pred aerosdlom, ale nezabezpecuju sterilitu vzorky.

Biologicky bezpec¢ny box triedy II uz zabezpecuje ochranu pracovnika a aj sterilitu
vzorky. Vstupujuici a aj vystupujici vzduch je filtrovany cez HEPA filter. Princip ¢innosti boxu
triedy II zahfiia ventilator namontovany v hornej Casti zariadenia, ktory tahé sterilny vzduch
nad pracovnu oblast’, kde sa manipuluje s biologickym materialom. Vzduch sa potom pohybuje
pod pracovnou doskou a spit’ nahor do hornej Casti boxu a potom prechadza cez HEPA filtre.
Boxy triedy II sa d’alej delia na pat’ podtypov v zavislosti od odsévacieho systému: typ Al, typ
A2, typ B1, typ B2 atyp C1 (Obréazok 1.8). Typ B1 a B2 musia byt napojené na odsavaci systém
budovy.

Biologicky bezpe¢ny box triedy III sa tiez nazyva aj rukavicovy box, nakol’ko ma

pracovny priestor plne uzavrety a so vzorkou sa manipuluje cez zabudované rukavice (Obrazok
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1.9). Sluzi na pracu v rizikovom stupni BSL4. Vnutro boxu je udrziavané pod tlakom. Ku boxu
moze byt’ pripojeny aj autoklav s dvojitymi dverami za u¢elom dekontaminécie biologického

materialu. Material sa vklada do boxu cez tzv. prendsaci box.

Horizontalne pradenie vzduchu

1l
¥

e

+59

Vertikalne prudenie vzduchu

$ 98O

=

Filter -

$4 3 38 :
vy L
& r—l\-\-.-

]

-

®

Obrazok 1.6 Ukazka laminarneho boxu s horizontalnym a vertikalnym pradenim vzduchu. 1 —
vstup kontaminovaného vzduchu do zariadenia (zelené Sipky), 2 — HEPA alebo ULPA filter, 3,
4 — wvystup vzduchu zo zariadenia. Modré Sipky — sterilny vzduch. (zdroj:

https://www.laboratory-supply.net, upravené).

[T — %

poeetilldac e

PPN rroan LE

e

- w

triedall triedalll

Obrazok 1.7 Ukazka biologicky bezpecnych kabinetov triedy I, triedy II a triedy III. (Zdro;:

https://microbenotes.com/biosafety-cabinets/, upravengé).
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Obrazok 1.8 Ukazka konstrukéného rieSenia biologicky bezpecnych boxov triedy II, typ Al,
typ A2, typ BI, typ B2 a typ C1. (Zdroj: https://microbenotes.com/biological-safety-cabinets-

classes-examples/, upraven¢).

15

Vzduch z miestnosti

p Vzduch z miestnosti

B Kontaminovany vzduch
® Fittrovany vzduch

A~ sterilné prostredie

B - nesterilné prostredie

ram—
| & Filtrovany vzduch

| =y

7).
e [N

Vzduch z miestnosti --“ /’ \

] wees



https://microbenotes.com/biological-safety-cabinets-classes-examples/
https://microbenotes.com/biological-safety-cabinets-classes-examples/

Vyfukovy vzduch

rukavice

Vzduch z miestnosti

Pracovna plocha

Obrazok 1.9 Ukéazka kons$trukéného rieSenia biologicky bezpecéného kabinetu triedy III.

(Zdroj: https://microbenotes.com/biological-safety-cabinets-classes-examples/, upravené).

1.1.6 Rastové komory, kultivaéné miestnosti, inkubatory

Rastové komory umoznuju kontrolovat’ podmienky (ake vlhkost’, teplota alebo svetlo a in¢),
v ktorych in vitro rastliny rasta. Doélezitym faktorom je reprodukovatelnost, nakolko za
normalnych podmienok kultivacie vstupuju do tohto procesu aj d’alSie faktory, ako je intenzita
slne¢ného svetla alebo teplota pocas dna. V rastovej komore je zabezpeCeny svetelny rezim,
Standardne 16 hodin svetlo a 8 hodin tma, pricom intenzita svetla je poc¢as 16 hodin rovnaka.
Podmienky kultivacie je mozné upravit’ podl'a potreby. Na trhu je viacero modelov, v zévislosti
od ich vyuzitia. Na kultivaciu in vitro rastlin sa pouzivaju bud’ tzv. skrine (Obrazok 1.10A)
alebo ak sa prenasa material z in vitro do in vivo podmienok, pouzivaji sa rastové komory
vacsich rozmerov (tzv. environmentalne komory), ktoré zohl'adiiuju aj priestor potrebny pre
rast rastlin, priCom sa da do nich aj vstapit’ (Obrazok 1.10B).

Kultiva¢né miestnosti (Obrazok 1.10C) predstavuju alternativu k rastovym komoram.
St to miestnosti, v ktorych sa nachddzaji policové regale, pricom kazda polica ma svoje
osvetlenie. Udrziavanie teploty je zabezpe€ené klimatizacnou jednotkou.

Inkubatory (Obrazok 1.10D) su zariadenia, ktoré umoziuju kultivovat’ biologicky
materidl (napriklad mikroorganizmy ako Agrobacterium tumefaciens, ktory sa pouziva na
transformdciu rastlinnych buniek) za definovanych teplotnych podmienok, pricom mézu byt

vybavené aj trepackou s nastavite'nou intenzitou trepania.
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I

Obrazok 1.10 Ukézka rastovych komdr (A, B), kultiva¢nej miestnosti (C) a inkubatora (D).
(Zdroj: A, B a D autori, C https://www.cabidigitallibrary.org/).

1.1.7 Laboratérne pomocky

V laboratériu in vitro systémov sa pouziva Standardné laboratdérne sklo, ako su napriklad
kadicky, odmerné valce, Petriho misky alebo fl'ase so zavitovym uzaverom GL45 (objem 100
ml, 250 ml, 500 ml alebo 1000 ml). Ak sa s nimi ma pracovat’ v sterilnych podmienkach,
laboratorne sklo sa sterilizuje autoklavovanim uzatvorené v alobale (Petriho misky), so
zakrytym otvorom s alobalom (kadicky, odmerné valce) alebo v pripade flia§ uzatvorené
vrchnakom. So sterilnym laboratérnym sklom sa manipuluje len v BSC.

Z laboratornych plastov sa pouzivaju odmerné a centrifugacné tuby o objeme 15 ml a
50 ml. Tieto tuby sa dodavaju vyrobcom uzatvorené vrchndkom uz sterilné. Ak sa ma zachovat’
ich sterilita, musi sa s nimi manipulovat’ v BSC. Mikroskumavky (objem 1,6 ml a 2 ml) sa pred
pracou v BSC musia sterilizovat’ autoklavovanim. NajcastejSie bud’ v nddobe s uzatvarateInym
vrchndkom, alebo zakryté alobalom. Pri manipulécii s nimi v BSC sa nechytaju priamo do ruky,
ale pouZziva sa sterilné pinzeta.

Plastové Petriho misky sa dodavaju vyrobcom uz sterilné uzatvorené v sterilnom
plastovom vrecku. Pokial’ sa s nimi manipuluje v sterilnych podmienkach (BSC), zostavaja
sterilné pre in vitro potreby.

Pipetovacie Spicky sa sterilizuju v krabickach na to urcenych, ktoré su zabalené

v alobale. Ak je potrebné zachovat' sterilitu, krabicka so S$pickami sa musi otvorit' len
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v sterilnych podmienkach, teda v BSC. Sterilné pipetovacie Spicky sa nikdy nechytaji do ruky,
ale nasadzujui sa pomocou mikropipety. Samotné mikropipety nemusia byt sterilné, ale musi
sa s nimi v BSC manipulovat’ tak, aby sa nedotkli steny sterilnej nadoby. Niektoré¢ znacky
mikropipiet je mozné autoklavovat.

Laboratorne pomocky ako skalpely a pinzety musia byt z materidlu, ktory je mozné
autoklavovat pred pouzitim v BSC a zarovein pocas ich opakovaného pouzivania v BSC musia
vydrzat’ sterilizaciu nad plameniom.

Kultiva¢né nadoby pouzivané v in vitro podmienkach st:
e Petriho misky bud’ sklenené alebo plastové. Plastové sterilné Petriho misky su
urcené na jednorazové pouzitie.
e Nadoby s vrchnakom réznej velkosti (Obrazok 1.11) su bud’ sklenené, ktoré sa

sterilizuju autoklavovanim alebo sterilné¢ plastové urCené na jednorazové

pouZitie.

Obrazok 1.11 Ukéazka komer¢ne dostupnych in vitro kultivatnych nadob (Zdroj:
https://phytotechlab.com/equipment/culture-vessels).
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1.1.8 Uskladiovanie roztokov, regenerainych médii a biologického

materialu

Chemikalie pouzivané v in vitro laboratériu sa uskladituji podl'a ndvodu vyrobcu a to bud’
v laboratornej skrini pri izbovej teplote, v chladnicke pri 4°C alebo v mraznicke pri -20°C.

Pripravené regeneracné média sa uskladiiuju do pouzitia v chladnicke pri 4°C.

Zasobné roztoky rastovych reguldtorov a antibiotik pouzivanych pri priprave
regeneracnych médii sa dlhodobo uskladiiujti v mraznicke pri -20°C.

Rastlinny material — semena sa dlhodobo uskladnuju v chladnicke pri 4°C. Rastlinny
material, ktory sa planuje pouzit’ na molekularno-biochemické analyzy (v mikroskimavkéach
alebo zabaleny v alobale) sa najprv zmrazi v tekutom dusiku (-196°C) a az potom sa uskladni
v $pecialnej mraznicke (tzv. hlbokomraziaci box) na -80°C.

Mikroorganizmus Agrobacterium tumefaciens (laboratorny odzbrojeny kmei), ktory
sa pouziva na transformaciu rastlin sa dlhodobo uskladiuje na -80°C v mikroskimavkach so
zavitovym uzaverom v Specidlnych zmrazovacich roztokoch. Podobne ako pri rastlinnom
materidly sa najprv mikroskiimavka s biologickym materidlom zmrazi v tekutom dusiku a az
potom sa uskladni na -80°C. Pred laboratornym experimentom sa mikroskimavka z mraznicky
vyberie a po rozmrazeni sa A. tumefaciens v BSC naockuje na pevné kultivaéné médium a po
kultivacii sa uskladiiuje kratkodobo (2-3 tyzdne) pri 4°C. ZvySok biologického materidlu

v mikroskiimavke sa opdt’ zmrazi v tekutom dusiku a uskladni na -80°C do d’alSieho pouZitia.

1.1.9 Osobné ochranné prostriedky

Osobné¢ ochranné prostriedky (OOP) predstavuju vo vSeobecnosti Specializovany odev alebo
vybavenie, ktoré nosi pracovnik na ochranu pred nebezpecenstvom (napr. infekéné latky a
toxiny). Medzi Standardné OOP zarad'ujeme ochranné okuliare (ochrana oci), laboratorne
rukavice (ochrana ruk) a laboratorny plast’. Pri préci s rastlinami v in vitro podmienkach sa
Standardne vyzaduje laboratérny plast’. Pouzivanie pozadovanych OOP sa urcuje na zaklade

hodnotenia biologického rizika.
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1.2 Mikropropagacia rastlin

MikrorozmnoZovanie alebo mikropropagacia je alternativna metéda vegetativneho
rozmnozovania rastlin, ktord zahffia vyvin rastlinnych buniek, pletiv alebo organov v
kontrolovanom laboratérnom prostredi. Mikropropagacia bola prvykrat komercne pouzita na
pripravu klonov orchidei v roku 1960. Odvtedy tato technika bola aplikovand na zna¢ny pocet
komerénych vegetativne rozmnozovanych druhov rastlin.

Mikropropagacia umoziiuje rychle mnozenie rastlin, teda produkciu velkého mnozstva
rastlin v kratkom case. Sterilné podmienky pletivovych kultir umoziuju produkciu zdravych
rastlin, bez choréb. Zohrava vel'mi dolezitu lohu pri ochrane vzacnych a ohrozenych druhov
rastlin. Ak napriklad rastliny nedokazu produkovat Zivotaschopné semend, potom
rozmnozovanie prostrednictvom vegetativnych casti je jedinou metédou na ich rozmnoZzovanie
a zachovanie.

Geneticka uniformita rastlin, ktord je vyhodou, moéze byt aj nevyhodou
mikrorozmnoZovania. Strata genetickej diverzity mdze obmedzit’ adaptabilitu rastlin na
meniace sa podmienky prostredia, ¢o moze viest' k strate genetickej diverzity. Rastliny
produkované prostrednictvom mikropropagacie su citlivé na zmeny podmienok prostredia.
Zmeny ako teplota, intenzita svetla alebo koncentracie zivin mo6zu ovplyvnit uspeSnost’ procesu
ich prenosu z in vitro do in vivo prostredia.

Proces mikropropagécie je viackrokovy proces. Pozostava z piatich krokov, ktorymi st
Faza 0, Faza 1, Faza 2, Faza 3 a Faza 4. Kazdy krok ma svoje Specifické poziadavky.

Faza 0 je pocCiatocna faza procesu mikropropagacie. Zahffia vyber materskej
(donorovej) rastliny. Pre vyber explantatu je prvym a najdolezitej$im kritériom, aby donorova
rastlina bola v dobrom fyziologickom stave a bez prejavov infekcie. Do ivahy treba brat’ aj
genotyp a jeho responsibilitu na in vitro podmienky. Po vybere vhodnej rastliny, materska
rastlina rastie asi tri mesiace za aseptickych kontrolovanych rastovych podmienok. Pocas tejto
fazy sa udrziavaju svetelné a teplotné rezimy vhodné pre jej rast. Anatdmia rastliny a stavba
semena a rastovy vrchol s lokalizdciou meristému a listovych primordii je uvedena na Obrazku
1.12.

Faza 1 zahmuje pripravu rastlinného materialu na in vitro kultivatné podmienky.
Rastlinny materidl alebo explantat (rastovy vrchol, meristémy, noddlne segmenty alebo
segmenty listov, interndd alebo korenov, atd’.) sa musi povrchovo vysterilizovat pomocou

roznych sterilizaénych chemikalii (napriklad roztok chlornanu sodného alebo etanol).
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Koncentracia sterilizacnych roztokov a c¢as sterilizacie sa moze liSit v zavislosti od
sterilizaéného postupu a typu rastlinného explantatu (Kapitola 1.2.2). Explantaty sa nasledne
prenest na umelé kultivacné (regeneracné) média. Kultivacné média obsahuju vSetky latky,
potrebné pre ich vyzivu (Kapitola 1.2.3). Pri odbere vhodného rastlinného materialu vo
vieobecnosti plati zasada, Ze mladé pletiva maju lepsi morfogénny potencial ako starsie. Dal§im
faktorom moze byt rocné obdobie odberu alebo pozicia odoberaného explantatu na rastline

a ucel vyuzitia.

rastovy vrchol
|

axilarne puciky osemenie (testa)

_ kotyledén

SEmMeno - epikotyl embryo
hypokotyl

endosperm

L: radikula

vrcholovy meristém

vedlajsie korene . | . )i /:_:5(—/
; . rastovyvrchold | y N

hlavny koren | | listove primordium

korefova éiapoéka

Obrazok 1.12 Anatémia rastliny a stavba smena a rastovy vrchol s lokalizdciou meristému a

listového primordia (Zdroj: : https://www.britannica.com/ a Bukdo a kol., 2013; upraveng¢).

Faza 2 zahriiuje multiplikdciu rastlinného materiadlu. V zavislosti od typu explantatu
pouzit¢ho vo Faze 1, sa multiplikuju primérne explantaty (ako napr. vrcholové meristémy
z axilarnych a apikalnych pucikov, apikdlne a nodéalne segmenty s dormantnymi pucikmi),
alebo vytvorené vyhony z listovych alebo nodalnych segmentov

Faza 3 je faza zakorenovania. Vytvorené¢ vyhony sa prenesu do kultivaéného média
podporujuceho tvorbu korenov. Zakorefiovanie moze prebiehat v pritomnosti alebo bez
pritomnosti rastovych regulatorov, v zavislosti od rastlinného druhu. Zakorenené rastliny v in
vitro podmienkach sa m6zu dlhodobo udrziavat’ pravidelnym prenaSanim na Cerstvé kultivacné
médium prenesenim rastovych vrcholov, alebo nodalnych segmentov umoziujicich
regeneraciu (Obrazok 1.13).

Faza 4 zahrnuje aklimatizaciu alebo prenesenie rastlin z in vitro podmienok do in vivo,

teda do pody. Rastliny uréené na prenos do pody musia mat’ dostatoéne vytvoreny korenovy
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systém. Rastliny pestovan¢ v podmienkach in vitro st vel'mi citlivé na zmenu prostredia a na
infekcie. Prenos rastlin do prirodzené¢ho prostredia by sa mal preto vykondvat opatrne. Na
ochranu pred nédhlym Sokom sa musi uskutocnit’ otuzovanie rastlin ato tak, Ze sa rastliny

postupne prispdsobuju nizsej vlhkosti a silnejSiemu osvetleniu.

rastovy vrchol

nodalny
segment

Obrazok 1.13 Rastlinné explantaty, ktoré sa pozivaju na multiplikdciu a udrziavanie in vitro
rastlin (Zdroj: https://www.slideshare.net/slideshow/shoot-tip-culturepptx/252440967,

upravene).

1.2.1 Pletivové kultary

Pletivové kultiry predstavuju techniky kultivacie rastlinnych explantatov na umelom zivnom
médiu v sterilnom prostredi (Obrazok 1.14).

Explantat je odobraty organ, skupina organov, ¢ast’ pletiva alebo bunka, ktory je kultivovany
mimo materského organizmu v podmienkach in vitro na regeneracnych médiach. Dospela
rastlina pozostava z pletiv a organov. Pletiva pozostavaju z buniek jednotné¢ho tvaru a
Specializovanej funkcie. Pletivd, ak su organizované spolu vytvaraju organ ako st listy, korene,
kvety. Pletivové kultury su zalozené na totipotencii rastlinnej bunky, to znamena schopnosti
jednej rastlinnej bunky rast,, delit’ sa a diferencovat’ na intaktnu rastlinu. Zivoéisne bunky tato
schopnost’ nemaju. Morfogenéza je tvorba a vyvin Struktir (meristémov, vyhonkov, korenov,
pripadne somatickych embryi), ktoré v povodnom pletive neboli. Struktiry a organy
diferencované de novo sa povazuju za tzv. pridavné alebo adventivne. Podl'a charakteru
diferencidcie de novo vzniknutych Struktar rozliSujeme:

e Organogenézu (priama alebo nepriama organogenéza),

e Somaticku embryogenézu (priama alebo nepriama somaticka embryogenéza),
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e (Gameticki embryogenézu, ktori d’alej rozdel'ujeme na androgenézu (diferencidcia

z mikrospor) a na gynogenézu (diferencicia z buniek zarodo¢ného mieska).
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Obrazok 1.14 Zékladné metody multiplikacie (Zdroj: autori).

Organogenéza v pletivovej kultare predstavuje vyznamny sposob regeneracie rastlin. /n
vitro organogenéza znamena vyvin a diferenciaciu organov (vyhony, resp. korene).
Diferencidcia buniek je vyvinovy proces, ktorym sa Specializuje funkcia a tvar buniek.
Dediferenciacia buniek (opak diferenciécie) je vyvinovy proces, ked’ sa vysoko diferencovana
bunka meni na nediferencovani bunku. Organogenéza moéze byt priama alebo nepriama,
v zavislosti od toho, ¢i sa vyhony tvoria priamo z explantatov, potom sa jedna o priamu
organogenézu, alebo sa vyhony tvoria z kalusu, potom sa jednd o nepriamu organogenézu
(Obrazok 1.15).

Kalus je aktivne sa deliaca skupina buniek s réznym stuptiom diferenciacie a
schopnostou spétnej tvorby organizovanych Struktur. Tvorba kalusu v in vitro sa indukuje
kombinaciou rastovych regulatorov (auxinov a cytokininov) na reznych plochéach z akejkol'vek
Casti rastlinného organizmu, ako napriklad z listu, stonky, stopky alebo korena.

Somaticka embryogenéza je d’alsim dolezitym sposobom regeneracie in vitro rastlin.
Embryogenéza je proces, ktory zahfia tvorbu embrya z jednej embryogénnej bunky, ktorou
mdze byt bud zygota, ktord vznikd Standardnym reprodukénym procesom, alebo

nediferencovana bunka kalusu, ako vysledok umelého asexudlneho procesu. Embrya vyvijajice
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sa zo zygoty sa nazyvaju zygotické embrya, zatial’ Co tie, ktoré pochadzaju zo somatickych
buniek, sa nazyvaji somatické embrya. Somatickd embryogenéza mdze byt priama alebo
nepriama, v zavislosti od toho, ¢i sa somatické embryd vytvarajii priamo na explantatoch
(priama somaticka embryogenéza) alebo sa somatické embrya vytvaraju z kalusu (nepriama
somaticka organogenéza). Na rozdiel od zygotického embrya, somatické embryo nema
vaskularne spojenie s explantatom, z ktorého sa vyvinulo a tak sa somatické embrya nepovazuju
za organy. V somatickych embryach sa nevytvara endosperm a osemenie. Vyvin embrya je
bipolarny.

Meristémova kultira je typ techniky pletivovej kultary, ktord sa vyuziva na ziskanie
bezvirusovych in vitro rastlin. Meristém predstavuje nediferencované pletivo so schopnost'ou
aktivne sa delit’ a diferencovat’ sa na Specializované rastlinné pletiva (vyhonky alebo korene).
RozliSujeme vrcholovy alebo apikalny meristém (Obrazok 1.12), ktory sa nachadza na
rastovych vrcholoch rastlin (koreni, stonka) a vmedzereny (interkalarny) meristém, ktory je
ulozeny na bazach internodii (medzi uzlami). V meristémovych kultirach sa pouzivaju apikéalne

meristémy.

—~ '?

Obrazok 1.15 Ukazka regeneracie rastlin tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.)

z listovych explantatov nepriamou organogenézou (Zdroj: autori).
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1.2.2 Prenos rastlinného materialu do in vitro podmienok

Pestovanie rastlin v podmienkach in vitro znamena kultivaciu rastlin na umelych zivnych
médiach v sterilnych podmienkach. To je mozné dosiahnut len vtedy, ak explantaty
pochéadzajuce zrastlin z prostredia in vivo budi povrchovo sterilné. To sa da uskutocnit
pomocou roznych chemikalii, ako chlornan sodny, chlorid ortutnaty, peroxid vodika, etanol
alebo dusi¢nan strieborny. Chlorid ortutnaty sa pouziva len zriedkavo v in vitro, nakol’ko je
sice vysoko ucinny, ale je aj vysoko toxicky pre ludské zdravie a zivotné prostredie.
NajcastejSie sa ako sterilizacné Cinidlo pouziva chléornan sodny (komercéne dostupny aj ako
SAVO), etanol aperoxid vodika. Koncentricia adizka posobenia ¢inidla sa musi
experimentalne overit, nakolko prili§ nizka koncentrdcia nemusi byt dostatocnd na
zabezpecenie povrchovej sterility a zase prili§ vysokd koncentrdcia moze poskodit’ pletivo
a regeneracia zlyha. Podobne je to aj s Casom inkubécie v sterilizanom ¢inidle. Prehl'ad bezne
pouzivanych sterilizaénych cCinidiel, ich koncentracia a doba inkubacie st uvedené v Tabul'ke

1.

Tabul’ka 1 Bezne pouzivané sterilizacné ¢inidla pre rastlinné pletiva, ich koncentracia a doba

vystavenia (Zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/).

Steriliza¢né ¢inidla Koncentracia [%] Doba inkubacie [min]
chlornan vépenaty 9-10 5-30
chlérnan sodny * 0,5-5 5-30
peroxid vodika 3-12 5-15
etanol 70-95 0,1-5
dusi¢nan strieborny 1 5-30
chlorid ortutnaty 0,1-1 2-10

* Komercné bielidlo SAVO obsahuje asi 5% chlornanu sodného, a tak méze byt pouzité v

koncentracii 10-20%, ¢o je ekvivalentné 0,5 az 1% chlornanu sodného.

Do uvahy pri povrchove;j sterilizécii treba brat’ aj typ explantatu a jeho citlivost’ na sterilizacné
¢inidlo. DIhsi ¢as inkubacie alebo vysSia koncentracia sterilizacného Cinidla zvyc€ajne sposobi
poskodenie rastlinnych buniek a tym sa znizi Sanca na uspeSnu in vitro regeneraciu. Pred
namacanim v sterilizacnom ¢inidle sa moze explantat namocit’ do 70% etanolu, aby sa zniZzilo

povrchové napitie a aby sa ¢inidlo lepSie dostalo do kontaktu s povrchom explantatu. Okrem
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toho, uCinnost’ sterilizacie sa moze este zvysit’ aj pridanim zmacadla, ako je Tween® 20 alebo
Tween® 80 do sterilizacnych €inidiel, ¢im sa takisto znizi povrchové napétia a umozni sa lepsi
kontakt s povrchom explantitu. Po sterilizacii v sterilizacnom roztoku sa explantaty
niekol'kokrat premyju v sterilnej destilovanej vode, aby sa odstranili zvySky Cinidla, ktoré by
mohli branit’ regeneracii. Uinnost’ sterilizicie sa znasobi premie$avanim (na trepacke)
explantatu v sterilizatnom roztoku aaj poCas premyvania explantitu vo vode. Proces
sterilizacie samozrejme musi prebiehat’ v BSC.

Povrchovo sterilizovat’ je mozné rozne Casti rastliny v zavislosti od ucelu ich d’alSieho
pouzitia v in vitro kultire. NajcastejSie su to semena a rastoveé vrcholy (Obrazok 1.12, Obrazok
1.16), potom nasleduju listy, stonky ale mo6zu to byt’ aj korene rastlin. Pri koretioch, je vSak

riziko kontaminacie omnoho vicsie.

. 3% %.“'“"\\
Y, A | ' o4 m)
e

Obrazok 1.16 Ukazka prenosu semien tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) do in vitro

podmienok. Semend tabaku sa povrchovo vysterilizuju a prenesu na Petriho misku s klic¢iacim
regeneraénym médiom. Nasledne po 3 tyzdnoch, sa vykli¢ené rastliny prenesu do kultiva¢nych

nadob s regeneracnym médium podporujicim ich rast a vyvin (Zdroj: autori).

Najlepsie kritéria pre prenos rastlinného materialu do in vitro spiiaju semena. Semena su
relativne 'ahko povrchovo sterilizovateI'né, mézu klicit’ za aseptickych podmienok a produkuja
dobre rastuce mladé pletivo, ktoré uz je sterilné a obsahuje vysoky podiel aktivne deliacich
buniek. Uspech sterilizicie semien zavisi od typu semena. Semena s hrubym povrchom
obyc¢ajne vyzaduju dlhsi sterilizaény Cas a Casto potrebuju byt eSte pred-oSetrené s d’alSim
¢inidlom alebo sa do roztoku sterilizacného ¢inidla musi este pridat’ detergent, aby sa ul'ahcilo
zvlh¢enie povrchu semena a aby vSetky mikrobidlne kontaminanty prisli do styku s tymto
¢inidlom. Napriklad semena tabaku (Nicotiana tabacum L.) sa sterilizuji v 96% etanole pocas
1 mintty a nésledne sa niekolkokrat premyvaju v sterilnej destilovanej vode. Ak sa semena
nepouziju hned’, musia sa vol'ne vysusit’ a to ponechanim v BSC pokial’ sa neodpari voda.

Povrchovo sterilné semena sa potom uchovavaju v sterilnej nadobe v chladni¢ke. Semena soje
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fazulovej (Glycine max L.) sa zase sterilizuju v plynnom chlore pocas 20 hodin a to tak, Ze sa
do desikatora umiestnia otvorené Petriho misky so semenami a do stredu sa umiestni kadicka
s roztokom chlérnanu sodného (SAVO), do ktorého sa pomaly prida kyselina chlorovodikova
a desikator sa uzavrie. Reakciou kyseliny chlorovodikovej s chlornanom sodnym vznika
plynny chlér. Po sterilizacii sa Petriho misky rychlo uzavru, prenest do BSC a znovu otvoria,
aby vyprchali zvysky chloru. Takto sterilizované semena sa uz nepremyvaju v sterilnej vode.
Vyhodou pouzitia semien je, ze sa méze na jedenkrat vysterilizovat' véacSie mnoZzstvo
rastlinného materialu a ak sa uchovavaju v sterilnych nddobach v chladnicke, mozu sa pouzivat’
aj neskor. Naproti tomu, pouzitie listov alebo stoniek ako vychodiskového materialu na
sterilizaciu, si po ich sterilizacii vyzaduje okamzité vyuZitie v in vitro experimentoch, nakol’ko

takyto rastlinny material nie je mozné uchovavat'.

1.2.3 Kultiva¢né média

Kultivaéné médium je najdolezitejSou stéastou rastlinnej pletivovej kultiry. Uspesny systém
kultivacie rastlinnych pletiv do zna¢nej miery zévisi od spravneho zloZenia kultivaéného média.
Kultivaéné média poskytuji kultiram potrebné Ziviny, ktoré su zvycCajne dostupné z pody.
Délezitou funkciou kultivaéného média je aj vytvaranie potrebného prostredia pre rast rastlin.
Napriklad pevné média funguji ako poda a poskytuju pletivam fyzickd oporu, aby si udrziavali
kontakt so vzduchom, a aby regenerované rastliny dokdzali zakorenit. Kvapalné médium
umoziuje explantatom udrziavat’ staly a maximalny kontakt so zasobami zivin. ZloZenie
kultivaéného média sa liSi v zavislosti od genotypu, typu rastlinného explantatu a ucelu
kultivacie.

Existuje mnoho komponentov a aditiv, ktoré mozno pouzit’ v rastlinnych regenera¢nych
médiach, ale vacsinu z nich mozno rozdelit’ do nasledovnych kategorii: voda, anorganické soli
(tzv. mikro a makroprvky), vitaminy, aminokyseliny, sacharidy, zelirujuce latky, regulatory
rastu (rastlinné hormony).

Rastlinné kultivacné média su zalozené na vodnej baze. Pri priprave médii je dolezité
pouzivat’ vodu ziskanu destilaciou alebo reverznou osmozou.

Soli v médidch mozno rozdelit’ na mikroprvky a makroprvky. Fe, Cu, Mn, Co, Mo,
B, I, Ni, Cl a Al sa povazuju za mikroprvky a Mg, Ca, P, S, N a K za makroprvky. Toto delenie
na mikro- a makroprvky vychadza hlavne z potrieb rastlin. Potreba mikroprvkov je mala, ¢o sa

odraza v nizkej koncentracii (0,1-100 pmol.dm™) tychto prvkov v médiu. Potreba makroprvkov
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je ovela vicsia, a preto st pritomné v minimolarnych koncentracidch (1-60 mmol.dm™).
Makro- a mikro-ziviny sa vo vseobecnosti pridavaji do média vo forme soli, ktoré su
v biologicky dostupnej forme. Zelezo a zinok sa niekedy pridavaju v chelatovej forme, aby sa
ul’'ahcila dostupnost’ a zabranilo sa zrazaniu tychto prvkov. Bezne pouzivané chelatacné Cinidlo
je EDTA.

Vapnik (Ca) funguje ako kofaktor mnohymi enzymov a je obzvlast’ dolezity pri syntéze
buniek. Nedostatok vépnika moze viest k nekréze hrotu vyhonku. Vépnik pouzivany v
rastlinnych pletivovych kultarach je védcSinou vo forme chloridu vapenatého a dusi¢nanu
vapenatého.

Hor¢ik (Mg) je rozhodujuci pre fungovanie enzymov a je neoddelitelnou sucast'ou
chlorofylu. NajpouzivanejSou formou hor¢ika v rastlinnych pletivovych kultirach je siran
horec¢naty.

Dusik (N) je nevyhnutny pre zivot rastlin. Je zlozkou mnohych dolezitych molekul,
vratane aminokyselin, proteinov, nukleovych kyselin, niektorych horménov a chlorofylu. V
rastlinnych pletivovych kultirach sa dusik pridiva vo dvoch formach, ako NO3* a NH,'.
Mnohé rastliny rasti najlepsie, ak maji obe formy dusika. Dusik sa moze pridavat aj v
organickych formach, ako st aminokyseliny, hydrolyzaty a organické kyseliny. Organické
formy dusika v§ak nemézu uplne nahradit’ anorganické formy.

Fosfor (P) je neoddelite'nou sti€astou nukleovych kyselin a inych Struktirnych zluc¢enin
v rastlinach. Fosfor sa doddva vo forme (HPO4>) iénov.

Draslik (K) je v rastlinach hlavnym kationom na vyrovnavanie zapornych iénov.
Mnozstvo draslika potrebné v kultivaénom médiu rastlinného tkaniva sa 1i8i v zavislosti od
druhu rastliny.

Sira (S) je dolezitd v Struktire proteinov, kde disulfidové vézby medzi susednymi
cysteinovymi a metioninovymi zvyskami prispievaju k terciarnej Strukture. Sira je tiez sacast'ou
vitaminov tiaminu a biotinu a koenzymu A, ktory je doleZitou sti¢astou dychania a metabolizmu
mastnych kyselin. Vo forme Zelezo-sirovych proteinov je dolezitd pri reakcidch prenosu
elektronov pri fotosyntéze. Sira sa doddva vo forme SO4>, zvy&ajne ako siran hore¢naty.

Zelezo (Fe) je potrebné pre syntézu chlorofylu, ako aj pre mnohé oxidaéno-redukéné
reakcie. Zelezo v alkalickom pH tvori nerozpustné zlti¢eniny, ktoré st biologicky nedostupné
pre rastlinné pletivo. Pre biologicku dostupnost’ Zeleza je stredné pH kritické. Zelezo sa ¢asto
pridiva do regeneracnych médii v cheldtovanej forme ako Fe-EDTA, aby bolo Zelezo

biologicky dostupné rastlinnym bunkam v SirSom rozsahu pH.
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Bor (B) je nevyhnutny v enzymovej aktivite pri biosyntéze ligninu a metabolizme
fenolovych kyselin. Nedostatok boru inhibuje bunkové delenie a predlzovanie apikalnych
meristémov v korefioch a vyhonkoch. Do regeneracného média sa boér priddva vo forme
kyseliny borite;.

Kobalt (Co) sa sice nepovazuje za zakladny prvok vo fyziologii rastlin, avSak do
regeneracnych médii sa pridava. Vo vyssich koncentraciach v§ak moze byt pre rastlinné bunky
toxicky.

Med’ (Cu) funguje predovsetkym ako kofaktor pre rozne oxidacné enzymy. Med’ sa
pouziva vo forme siranu med’natého. Vyssia koncentracia vsak moze byt toxicka.

Jod (I) nie je zakladnym prvkom, ale pridava sa do médii na zlepSenie rastu v korefovej
a kalusovej kulture.

Mangan (Mn) ako kofaktor vyzaduju niektoré enzymové reakcie, najma pri dychani a
procesoch fotosyntézy. Do média sa pridava vo forme siranu mangéanatého.

Molybdén (Mo) je kofaktor enzymov, ktoré sa podiel’aju na premene dusi¢nanov (NO3
) na amonium (NH4"). Do média sa pridava sa ako molybdénan sodny.

Zinok (Zn) je rastlinami absorbovany ako dvojmocny kation (Zn*>*) najéastejsie vo
forme siranu zino¢natého. Je aktivatorom velkého mnoZzstva enzymov. Medzi typické priznaky
nedostatku zinku patria skratené internodia a mensie listy.

Na rozdiel od rastlin pestovanych v pdde alebo inych substratoch, rastliny pestované v
in vitro ¢asto nemaju schopnost’ syntetizovat’ vitaminy. Takmer vo vSetkych médiach pre
rastlinné bunkové a pletivové kultiry je pritomny tiamin (vitamin B1), ktory je nevyhnutny pre
rast. Okrem toho sa do média mdze pridavat’ kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-inozitol.
Vitaminy sa vo v§eobecnosti pouzivajii v ddvkach 0,1-10 mg.dm™.

Do kultivaénych médii sa pridavaju urCit¢ aminokyseliny, nakol'ko su Ilahko
dostupnym zdrojom dusika, ktory rastliny niekedy I'ahSie absorbuju v porovnani so zdrojom
dusika z anorganickych soli. Zmesi aminokyselin, ako je kazeinovy hydrolyzat, alebo
jednotlivé aminokyseliny ako je glycin, glutamin alebo adenin, sa mézu priddvat do média
v koncentraciach v rozsahu od 2 do 1000 mg.dm™,

Vicsina rastlin in vitro nie je schopné produkovat’ svoje vlastné uhl'ovodiky zo svetla,
vody a oxidu uhli¢itého (fotosyntéza), ako je tomu v Standardnych podmienkach, a preto sa do
média musi pridavat’ zdroj uhlika. NajbeznejSie sa do média priddva (cenovo dostupnd)
sachardza, ale moze sa pridat’ aj glukoza, fruktdza alebo maltdza, v zavislosti od rastlinného

druhu. Sacharéza sa pouziva v rozsahu koncentracie od 10 g.dm™ az po 30 g.dm™. Pri kli¢eni
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semien sa zvy¢ajne pouZiva koncentracia sacharozy 10 g.dm, pri multiplikacii in vitro rastlin
20 g.dm™ a pri navodeni regenera¢ného procesu rastlinnych buniek 30 g.dm™.

Aby sa explantaty neponorili do média, je ¢asto potrebnd podpornd matrica. Nosna
matrica méze byt vytvorend stuhnutim Zelirujiceho (speviiujiceho) ¢inidla, ako je agar,
agaroza a zelatina, alebo mechanickymi nosnymi materialmi, ako je filtracny papier alebo
polypropylénovéd membrana. Hlavnym problémom pri pouziti Zelirujuceho ¢inidla je stupent
vyvolanej hyperhydricity. Niektorym rastlinnym druhom méze vyhovovat len urcity druh
zelirujiceho Cinidla. Agar je najCastejSou zelirujiicou latkou. Je to zmes polysacharidov, ktora
sa ziskava z réznych druhov morskych rias rodu Rhodophyta. Agar vytvara pre pletiva
stacionarne prostredie. Pri teplote 100°C sa topi a pri teplote nizSej ako 45°C tuhne. Agar
nereaguje so zlozkami média ani nie je rozkladany rastlinnymi enzymami. Agar v kyslom
prostredi (pH < 4.5) dobre negéluje. VSetky agary obsahuji necistoty, ktorych mnozstvo a
Cistota sa medzi vyrobcami lisi. Tieto nelistoty vSak zvyCajne nemaju vplyv na pletivové
kultiry. PouZiva sa v koncentricii, ktordA musi byt minimalne 5,5 g.dm?, aby sa dosiahol
speviiujuci efekt.

Dal§im speviiujucim ¢&inidlom je agardza, ktora sa extrahuje z agaru. Neobsahuje
agaropektin a jeho sulfatové skupiny. Agardza ma vyssiu gélovl pevnost’ ako agar. Agardza sa
Casto pouziva, ked necistoty v agare nie su ziaduce, ako napriklad v protoplastovej kulture
a pelnicovej kulture. V mensSej miere sa pouzivaju gellanové gumy ako gelrit a fytagél
pozostavajuce z polysacharidu produkovaného baktériou Pseudomonas elodea. Vyhodou agaru
je, ze stuhnuté regeneracné médium vo flasi je mozné rozvarit’ v mikrovinnej rare a nasledne
rozliat’ do kultivaénych naddob a agar opit’ stuhne, zatial’ o pri pouziti fytagélu sa musi médium
ihned’ rozliat’ do kultiva¢nych nadob.

Zlozenie kultivacného média ma vyrazny vplyv na rast a vyvin rastlin. Najbeznejsie
pouzivanym kultivaénym médiom je Murashige a Skoog (MS) médium s vitaminmi,
oznacené¢ podobne ako pri ostatnych médiadch podla svojich tvorcov. MS médium vytvorili
Murashige a Skoog v roku 1962 za ucelom optimalizacie kalusovej kultiry tabaku (Nicotiana
tabacum L.) pre potreby Stadia cytokininov. MS médium je v sucasnosti najpouZzivanejSim
kultivacnym médiom. Médium je tvorené z anorganickych soli, vitaminov a aminokyselin.
Médium poskytuje vSetky zdkladné makroelementy a mikroelementy. Ako zdroj fosforu sluzi
dihydrogénfosfore¢nan draselny. Mikroelementy ako bor, mangdn, molybdén, med’ a zinok
hraji zésadnu tlohu v metabolizme rastlin. Tiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin, myoinozitol
poOsobia ako enzymatické kofaktory v univerzalnych drahach vratane glykolyzy a citratového

cyklu spolu s primarnym a sekunddrnym metabolizmom v rastlinadch. Glycin slazi ako zdroj
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aminokyselin. Médium je vel'mi bohaté na makroprvky, co mdze byt problém pre niektoré
rastlinné druhy. Aby sa prediSlo tomuto problému, MS médium sa casto pouziva s
mikroprvkami v plnej koncentrécii, ale s makroprvkami v polovi¢nej alebo trojStvrtinovej
koncentracii, ako povodne publikovali autori. MS médium je teda komercne dostupné vo
viacerych variaciach, je k dispozicii s modifikovanou koncentraciou/obsahom vitaminov alebo
aj s modifikovanou koncentraciou/obsahom makroelementov. Zakladné zloZzenie MS média je

uvedené na Obrazku 1.17.

Mikro prvky Vitaminy

mg.dm-? UM mg.dm-? M
CoCl,.6H,0 0.025 0.11 Glycin 2.00 26.64
Cus0,.5H,0 0.025 0.10 Myo-inozytol 100.00 554.94
FeNaEDTA 36.70 100.00 Kyselina nikotinova 0.50 4.06
H.BO 6.20 100.27 Pyridoxin HCL 0.50 2.43
(- 0.83 5 00 Tiamin HCL 0.10 0.30
MnS0,.H,0 16.90 100.00
Na,Mo0,.2H,0 0.25 1.03
Zn50,.7H,0 8.60 29.91

Makro prvky

mg.dm-3 mM
CaCl, 332.02 2.99
KH,PO, 170.00 1.25
KNO, 1900.00 18.79
Mgs0, 180.54 1.50
NH,NO, 1650.00 20.61

Obrazok 1.17 Zakladné zlozenie MS média s vitaminmi (Zdroj: https://www.duchefa-

biochemie.com/).

1.2.4 Rastlinné rastové regulatory

Vo fyziolodgii zvierat st hormony syntetizované vo vel'mi malych mnozstvach v jednej Casti
organizmu a nasledne transportované do cielovych tkaniv. Na rozdiel od zivo¢isSnych hormoéonov
syntéza rastlinného hormoénu sa ¢asto neobmedzuje na konkrétne pletivo, ale moze sa vyskytnut’
v roznych pletivach. Okrem toho, rastlinné hormény mozu byt transportované do vzdialenych
pletiv, ale &asto posobia aj v mieste syntézy. Dali rozdiel je v nedostatku $pecifickosti.
Rastlinné hormény ovplyviiuju Siroky rozsah bunkovych procesov. Kvoli rozdielom medzi
zivo¢iSnymi a rastlinnymi horménmi, sa radsej pouziva vyraz ,regulator rastu rastlin® alebo

,rastlinny rastovy regulator (PGR, ,Plant growth regulators®). Napriek tomu vyraz

Hrastlinny hormoén® je tiez pouzivany. U zvierat sa hormoény dostavaji do vzdialenych
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cielovych tkaniv cez kardiovaskularny systém, zatial’ o v rastlindch v in vitro prebieha takmer
vSetok transport na vel'ké vzdialenosti vodnym tokom cez xylém a floém. Vynimku tvori
polérny transport auxinu. PGR moZzu posobit’ na rast a vyvin stimula¢ne (auxiny, cytokininy
a gibereliny) alebo inhibi¢ne, ked’ zase brzdia rast a vyvin (kyselina abscisova, ABA).

Utinok PGR zavisi aj od jeho stability v médiu a v pletive; a od citlivosti cielového
pletiva. Rastlinné bunky v urCitom pletive alebo v urCitom vyvinovom S§tadiu nemusia
rozpoznat’ hormonalne signaly, alebo moZzu byt neschopné uskuto¢nit’ pozadovanu reakciu.
Exogénne PGR ovplyviiuji syntézu a degradaciu endogénnych hormoénov. Napriklad,
aplikaciou auxinu sa méze indukovat’ syntéza etylénu, ktory je spojeny s procesom dozrievania
(senescencia).

V pletivovych kultarach sa uplatiiuji hlavne dve skupiny PGR ato auxiny
a cytokininy. Prehl’ad rastovych regulatorov pouzivanych najcastejSie v in vitro kulture a ich

ucinok je uvedeny v Tabul'ke 2.

Tabul’ka 2 Prehl'ad rastovych reguldtorov pouZzivanych najcastejSie v in vitro kultire a ich

ucinok (Zdroj: https://www.duchefa-biochemie.com/).

Rastové regulatory Efekt na pletivova kultiru

Auxiny Kyselina indolyl-3-octova e Tvorba meristémov adventivnych
(IAA) korenov
Kyselina indolyl -3-maslova e Indukcia somatickych embryi
(IBA) ¢ Bunkové¢ delenie

Kyselina 1-naftyloctova (NAA) e Tvorba kalusu a rast
Kyselina 2,4-dichlor-
fenoxyoctové (2,4-D)
Cytokininy Zeatin
Zeatinribozid
6-benzylaminopurin (BAP)
6-furfurylaminopurin (kinetin)
Tidiazuron (TDZ)

Gibereliny  Kyselina giberelinova (GA3)

Adventivna tvorba vyhonkov
Bunkové delenie
Inhibicia adventivnej tvorby koretiov
Inhibicia predlZzovania vyhonov
Inhibicia senescencie listov
PredlZzovanie vyhonov
Inhibicia adventivnej tvorby koreiov
Kyselina Kyselina abscisova (ABA) Dozrievanie somatickych embryi
abscisova e Tvorba hliz

e Podpora dormancie

Auxiny su rastové regulatory ovplyvitujice predlZovanie buniek, hlavne vo vyhonoch.
St zodpovedné za apikalnu dominanciu stonky, podporuju rast adventivnych korenov. Je
potrebné poznamenat’, Ze auxiny su potrebné iba pocas pociatocnych faz tvorby adventivnych

korefiov, potom sa stavaju inhibicnymi a blokuju ich rast. Medzi hlavné prirodzené (nativne)
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auxiny patri kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina 4-chlorindolyloctovd, kyseliny
fenyloctova a indolylbutyloctova. K syntetickym auxinom patria kyselina [indolyl-33 indolyl-
-maslova (IBA), 1-naftyloctova (NAA) a 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)]. V rastlinach sa
auxin syntetizuje prevazne v apikalnej oblasti a je transportovany smerom nadol.

Cytokininy su rastové regulatory, ktoré podporuju delenie buniek. Reguluju rast
a vyvin. Vysoké koncentracie stimuluju tvorbu adventivnych pucikov a axilarnych vyhonkov,
inhibuju proces tvorby koreniov, spomal’'uji proces starnutia a odd’al’'uji néstup dormancie. V
pletivovych kultarach zvysuju mitotickt aktivitu. Medzi prirodzené (nativne) cytokininy patri
zeatin, ktory bol prvykrat izolovany z nezrelého zrna kukurice. NajCastejSie experimentalne
pouzivané syntetické cytokininy st kinetin, tidiazurén (TDZ) a 6-benzylaminopurin (BAP).
Korene sa povazuju za hlavné miesto syntézy cytokininov. Exogénne cytokininy st prijimané
rastlinnymi bunkami s ovel’a mensou rychlost'ou (3 az 10-krat pomalSie) ako auxiny.

Kyselina abscisova (ABA) zohrava ulohu v procese dozrievania embryi, pukov a cibul’
a pri opadavani listov. Ked’ je ABA pritomna v kultivatnom médiu, inhibuje rast vyhonkov,
klicenie embryi a zapriciniuje uzavretie prieduchov. ABA sa povazuje za stresovy hormén
a spaja sa so stresom zo sucha.

V pletivovych kultarach sa gibereliny pouzivaju zriedkavo. Podporuju kvitnutie,
ovplyviujii fazovi zmenu (prechod juvenilnych a dospelych stavov) v oboch smeroch v
zavislosti od druhu, narusaju dormanciu semien, pucikov, hl'iz a cibal’, podporuju degradaciu
zasob v semendch a sposobuju predlZzovanie stonky. NajcastejSie sa pouziva kyselina
giberelinova (GA3).

Kombinaciou auxinov a cytokininov v ur¢itom pomere a v urcitej koncentracii je mozné
v pletivovych kultarach indukovat’ tvorbu kalusu, vyhonov alebo koreiov (Obrazok 1.18).
M¢édium podporujtce indukciu vyhonkov by malo mat' relativne nizky obsah auxinov a vysoky
obsah cytokininov (napriklad auxin/cytokinin 1:10 - 1:100). Médium podporujuce indukciu
korenov by malo mat vysoky obsah auxinov a nizky obsah cytokininov (napriklad
auxin/cytokinin 10:1 - 100:1). Médium pre indukciu kalusu by malo mat’ vyrovnana hladinu
(auxin/cytokinin 1:1).

Pri regenerécii rastlin nepriamou organogenézou, médium musi najprv byt doplnené
o rastové regulatory podporujuce kalogenézu (tvorba kalusov) a nasledne sa kalusové pletivo
prenesie na médium doplnené rastovymi regulatormi tak, aby sa podporovala tvorba vyhonkov

(Obrazok 1.19).
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Obrazok 1.18 Regulacia tvorby kalusov, vyhonov a koretiov v pletivovej kultiire pomocou

pomeru cytokininu a auxinu (Zdroj: https://www.brainkart.com/article/Biochemistry-of-plant-

growth-regulation 14117/, upravené).

Priama organogenéza

Nepriama organogenéza

!

- N
Médium podporujtce tvorbu kalusu
(Uprava zloZenia/ koncentracie rastovych
regulatorov
G g ) J
Ve . s - \ Ve . s - \
Médium podporujuce tvorbu vyhonov Médium podporujuce tvorbu vyhonov
(4prava zlozenia/koncentracie rastovych (4prava zloZenia/koncentracie rastovych
regulatorov reguldtorov
g ) L g ) )
Médium podporujtice elongaciu vyhonov Médium podporujice elongaciu vyhonov
(Uprava zlozenia/ koncentracie rastovych (dprava zlozenia/ koncentracie rastovych
reguldtorov) regulatorov)
G J
Médium podporujlce zakorefiovanie Médium podporujice zakorefiovanie
vyhonov vyhonov
(Gprava zloZenia/ koncentracie rastowych (uprava zlozZenia/ koncentracie rastovych
\ reguléto rov) regulatOrOV)

Obrazok 1.19 Schéma postupu pri navrhovani zloZenia regenera¢ného média pri priame;j

a nepriamej organogenéze (Zdroj: autori).
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1.2.5 Vyber vhodného kultivaéného média a zloZenia rastovych regulatorov

Pri vybere vhodného kultivatného média a zlozenia rastovych reguldtorov sa vyuzivaja
v prvom rade poznatky dostupné z vedeckych ¢lankov, tykajice sa pletivovych kultar daného
rastlinného druhu. Zvyc¢ajne sa postupuje tak, ze sa az na Specidlne vynimky zvoli Standardne
dostupné kultivaéné médium a po vybere vhodnych rastovych regulatorov sa upravuje len
koncentracia tychto rastovych reguldtorov. Koncentracia rastovych regulatorov sa stanovi
experimentalne tak, ze sa zvyCajne navrhne 6 koncentracii auxinu a 6 koncentracii cytokininu
(Tabulka 3). Vyhodnotenie sa robi na zéklade koeficientu uc¢innosti ako napriklad v pripade
kalogenézy sa moze vyhodnocovat mnozstvo explantatov tvoriacich kalus vzhl'adom na
celkové mnozstvo explantatov pouzitych v experimente. V pripade navrhu média na tvorbu
vyhonov sa koeficient u¢innosti vypocita ako mnozstvo explantatov (kalusov pri nepriamej
organogenéze) tvoriacich aspon 1 vyhon vzhl'adom na celkové mnozstvo explantatov (kalusov)
pouzitych v experimente. Druhou moznostou je vyjadrovat’ koeficient ucinnosti ako celkovy
pocet vyhonov pripadajucich na 1 explantit. Podobne sa postupuje aj pri médiach
podporujucich predlzovanie vyhonov a podporujicich zakorefiovanie. Ak koeficient u¢innosti

je stale nedostato¢ny, urobi sa nova Skala koncentracii a experiment sa zopakuje.

Tabulka 3 Ukazka navrhu experimentu pre testovanie optimalnej koncentracie rastovych

regulatorov pre dany rastlinny druh.

Cytokinin Auxin

[mg.dm™] [mg.dm™]

0,0 0,0 0,1 0,25 0,5 1,0 5,0
0,1
0,25
0,5
1,0
5,0

1.2.6 Antibiotika v pletivovych kultirach

V niektorych pripadoch v pletivovych kultirach st kultivacné média doplnené o selekéné
¢inidla. Antibiotika v in vitro laboratoriu sa pouzivaju:

e Zaucelom potlacenia rastu baktérii, hub a plesni v bunkovych kultarach;

e Ako selekéné markery:

o V procese regeneracie transformovanych buniek,
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o vprocese transformdcie rastlin pri kultivdcii mikroorganizmov (napr. A.
tumefaciens nesuci binarny vektor), ktoré sa pouzivaji na transforméciu rastlin.
Komeréne dostupné antibiotika produkujii roézne druhy mikroorganizmov, ale moézu byt
syntetizované aj chemicky. VsSetky antibiotikd maji schopnost inhibovat rast
mikroorganizmov. Antibiotikd by sa mali pouzivat v optiméalnych koncentraciach a nemézu
mat cytotoxicky efekt na rastlinnti bunku.
V in vitro laboratdriu sa najcastejSie pouzivaju antibiotika, ktoré pdsobia ako:

1. Inhibitory syntézy bunkovej steny, ktoré sa vic¢Sinou pouzivaji na eliminaciu baktérii,
napriklad Agrobacterium tumefaciens po transformacii (ampicilin, amoxycilin,
karbenicilin, cefotaxin alebo vankomycin)

2. Inhibitory syntézy proteinov, ktoré sa najCastejSie pouzivaju ako selekéné markery

o bakteriostatické inhibitory syntézy proteinov (chloramfenikol, spektinomycin
tetracyklin),
o baktericidne inhibitory syntézy proteinov, ktoré su zastupené hlavne
aminoglykozidmi (gentamycin, hygromycin B, kanamycin, streptomycin, G-
418)
Niektor¢ antibiotikd ako napriklad amphotericin B a nystatin sa pouzivaju ako antifungalne
antibiotika.
Pri vybere optimalnej koncentracie antibiotika v regeneracnom médiu sa vyuzivaju
v prvom rade poznatky dostupné z vedeckych ¢lankov, tykajuce sa pletivovych kultir daného
rastlinného druhu. Optimalna koncentracia antibiotika sa zvoli experimentalne testovanim
vhodne zvolenych koncentracii antibiotika a sleduje sa ako pletivo reaguje na pritomnost’

antibiotika v médiu, ¢i nedochadza k potla¢eniu regeneracnej G€innosti.

1.2.7 Fyzikalne podmienky in vitro kultivacie

Uspesnost in vitro kultivacie zavisi nielen od vyberu vhodného regeneraéného média, ale aj od
vhodne zvolenej teploty kultivacie, intenzity osvetlenia a dizky fotoperiody.

Svetlo ovplyviiuje hlavné fyziologické zmeny v rastlinach in vitro, ako je ich vyvin
a rast, morfogenéza, metabolizmus a obsah chlorofylu. Okrem toho mdze svetlo ovplyvnit
ucinnost’ PGR a hladiny endogénnych hormoénov. Pre rastliny je dolezitd spravna intenzita
svetla, pretoze prili§ vela svetla moze spalit’ rastlinné pletiva a priliS malo svetla moze

ovplyvnit’ spravny rast a vyvin rastlin. Experimentéalne bolo zistené, Ze niz§ia intenzita svetla
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lepSie podporuje tvorbu a rast kalusu, zatial’ Co vySssia intenzita svetla meni morfologiu listov
rastlin. Zistilo sa, Ze rastliny maj pevnejsie listy a funkéné prieduchy. Pri nizSej intenzite svetla
(pod 30 umol.m?.s") st rastliny oby¢ajne lamavé, maju prediZzené internédia a nizky obsah
chlorofylov. Rastlinné fotoreceptory zodpovedné =za fotosyntézu su primarne a
najvyznamnejSie stimulované cervenymi a modrymi oblastami svetelného spektra.
NajpouzivanejSie LED svetld pri mikropropagécii roznych rastlinnych druhov su biele (420
nm), ¢ervené (660 nm), modré (460 nm) svetlo a kombinacia modrych a ¢ervenych LED (1:1)
svetiel. Komercéne dostupné rastové komory pouzivaju LED (biele) svetld. NajcastejSie sa
pouziva rezim osvetlenia 16 svetlo a 8 hodin tma.

Teplota vplyva na rychlost’ metabolickych procesov v rastlinach, ¢o sa prejavi bud’
pozitivne alebo negativne na ich raste a vyvine v in vitro. Ked’ su teploty vel'mi nizke, ich rast
sa spomali. Optimalna teplota pre in vitro sa pohybuje v rozmedzi 20°C - 25°C v zavislosti od
rastlinného druhu ac¢i sa jednd o rastliny mierneho klimatického pasma. Pre rastliny
subtropického az tropického pasma to moze byt teplota vysSia 28°C - 30°C. Manipulacia
s teplotou pocas kultivacie explantatov mdze mat’ inhibi¢ny efekt na regeneracny proces.

Relativna vlhkost’ v kultivaénych komoréach/miestnostiach alebo v kultivaénych
nadobach vyznamne ovplyviiuje hospodarenie pletiv s vodou, prieduchy a celu fyziologicku

aktivitu pletiv.

1.2.7.1 Problémy suvisiace s kultivaciou in vitro

V in vitro kulture existuje niekol’ko problémov, ktoré moézu negativne ovplyvnit’ kultivaciu
pletiv ako je napriklad kontaminacia, hnednutie pletiva, vitrifikdcia alebo strata organogénne;j
schopnosti.

Kontaminaciu spdsobuji baktérie, huby alebo kvasinky a zvycajne ju je mozné
pozorovat’ uz po tyzdni in vitro kultivacie rastlinného materialu, nakol’ko kultivacné média,
ktoré sa pouzivaju v in vitro kulture stt vhodné aj pre patogénne mikroorganizmy.
Kontaminacia moze byt

1. Exogénneho pdévodu v dosledku:

e Absencie alebo nedostatocnej sterilizdcie laboratérnych pomdcok,

laboratorneho spotrebného materialu alebo kultivacného média,
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e nesterilnej prace v BSC vdosledku nedosledne (nad plameiiom)
vysterilizovanych nastrojov ako pinzeta a skalpel, alebo vlastnou manipulaciou
v BSC,

e nedostatocnej povrchovej sterilizacie rastlinného materidlu, ktory bol
prenasany z in vivo do in vitro podmienok.

2. Endogénneho pdvodu, ktord vznikd z mikrobidlnej infekcie pritomnej vo vnutri

rastlinného pletiva a nie je mozné ju odstranit’ povrchovou sterilizaciou. Endogénna
kontamindcia je bezna pre rastlinné pletivd/organy, ktoré¢ pochadzaju z rastlin, ktoré
rastli v skleniku alebo boli pestované na poli.

Ak sa kontaminécia neodhali v¢as, tak dojde k redukcii rastu a postupnému hnednutiu pletiva,
¢o vedie k ukonceniu experimentu a k strate vychodiskovych kulttr. Preto je dlezité venovat
velku pozornost vyberu zdravych rastlin bez prejavov infekcie, priprave experimentu
a dosledne dodrzat’ laboratorne postupy. Jednou z moznosti ako minimalizovat endogénnu
kontaminéciu je pridat’ do regeneracného média antimikrobialne latky, ako su antibiotika (napr.
cefotaxin o koncentracii 200 az 400 mg.dm™ v zavislosti od rastlinného druhu). Optimalnu
koncentraciu treba najprv experimentalne otestovat, aby okrem potlacenia rastu baktérii,
nedoslo aj k potlaceniu regeneracie rastlinného pletiva.

Hnednutie in vitro pletiv stivisi s tym, ze explantaty v procese regeneracie zo svojich
pletiv uvolnuju do regeneraéného média fenolové zluceniny. Tieto zluceniny sa vylucuji
v dosledku obrannej reakcie rastlinnych buniek na kultivacné podmienky a ich oxidacia ma za
nasledok hnednutie kultivacnych médii a rastlinnych pletiv. Vysledkom je spomalenie rastu,
nizka regeneracna efektivnost’ az rekalcitrancia, to znamend neschopnost’ rastlinnych buniek,
pletiva, organov reagovat’ na in vitro regeneracné podmienky. Tento efekt je mozné Ciastocne
eliminovat’ pridanim latok do média, ktoré¢ adsorbuju takéto zluceniny, ako napriklad aktivne
uhlie alebo skratenim ¢asu medzi jednotlivymi subkultivaciami.

Dal§im problémom v in vitro kultare je tzv. vitrifikacia. Pletiva st hyperhydratované,
nadobudaju sklovity az priehl'adny vzhl'ad. Vitrifikacia suvisi s nepriaznivymi kultivaénymi
podmienkami, kedy dochadza v kultiva¢nej nadobe k hromadeniu etylénu, CO> a vodnych par.
Zvycajne k naprave dojde upravenim kultivaénych podmienok (zloZenie regeneracného média,
uprava koncentracie PGR, zniZenim teploty kultivacie atd’.).

Dal§im problémonm je strata organogénnej schopnosti a to v désledku veku rastlinnej
kultary a aj tym, Ze v pletivach dochddza k cytogenetickym zmenam, az pletivo uz nie je
schopné morfogenézy. Da sa tomu ciastocne predist’ skratenim intervalu subkultivicie na
1 tyzden.
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Pri mikropropagacii rastlin je dodlezit¢ zachovanie genotypu, ktory je identicky
s povodnym materskym (donorovym) genotypom. Problémom moéze byt Siroky rozsah
kvantitativnej a kvalitativnej variability medzi regenerovanymi Struktirami (organmi,
somatickymi embryami alebo rastlinami), ktord vznika pocCas kultivacie a regeneracie
rastlinnych buniek. Somaklonalna variabilita je definovand ako geneticka variabilita
somatickych buniek indukovana pri rastlindch regenerovanych v podmienkach in vitro. Vsetky
tieto zmeny mozu byt’ vysledkom modifikacie samotnej genetickej informécie bunky na Grovni
zmien DNA, alebo mo6zu byt spdsobené zmenami v expresii génov, kedy sa jedna o

epigenetickl variabilitu.

1.3 Fotosyntéza a in vitro kultura

Svetlo hra kl'ai€ovu ulohu v Zivote rastliny, a to nielen pre produkciu fotosyntetickej energie,
ale aj pre svoju regula¢nt ulohu molekularnych, biochemickych a morfologickych procesov,
ktoré su zdkladom ich rastu a vyvinu. Fotosyntéza je dblezitd aj pre rastliny produkované
pomocou pletivovych kultur a pre ich naslednu ex vitro aklimatizéciu. Proces aklimatizacie nie
je ovplyvneny iba prostredim ex vitro, ale aj stavom in vitro, ktory sa ¢asto povazuje za faktor
vitality rastliny. Nedostatocne funkény fotosynteticky systém pocas kultivacie in vitro moze
viest’ k sérii morfologickych a fyziologickych poruch rastlinného pletiva. Aj ked’ in vitro
rastliny mozu vyzerat’ normalne, je nepravdepodobné, Zze by aktivne fotosyntetizovali. Je to
spdsobené pritomnostou sachardzy ako zdroja uhlika v kultivatnom médiu a odliSnym
prostredim, Co naruSa prirodzeny vyvin fotosyntetického aparatu. Na prekonanie tychto
problémov je potrebny systém kontroly in vitro podmienok. Na fotosyntézu ma vyznamny
vplyv zdroj umelého svetla, ktory sa pouziva v rastovych komorach alebo kultivacnych
miestnostiach.

Fotosyntéza je biochemicky proces zachytdvania energie slne¢ného ziarenia a jej
vyuzitie na fixaciu oxidu uhli¢itého v zelenych rastlinach a niektorych prokaryotoch za vzniku
sacharidov. Pri fotosyntéze sa v bunkach rastlin, rias a niektorych prokaryotov meni prijata
energia svetelného Ziarenia na energiu chemickej vézby a vznikaji z anorganickych latok latky
organické.

Z chemického hl'adiska sa fotosyntéza vyjadruje vSeobecnou rovnicou:

12 H,O + 6 CO; — CsH 1206 + 6 O+ 6 H2O
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Fotosyntéza prebieha v 2 fazach:

1. Svetelna faza
e zachytenie svetelné¢ho kvanta (fotonu)

e konverzia energie fotonu na chemicku energiu

e vyuzitie tejto energie na syntézu NADPH a ATP, ktoré su potrebné pre tmavu fazu

e produkcia O> (sekundarny produkt), ktory je nevyhnutny pre aerobne organizmy

e uskutocnuje sa prostrednictvom fotosystému I a fotosystému II

2. tmava faza (Calvinov cyklus)

e fixacia CO; a syntéza organickych latok (glukozy)

e NADPH (,,redukcna sila*) a ATP (,,fosforylacna sila“), ktoré sit nevyhnutné pre tto

fazu pochadzaju zo svetelnej fazy
U rastlin fotosyntéza prebieha v chloroplastoch. Chloroplast je organela v rastlinnej bunke,
ktora obsahuje fotosynteticky pigment chlorofyl (Obrazok 1.20). V tylakoidnych membranach
st umiestnené fotosyntetické pigmenty a komponenty prenosu elektronov, ktoré sa pouzivaju
na vyrobu energie z fotosyntézy. Nemembranovy priestor v chloroplaste sa nazyva stroma, tu
sa vyuziva fotosynteticka energia na premenu CO; na sacharidy.
Fotosynteticka jednotka pozostidva z :

e Anténovych svetlozbernych komplexov (,,Light harvesting complexes®) chlorofylu
a karotenoidov. Ich ulohou je zachytenie fotonu a postupné odovzdavanie jeho energie
reakénému centru.

e Reakcéného centra, ktoré obsahuje 2 Specialne pigmenty (chlorofyl a) oznacené P700
(reakéné centrum fotosystému I, ktoré najlepsie absorbuje svetlo pri vinovej dizke 700
nm) a P680 (reakéné centrum fotosystému II, ktoré najlepSie absorbuje svetlo pri
vlnovej dizke 680 nm).

VysSie rastliny maju 2 fotosystémy a to fotosystém I (PSI I) a fotosystém II (PSI II). Oba
fotosystémy su kl'ncové komponenty fotosyntetického aparatu rastlin.

Fotosystém I absorbuje svetelné Ziarenie s maximalnou vinovou dizkou 700 nm. Prijme
svetelné Ziarenie, prejde do excitovaného stavu a uvolni elektrony, ktoré mozu bud’ redukovat’
NADP+ na NADPH alebo sa vratit’ spat’, pricom cast’ ich energie sa vyuZzije na tvorbu ATP
v procese cyklickej fosforylacie.

Fotosystém II absorbuje svetelné Ziarenie s maximalnou vinovou diZkou 680 nm. Prijme

svetelné ziarenie, prejde do excitované¢ho stavu a uvolni elektrony, ktoré prechddzaji na
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fotosystém I, kde nahradia uvolnené elektrony a okrem toho katalyzuje fotolyzu vody za

uvol'nenia molekulového kyslika.

vhutorna membrana )
tylakoid

vonkajsia membrana

stroma

Obriazok 1.20 Strukttra chloroplastu (Zdroj: https://www.nature.com/scitable/topicpage/plant-
cells-chloroplasts-and-cell-walls-14053956, upravené).

Fotosyntetické pigmenty su pigmenty, ktoré maju schopnost’ absorbovat’ energiu zo slne¢ného
ziarenia a spristupnit’ ju fotosyntetickému aparatu. V suchozemskych rastlinach existuja dva
druhy tychto fotosyntetickych pigmentov, a to chlorofyly a karotenoidy. Po absorbovani energie
fotosyntetickym pigmentom, excitacia molekuly pigmentu sposobi zmenu Standardného redox
potencialu, pigment sa stane ochotnej$im donorom elektréonu (silnejSie redukovadlo) a dojde
k transformacii (transdukcii) svetelnej energie (fotébnov) na chemicku energiu.

Chlorofyl je tvoreny dvoma formami a to chlorofylom a (Chl a) a chlorofylom b (Chl
b). Chl a je modrozelenej farby, Chl b je Zltozeleny. Chlorofyly absorbuju fotony v modrej
(400-500 nm) a Cervenej (600-700 nm) oblasti.

Pomocné fotosyntetické pigmenty karotenoidy absorbuju v inych oblastiach spektra
ako chlorofyly, ¢im zvySuji Gc¢innost’ fotosyntézy. Vacsina karotenoidov absorbuje fotony v
modrej oblasti svetelného spektra (400 az 500 nm). Dalfou funkciou karotenoidov je
odstraiiovanie reaktivnych foriem kyslika (ROS, ,,Reactive oxygen species®).

Fotosyntetické pigmenty chlorofyl (Ch/ aaChl b) a karotenoidy zohravaju
nezastupitel'nu tlohu v raste a vyvine in vitro rastlin a zniZzenie ich obsahu sa povazuje za prvy
priznak nepriaznivych podmienok regeneracie. Hoci je svetlo pre rastliny zdrojom energie je
zname, ze prili§ malo aj prili§ vela svetla méze byt zdrojom stresu. Zmeny svetelnych
podmienok menia vykon fotosyntetického aparatu. Fotosynteticka uc¢innost’ je zvycajne spojena
s primeranymi hladinami fotosyntetickych pigmentov. Za Standardnych podmienok je pomer

Chl a/Chl b relativne stabilny a zvyéajne okolo 3. Ked’ st vSak rastliny vystavené stresu, moze
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dojst’ k zmenam v tomto pomere. Zvyseny pomer Chl a/Chl b naznacuje konverziu Chl b na
Chl a, a tym degradaciu chlorofylu. Za nepriaznivych podmienok alebo v procese senescencie
sa Chl b rozklada rychlejsie ako Chl a, o vedie k zvySenému pomeru Chl a/ Chl b. Karotenoidy
hraji zasadnu ulohu pri ochrane pred oxidacnym poSkodenim, optimalizuji zachytavanie svetla
a reguluju stresové reakcie. Znizenie pomeru celkového chlorofylu a karotenoidov moze
naznacovat’ fyziologické zmeny v in vitro rastlindch spojené s reakciou na nie optimalne

kultiva¢né podmienky.

1.4 Zivotaschopnost’ pel’u in vitro

Pel' predstavuje kriticki fazu v zivotnom cykle rastlin, pretoze Zivotaschopny pel je
rozhodujtci pre efektivne pohlavné rozmnozovanie rastlin. Zivotaschopnost’ alebo viabilita
pel’u je teda schopnost’ pel'u dozriet’ a dokoncit’ proces opelenia. Je to prenos pel'ového zrna z
pelnic kvetu na bliznu rovnakého alebo iné¢ho kvetu, sprostredkovaného abiotickymi (vietor,
voda) alebo biotickymi (hmyz, vtaky, atd’.) prostriedkami.

V kvitnucich rastlinach su vajicka obsiahnuté v dutom organe, ktory sa nazyva piestik,
a pel’ sa uklada na jeho vrch, bliznu. Na blizne zacina klicenie pelovych zin absorpciou vody a
zivin a pelové zrno vytvara maly pelovy vacok (vrecko), ktory sa postupne zvicsuje.
Pri opeleni, Cize fyzickom prenose pelového zrna na samiciu Cast’ kvetu, sa rarkovitym
vybezkom pel'ové zrno spoji s vajickom a dochadza k oplodneniu.

Pel’nica (alebo antéra) (Obrazok 1.21) sa sklad4 z dvoch pel'ovych vreciek, v kazdom
sa nachadzaju dve pel'ové komorky, v ktorych sa tvoria pel'ové zrné. Pel'ové komorky po dozreti
pel'u splyvaju, priehradka medzi nimi sa rozrusi a pelové zrnd sa rozsypaju vo vnutri pel'ového
vrecka

Pelové zrna su samcie pohlavné bunky vysSich (semennych) rastlin. Pel’ je nositel
genetickej informacie a zohrava doéleziti tlohu pri rozmnozovani rastlin a zachovani ich
genofondu. Vyvin pelovych zin sa pri krytosemennych rastlindch uskutociiuje v samcich
generativnych organoch kvetu v tzv. pelniciach procesom nazvanym mikrosporogenéza a

mikrogametogenéza.
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Obrazok 1.21 Pelnica ajej Struktira (Zdroj: fotografia autori, Struktira pelnice

https://byjus.com/question-answer/pollen-grains-are-produced-in-stamens-anthery/).

Mikrosporogenéza je proces, pocas ktorého z buniek vnutornej vrstvy pelnice, tzv.
sporogénnych buniek sa mitotickym delenim diferencuji mikrosporocyty — pel'ové materské
bunky. Z nich procesom meidzy vznika tetrada haploidnych mikrospér. Rozpadom tetrad konci
mikrosporogenéza. Mikrosporogenéza teda zahriiuje proces tvorby mikrospory. Nasledne sa
z uvolnenych mikrospor diferencuji pelové zrna procesom nazyvanym mikrogametogenéza
(Obrazok 1.22).

V druhej etape (mikrogametogenéza) sa jadro mikrospory deli mitoticky. Mitotickym
delenim vzniknu dve odlisné bunky s haploidnym poctom chromozémov a to vegetativna —
vyZivovacia a generativna — rozmnozovacia (Obrazok 1.22), ktoré su tvarom, velkostou,
Strukturou a aj funkcéne rozdielne. Jadro vegetativnej bunky sa prevazne uz nedeli. Jadro
generativnej bunky vstupuje do profazy delenia, ¢im vzniknt dve spermatické pohlavné bunky
(gaméty). Mikrospora po rozdeleni jadra s rozliSenou vegetativnou a generativnou bunkou
obalenousporodermou sa oznacuje ako pel'ové zrno. Zrelé pelové zrné su v Case zrelosti potom
uvol'nené roznymi spdsobmi, ale najcastejSie prasknutim steny pelnice.

Pelové zrnd mozu byt dvojbunkové alebo trojbunkové. Dvojbunkovost’ pelovych zin
je charakteristicka pre vacsinu krytosemennych rastlin. Pri dvojbunkovych pel'ovych zrnach sa
vytvaraju spermatické bunky (gaméty) az po vykliceni pel'u v pelovom vrecku. Ak sa
spermatické bunky (gaméty) diferencuji uz v pel'ovom zrne, vznikaji trojbunkové pel'ové zrna.

Dvojbunkové pel'ové zrné sa vyznacuju vysSou zivotaschopnost'ou.
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Obrazok 1.22 Mikrosporogenéza a mikrogametogenéza v detaile (Zdroj:

https://www.embibe.com/exams/microsporogenesis/, upraveng).

Pel'ové zrno mé dvojvrstvovil stenu (Obrdzok 1.23), pricom exina - vonkaj$ia vrstva je tvorena
sporopoleninom (vysoko odolny biopolymér) a zabezpecuje odolnost’ voci vysokym teplotam,
silnym kyselindm a zasaddm. Na niektorych miestach je vel'mi tenkd, alebo moZze aj absentovat’
(apertura). Vnutorna vrstva steny intina je tvorend z pektinu a celulozy.

Klasicky spdsob testovania zivotaschopnost’ pel'u spociva v pouziti pel’'u na opelenie a v
naslednej analyze Zivotaschopnosti semien. Tento spdsob je vSak ¢asovo naro¢ny a Casto aj
tazko realizovatel'ny. Na vyhodnotenie Zivotaschopnosti pel'u existuju viaceré metody, ktoré
su zalozené bud’ na farbeni alebo na in vitro teste klicivosti.

Testy farbenim sa uskutociiuji pomocou viacerych farbiciek (Tabulka 4). Testy
farbenim maji vyhody ako ukazovatele Zivotaschopnosti pel'u, pretoze su porovnatelne
rychlejSie a jednoduchSie oproti pelovému kli¢eniu, ale maju tendenciu precenovat
zivotaschopnost’. Na druhej strane in vitro kli¢ivost’ zavisi od genotypu, podmienok prostredia,
zrelosti pel'u, zloZenia a pH média; preto je potrebné urCit’ optimadlne podmienky pre kli¢enie
pel'u. Odporuca sa sucasne kombinovat niekolko testov. Kli¢enie pelu in vitro zavisi od
pridania kl'aiCovych substratov do kliciaceho média, ako je dusi¢nan vépenaty, sachardza

a kyselina borita.
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Obrazok 1.23 Zakladné casti pelového zrna (Zdroj: https://sureden.com/topics/12-pmt-

biology-sexual-reproduction-in-flowering-plants-pollen-grains-425.html, upravené).

Tabul’ka 4 Vyuzitie farbenia na detekciu zivotaschopnosti pel'ovych zin.

Farbenie Princip Sfarbenie Zivotaschopnych
pelovych zin

I-KI Pritomnost’ bunkovej steny =~ Tmavo-hnedé

Acetylovany karmin Pritomnost’ cytoplazmy Cervena

(acetokarmin)

Metylénovéa modra Pritomnost’ bunkovej steny a Tmavo modré

pelového vrecuska
Laktofenolova modra?® Pritomnost’ chitinu Tmavo modré

,Lactophenol cotton blue* a celulozy

 Laktofenolova modré je anilinové farbivo, ktoré farbi chitin a celulézu v bunkovych stenach
¢im zvyraziuje a kontrastuje Struktiry. Roztok pozostava z histologického farbiva anilinove;j
modrej a laktofenolu (roztok fenolu, kyseliny mliecnej a glycerolu vo vode). Pouziva sa
pripravkoch na vizualizaciu Struktar, najmé v lekarskej mykologii. Glycerol je viskozna latka,

ktoré zabranuje vysychaniu pripravenej podloznej vzorky.
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1.5 Hydropodnia

Hydropoénia je pestovanie rastlin bez pddy v kvapalnom Zivnom vodnom roztoku. Slovo
hydroponia pochddza z dvoch gréckych slov ,,hydro®, ¢o znamena voda a ,,ponos*, o znamena
praca. Toto slovo prvykrat pouzil v roku 1929 Dr. Gericke, kalifornsky profesor, ktory zacal
vyvijat' laboratérnu techniku na komerény spdsob pestovania rastlin. Pre zaujimavost,
americkd armada vyuzivala hydroponicku kulturu na pestovanie cerstvych potravin pre
jednotky umiestnené na tichomorskych ostrovoch pocas druhej svetovej vojny. V 50. rokoch
20. storo¢ia v Amerike, Eurdpe, Afrike a Azii uz existovali prvé komeréné firmy.

Vyhodou hydroponického pestovania je, Ze systém moze byt pouzity na miestach, kde
nie je mozné klasické polnohospodarstvo (napriklad suché pusStne oblasti alebo oblasti
s chladnym podnebim). Systém umoziiuje kompletnejSiu kontrolu obsahu zivin, pH
a pestovatel'ského prostredia, nizSie ndklady na vodu a ziviny spojené s recyklaciou vody
a zivin, rychlej$i rast vd’aka dostupnejSiemu kysliku v koreniovej oblasti, eliminaciu alebo
redukciu podneho hmyzu, hub a baktérii, vyssie vynosy plodin, nevyzaduje sa odstraiiovanie
buriny. Jedna sa o vnutorny systém, ktory umoziuje celoro¢né pestovanie. Nevyhodou
hydroponického pestovania st pociatocné a prevadzkové naklady, ktoré su vysSie ako pri
kultivacii v podde a potrebné odborné zrucnosti aznalosti pracovnikov. Pre uspech
hydroponického pestovania rastlin je dolezité zabezpecit, v zavislosti od rastlinného druhu,
dostato¢né svetlo (bud’ prirodzené alebo umelé osvetlenie), ziviny v roztokoch prispdsobené
potrebam jednotlivych rastlinnych druhov, optimalne pH (zvyc¢ajne 5.5 az 6.5), optimalnu
teplotu (obycajne 18°C az 24°C) a vlhkost’ (obycajne 40% az 70%), prisun kyslika. Problémom
mdze byt nadmerné alebo nedostatoéné mnozstvo zZivin v roztoku, rdzne choroby rastlin (napr.
hniloba korenov), popripade technické poruchy systému (napr. porucha ¢erpadla), ktoré narusia
optimalny rast a vyvin rastlin v hydropénii. Preto je dolezité mat’ dostato¢ne zabezpeceny
systém kontroly jednotlivych parametrov.

Hydroponia je aj hlavhym vedeckym modelovacim nastrojom, ktory sa Siroko vyuziva
na Stadium tolerancie rastlin vo¢i abiotickym stresom spdsobenych napriklad salinitou, suchom
alebo tazkymi kovmi. Umoziuje presni kontrolu a konzistentné pozorovanie rastlin
v stresovych podmienkach. Hydroponia je vSak do zna¢nej miery umely systém a pozorovania
sa mozu znacne lisit’ od pozorovani uskutocnenych v podnych systémoch. Hlavné vyhody
hydroponie oproti podnym systémom mozno zhrntt’ nasledovne:

1) Existuje vécSia miera kontroly nad premennymi, a preto s pozorovania
reprodukovatel'né.
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i1) Utinky nedostatku Zivin alebo toxicity na rast rastlin je mozné uréit’ spolahlivejsie.

i) Stadie zamerané na prijem Zivin korefimi ana $tadium uritych korefovych
morfologickych znakoch st ovela jednoduchsie, pretoze v pddnych systémoch je Casto
tazké oddelit’ korene od zvySkov pody, je mozné presne merat’ koncentracie zivin alebo
ich prijem korenmi.

v) Rastliny je mozné z hydroponie 'ahko odstranit’, rozdelit’ ich na jednotlivé orgény ako
su korene a listy a pouzit’ na desStruktivne (molekularno-biochemické) analyzy a na

nedestruktivne analyzy (zistovanie ¢erstvej hmotnosti alebo meranie dizky korefiov).

Hoaglandov roztok je hydroponicky zivny roztok, ktory bol novo vyvinuty Hoaglandom a
Snyderom v roku 1933, upraveny Hoaglandom a Arnonom v roku 1938 a revidovany Arnonom
v roku 1950. Originalny Hoaglandov roztok obsahuje makroprvky ako dusik, fosfor, draslik,
vapnik, hor¢ik a siru; a mikroprvky ako Zelezo, mangan, zinok, med’, bér a molybdén.
Hoaglandov roztok je vSestranny a Siroko akceptovany zivny roztok pre hydroponiu. Jeho
vyvazené zlozenie podporuje zdravy rast Sirokej $kaly rastlin. Upravou koncentracii
jednotlivych zloziek mozZzno roztok prisposobit’ tak, aby vyhovoval Specifickym potrebam
roznych druhov rastlin. Hoaglandov roztok mé vel'a N a K, takze je veI'mi vhodny na pestovanie
velkych rastlin, ako st napriklad paradajky a paprika. Pre rast rastlin s niz§imi ndrokmi na
ziviny ako je napriklad Salat je vhodné zriedit' zdkladné zlozenie (napriklad % alebo Y4, /s

Hoaglandov roztok).

1.5.1 Hydroponické systémy

Pri hydroponickom pestovani sa korenovy systém rastlin moze vyvijat’:
e Na pevnych substratoch, ktoré maja len funkciu nosica,
e vo vode,

e vo vlhkom vzduchu (tzv. aeroponia).

Hydroponické systémy (Obrazok 1.24) mézu byt kvapalné, ktoré nemaja ziadne podporné
médium pre korene rastlin alebo substratové, ktoré maji pevné nosné médium. Hydroponické
systémy moézu byt d’alej kategorizované aj ako otvorené (akonahle je zivny roztok dodany ku
korefiom rastlin, nie je opdtovne pouZity) a uzavreté (prebytoény roztok sa zbera, dopiiia a

recykluje). Hlavnou nevyhodou uzavretého systému je problém s hospodarenim so Zivinami.
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Kvapalny hydroponicky systém patri medzi uzavrety systém a predstavuje ho:

o Technika nutricného filmu (,,Nutrient Film Technique®, NFT) - rastliny sa umiestnia do
polyetylénovej trubice, ktora ma v plaste vyrezané §trbiny pre korene. Zivny roztok sa
cerpa cez tuto trubicu.

e Plavajuca hydroponia - rastliny sa pestuju na plavajucej podlozke.

e Aeroponia - korene rastlin zostdvaji zavesené v uzavretej pestovatel'skej komore, kde
st v kratkych intervaloch, zvyc¢ajne kazdych par minut, postrickané hmlou zivného

roztoku.

Substratovy hydroponicky systém (moze byt otvoreny alebo uzavrety systém) zahriuje:

o Kulturu vyuzZivajucu mineralnu vinu (,,Rockwool). Jedna sa o rozomletu Cadicovl
horninu, ktora sa zahrieva a potom spriada na vladkna, z ktorych sa vyraba vlna. Je to
najrozsirenejsi spdsob hydroponie. Dokaze zadrziavat' vodu a zadrziavat dostatocny
vzduchovy priestor na podporu optimalneho rastu koreniov. Jedna sa o otvoreny systém.

o  Kulturu vyuzivajucu Strk. Jedna sa o uzavrety systém.

o  Kulturu vyuzivajucu mineralnu vinu a techniku NFT. Rastliny su umiestnené na malych
doskéch z minerélnej viny umiestnenych v kanaloch obsahujucich recyklujuci sa zivny
roztok. Jedna sa o uzavrety systém.

Tieto systémy sa d’alej delia na pasivne systémy (napriklad kndtovy ,,wick® systém, ktory
je najjednoduchsim pasivnym hydroponickym systémom) a aktivne systémy, kedy sa zivny
roztok aktivne prenasa ku korenom rastlin (napriklad systém vodnej kultary ,,Water culture
system*, systém ,,Ebb and Flow*, kvapkovy ,,Drip* systém, systém NFT, aecroponicky systém).

Systém vodnej kultiury je najjednoduchsi zo vSetkych aktivnych hydroponickych
systémov. Podnos, ktory drzi rastliny, je zvyCajne vyrobeny z polystyrénu a plava priamo na
zivnom roztoku. Vzduchové cerpadlo dodava vzduch do vzduchového kamena, ktory
prebubléva zivny roztok a dodava kyslik ku korefiom rastlin.

Systém ,,Ebb a Flow* funguje tak, ze sa doCasne zaplavi pestovatel'sky podnos zivnym
roztokom a potom sa vypusti roztok spat’ do zasobnika. Tato ¢innost’ sa zvyc€ajne vykonava
pomocou ponoreného &erpadla, ktoré je pripojené k ¢asovadu. Casovaé je nastaveny tak, aby sa
zapinal niekolkokrat denne v zavislosti od velkosti a typu rastlin, teploty, vlhkosti a typu
pouzitého pestovatel'ského média.

Kvapkovy (,,Drip®) systém je pravdepodobne najpouzivanejSim typom
hydroponického systému na svete. Casovaé ovlada ponorné &erpadlo. Casovaé zapne Eerpadlo

a zivny roztok sa nakvapka na zakladiu kazdej rastliny malou odkvapkéavacou linkou.
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Systémy NFT maju konstantny prietok zivného roztoku, takze pre ponorné cerpadlo nie
je potrebny ziadny ¢asovac.

Aeroponicky systém je pravdepodobne najmodernejSim typom hydroponického
pestovania. Aeroponicky systém potrebuje casovac s kratkym cyklom, ktory spusti cerpadlo na

niekol'ko sekund kazdych par minnt.
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https://sk.pinterest.com/pin/761108405754290655/, upravené).
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1.6 Transformacia rastlin pomocou Agrobacterium tumefaciens

Baktérie rodu Agrobacterium su Gram-negativne podne baktérie, ktoré vykazuji hlavne
saprofyticky sposob zivota. AvSak len malo ztychto kmeiiov dokadze paraziticky rast’ na
rastlinach, pricom im spdsobuje vlasocnicové ochorenie koreniov (,hairy root disease) (4.
rhizogenes) alebo nadory (,,Crown gall disease®) (4. tumefaciens, A. rubi a A. vitis). Pre obe
ochorenia je charakteristicky neoplasticky rast v mieste infekcie, ktory je vysledkom geneticke;j
modifikécie buniek.

V prirode, miestom vstupu a tym aj infekcie, poranené rastlinné bunky, ktoré produkuju
na svoju ochranu latky, ako napriklad nizko-molekulové fenolické zluceniny a neutrilne
a acidické cukry, ktoré sa dostavaju do rizosféry. Tieto latky, nizky obsah fosfatov a kyslé
prostredie rizosféry sluzia ako signalne molekuly pre Agrobacterium a su ddlezité pre iniciaciu
génov virulencie, ktoré sa nachadzajii na Ti plazmide (tzv. ,,Tumor inducing plasmid®) a
zohréavaju esencidlnu tlohu pocas infekcie. Vzhl'adom na to, Ze proces infekcie je pre baktériu
energeticky narocny, expresia vir génov je prisne regulovana. Za normalnych podmienok su
konstitutivne exprimované len gény virA a virG a aj to len na nizkej hladine. VirA a VirG
predstavuju dvojzlozkovy na fosforylacii zavisly systém. VirA rozpoznava v rizosfére latky,
ktoré su produkované poranenymi bunkami, dochddza k jeho autofosforylacii a nasledne k
fosforylécii VirG, ktory potom sluzi ako transkripény faktor. Predpokladom uspesnej infekcie
je priamy kontakt baktérie s rastlinnou bunkou. Baktérie rizosféry, medzi ktoré patri aj
Agrobacterium, maju vo vSeobecnosti schopnost’ viazat’ sa a prezivat’ na zivych alebo nezivych
povrchoch nachadzajucich sa v pode. Agrobacterium ma minimalne dva mechanizmy, ktorymi
dokdze prilnit k rastlinnej bunke. NajcastejSie vyuziva mechanizmus polarneho prilnutia
pomocou unipolarneho extracelularneho polysacharidu (UPP). Biofilm zabezpeci nielen
ireverzibilné prilnutie, ale pravdepodobne aj ochranuje baktériu pred réznymi toxickymi
latkami, nachédzajicimi sa v pdde. Produkcia UPP nie je zavisla od indukcie vir génov
a pritomnosti Ti-plazmidu. Druhy sposob pril'nutia je od UPP nezavisly a je sprostredkovany
neznamymi molekulami. Tento spdsob Agrobacterium vyuziva zriedkavo a pravdepodobne je
zéavisly od pritomnosti Ti plazmidu.

Po prilnuti agrobaktérie k rastlinnej bunke dochddza k vytvoreniu transportného
komplexu pozostavajiceho z VirB (VirB1-VirB11) a VirD4 proteinov, ktory ma zabezpecit
transport T-DNA (tzv. ,,Transferred DNA) z bakterialnej bunky do cytoplazmy. Komplex VirB
saradi do triedy typu IV sekrecnych systémov (T4SS), ktoré sa vyskytuji u Gram-negativnych
baktérii a st zahrnuté do konjugativneho prenosu plazmidov medzi baktériami. Proces
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vystrihnutia T-vlédkna si vyzaduje participaciu VirCl1, VirC2, VirD1 a VirD2 proteinov. VirC1
a VirC2 najprv vytvoria komplex v blizkosti RB (tzv. pravé hrani¢na sekvencia, ,,Right border*,
RB) mimo oblasti T-DNA a nasledne podporia vystrihnutie T-vldkna. Miesto-Specifické
endonukledzy VirD1 a VirD2 rozpoznavaji LB a RB hrani¢né sekvencie a zabezpecia
vystrihnutie spodného T-DNA vldkna. Pocas Stiepenia sa VirD2 kovalentne naviaze na 5 koniec
obnazené¢ho T-vlakna. VirD2 sluzi ako pilotny protein, ktory ma za ulohu transportovat’ T-
komplex cez VirB sekrec¢ny kandl do cytoplazmy a néasledne do jadra rastlinnej bunky. T-
komplex pozostdva z T-vldkna, na ktorom je na 5" konci naviazany VirD2 a VirE2 proteinu,
ktory obal'uje T-vldkno a tym ho ochranuje pred degradaciou rastlinnymi nukledzami pocas
jeho transportu a integracie. Spolu s T-komplexom st do rastlinnej bunky sekrétované aj nie
esencidlne virulentné bakteridlne proteiny ako VirE3, VirD5 a VirF. Ich tlohou je prebrat
funkcie rastlinnych proteinov, ktoré st vyuzivané pri integracii T-DNA a chybaju v niektorych
rastlinnych druhoch; a ochraiiovat’ aktivitu ostatnych Vir proteinov sekrétovanych do
hostitel'skej bunky.

Smerovanie T-komplexu a jeho aktivny transport do jadra umoziuje interakcia
bakterialnych VirD2 a VirE2 proteinov s proteinmi hostitel'skej rastliny. Hlavna ulohu pri
smerovani do jadra zohrava VirD2 protein, ktory samotny obsahuje dva nezavislé eukaryotické
jadrové lokalizacné signdly (,,Nuclear localisation signal®“, NLS). VirD2 interaguje
s rastlinnymi proteinmi alfa- importin, ¢im sa zabezpecuje nuklearny import. VirE2 je DNA-
viazuci protein, ktory v rastlinnej bunke ochranuje T-vlakno pred degradéaciou rastlinnymi
nukledzami. Jeho uloha pri nuklearnom smerovani je vSak nie celkom objasnend. Pocas infekcie
rastlinnd bunka reaguje na pritomnost’ Agrobacterium aktivaciou (fosforylaciou) MAP kindz
(,,Mitogen-activated protein kinases*), enzymov ktoré spistajii obranny mechanizmus rastliny,
sucastou ktorého je aj rastlinny protein ViP1. ViP1 sa nachadza bezne v cytoplazme, po
fosforylacii MPK3 kinazou smeruje do jadra, kde ma za tlohu aktivovat’ expresiu obrannych
proteinov. T-komplex zneuZzije fosforylovany rastlinny protein ViPlna aktivny transport do
jadra. Po preneseni T-komplexu do jadra dochadza k degradacii ViP1 proteinu bakteridlnym
proteinom VirF, ktory takisto sprevadza T-komplex pocas jeho transportu z bakteridlnej do
rastlinnej bunky.

Po vstupe do jadra je T-kompex nasmerovany k chromatinu. Pred samotnou integraciou
musi byt T-DNA vlakno zbavené VirD2 a VirE2 proteinov, aby mohlo dojst’ k syntéze druhého
vldkna. Mechanizmus samotnej integracie T-DNA vychadza z dvoch modelov. Prvy model
vychddza ztoho, Ze integracia sa uskutoCnuje na zdklade existencie sekvencnej

mikrohomologie medzi T-DNA vldknom arastlinnou DNA. VirD2 na 5 konci spdsobi
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nastrihnutie jedného vlakna rastlinnej DNA, do ktorého je T-DNA vlakno ligované. Pocas
replikécie je komplementarne T-DNA vlakno potom dosyntetizované. Druhy model je zaloZeny
na principe opravy dvojvlaknovych zlomov (tzv. ,,Double-strand break repair, DBS), ktory
rastlinnd bunka vyuziva na opravu svojej posSkodenej sekvencie DNA. Pred samotnou
integraciou je T-vlakno replikované do dvojvlaknovej formy a nasledne je integrované v mieste
dvojvldknovych zlomov DNA bud homologickou rekombindciou (HR), pomocou
nehomologického spédjania koncov  (,,Nonhomologous end-joing“, NHEJ) alebo
mikrohomologiou sprostredkované spajanie koncov (,,Microhomology-mediated end joing*,
MMEJ).

Genetické inZinierstvo vyuziva Agrobacterium ako vektor na prenos cielenych génov
tzv. transgénov do gendmu rastlin. Za tymto ucelom sa samotny Agrobacterium musel upravit’.
V prvom kroku sa z T-DNA oblasti odstranili vSetky gény, ktoré spdsobovali ochorenie
a ponechali sa gény, ktoré boli dolezité pre prenos T-DNA. Vznikol tzv. odzbrojeny Ti
plazmid, ktory sa postupne modifikoval tak, aby bolo mozné pomocou restrikénych
endonukledz vnasat’ do T-DNA oblasti cielené transgény.

V sucasnosti sa na transformaciu vyuzivaji najma binarne vektory, ktoré pozostavaju
z 2 plazmidov. Prvym je odzbrojeny Ti plazmid, ktory ma odstranentt T-DNA oblast’, ale
zachované vir a ori oblasti. Druhym je mensi vektor obsahujici RB (prava hrani¢na) a LB (l'ava
hrani¢na) sekvencie, medzi ktoré sa umiestituju transgény. Tento mensi vektor ma vlastnua (ori)

oblast’ replikacie, ktord mu umoziuje replikovat’ sa nezavisle (Obrazok 1.25).

cudzie gény

bakteridlny chromozom

Agrobacterium tumefaciens

Obrazok 1.25 Agrobacterium tumefaciens obsahujuci binarny vektor. LB a RB —I'ava a prava

hrani¢na sekvencia, ori — oblast’ replikécie, vir — gény virulencie (Zdroj: autori)
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T-DNA oblast’ rastlinného transforma¢ného vektora (Obrazok 1.26) musi obsahovat
viacnasobné klonovacie miesto (tzv. ,,Multicloning site*, MCS) a selekény markerovy gén.
MCS je unikatne miesto Stiepenia pre vybrané restrikéné endonukleazy. MCS sa vyuziva ako

klonovacie miesto, pomocou ktoré¢ho je mozné umiestnit’ do T-DNA oblasti cielené gény.

Cudzie gény (transgény)

Klonovacie
. miesto (MCS)
MCS Selekény marker
LB RB Selekén{[
markerovygén
T-DNA oblastbinarneho vektora (rastlina)

Selekény markerovy gén
(E.coli, A. tumefaciens)

(E.coli) ori
(A. tumefaciens)

Obrizok 1.26 Standardny binarny vektor a jeho zloZenie (Zdroj: autori).

Transgény (aj selekéné markerové gény) sa do rastlinného gendmu zavadzaju vo forme
expresnej jednotky, ktord pozostava z cieleného génu a z regula¢nych sekvencii potrebnych pre
uspesnu expresiu v rastlinnej bunke (Obrazok 1.27). Prométor uruje v akom pletive, v akom
Case a akd silna bude expresia transgénu v rastlindch. Promotory pouzivané v transgenoze
rastlin mo6zu byt konstitutivne (aktivne stdle), indukovatel'né¢ vplyvom endogénnych alebo
exogénnych stimulov (napr. teplo, nizka teplota...) alebo pletivovo-Specifické (aktivne
v ur¢itom type pletiva). NajcastejSie sa ako konstitutivny prométor pouziva promédtor CaMV

358, ktory bol izolovany z mozaikového virusu karfiolu a bol laboratérne upraveny.

prométor transgén terminator

Obrazok 1.27 Ukazka expresnej kazety, ktord pozostdva zo sekvencie promotora, transgénu

a terminatora (Zdroj: autori).
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Pritomnost’ selekéného markerového génu v T-DNA oblasti umozni vyselektovat’ transgénne
bunky pocas regeneracie, pretoze len mald Cast’ buniek dokdze prijat’ cudziu DNA a byt
transformovand. Ako selek¢né markerové gény sa najviac pouzivaju gény kodujice rezistenciu
k antibiotikdm (kanamycin, hygromycin, gentamicin atd’.) a herbicidom (fosfinotricin,
glyfosat atd’.). Pritomnost takychto latok v regeneratnom médiu je toxickd pre
netransformované bunky, zatial ¢o transformované bunky ich dokazu rozkladat’ ateda
detoxifikovat’. NajcastejSie sa ako selekény markerovy gén vyuziva gén kédujici neomycin
fosfotransferazu II (nptll). Tento gén bol izolovany z transpozonu Tn5 Escherichia coli K12.
Enzym neomycin fosfotransferdza Il fosforylaciou inaktivuje aminoglykozidové antibiotika
ako st neomycin, paranomycin, kanamycin alebo geneticin. Koncentracia antibiotika sa urcuje
experimentalne tak, Ze sa rastlinné explantaty, ktoré maju byt pouzité na transformaciu nechaju
regenerovat’ na médiu s r6znou koncentraciou selek¢ného antibiotika a na zaklade toho sa

vyberie optimalna koncentracia (Obrazok 1.28).

Gentamicin 0mg.dm=3 5mg.dm3 10 mg.dm=3 15mg.dm=2 20mg.dm-3
(G418)

Kanamycin 0mg.dm3 10mg.dm3 15mgdm=3 25mg.dm=3 50 mg.dm=

N,

Obrazok 1.28 Ukazka testu regeneracie explantatov repky olejnej (Brassica napus L.) v
pritomnosti roznej koncentracie selek¢ného antibiotika gentamicinu a kanamycinu (Zdroj:

autort).

Prili§ vysoka koncentracia moze byt toxicka aj pre transformované bunky, zatial’ ¢o prili$ nizka
koncentracia umozni regeneraciu aj netransformovanych buniek. Ak by sa v procese
regeneracie nepouzila selekcia, netransformované rastlinné bunky maju prirodzenu tendenciu
potlacat’ regenerdciu transformovanych buniek. Navyse, stiipaji finanéné néklady na analyzu
velkého mnoZstva regenerovanych rastlin. Schopnost’ transgénnej bunky detoxifikovat

selekéné antibiotikum zavisi od expresie selekéného markerového génu, ktora moéze byt
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vysoka, nizka alebo potlacena, v zavislosti od miesta integracie T-DNA a poctu integrovanych
kopii.

Mimo T-DNA oblasti sa nachadza selekény markerovy gén, ktory je urCeny pre
selekciu bakteridlnych buniek (E. coli a A. tumefaciens) obsahujucich binarny vektor. Je
dolezity v procese pripravy binarneho vektora. Nachadza sa mimo T-DNA a teda do rastlinne;j
bunky sa tento selekény markerovy gén neprenaSa; a ma priradené regulacné sekvencie
zabezpecujuce expresiu v prokaryotickych organizmoch.

Dal$ou skupinou génov st tzv. reportérové gény. Tieto gény sa vyuzivaju na overenie
funk¢nosti zvoleného transformacného procesu, nakol’ko ich aktivita je l'ahko detekovatel'na ¢i

uz kvalitativne alebo kvantitativne v pletivach transgénnych rastlin. p-glukuronidazovy (gus)
gén je jeden z najviac vyuzivanych reportérovych génov. Tento gén bol izolovany z baktérie E.
coli K12.

Mimo T-DNA oblasti sa nachadzaju vir gény (ddlezité pre proces transformacie) a 2
oblasti replikéacie ori umoziujuce replikaciu bindrneho vektora v baktéridch 4. tumefaciens a E.
coli. Je to z toho d6évodu, Ze manipulacia s bindrnym vektorom (klonovanie sekvencii DNA) sa
uskutocniuje v E. coli a az potom sa findlny binarny vektor prenaSa do A. tumefaciens.

Proces transformacie rastlin pomocou A. tumefaciens v podmienkach in vitro
pozostava z nasledovnych krokov:

1. Poranenie rastlinného pletiva
Poranenie pletiva je zdkladnym krokom, nakol’ko poranené bunky produkuju nizkomolekulové
fenolické latky, ktoré su dolezité pre nasmerovanie agrobaktéria k poranenym bunkédm. Vo
vSeobecnosti rastlinné druhy, ktoré patria do hostitel'ského radu Agrobacterium, produkujua
dostato¢né mnozstvo tychto latok. V pripade, Ze sa jedna o rastlinné druhy, ktoré neprodukuju
ich dostato¢né mnozstvo (napriklad jednokli¢nolistové rastliny), potom sa do ko-kultivacného
média Standardne priddva komeréne dostupna fenolicka latka acetosyringdén. Poranenie
rastlinného pletiva sa uskutociiuje skalpelom narezanim na mensie segmenty (explantaty). Ako
rastlinné explantaty sa najCastejSie pouzivaju listové alebo nodalne segmenty in vitro rastlin.

2. Infikovanie rastlinnych explantatov ko-kultivaciou s bakterialnym inokulom
Bakterialne inokulum sa pripravuje zriedenim noc¢nej kultary 4. tumefaciens. No¢na kultara sa
zbavi zvyskov kultivatného média centrifugaciou a bakteridlne bunky sa rozsuspenduju
v regeneracnom médiu ur¢enom pre regeneraciu rastlinnych buniek, tak aby ODes2o = 0,6.
Infekcia sa uskutocniuje ko-kultivaciou cerstvo narezanych rastlinnych explantatov
s bakterialnym inokulom, pri¢om doba ko-kultivacie moéze byt’ r6zna, najcastejSie 48 hodin.

3. Odstranenie zvyskov buniek agrobaktéria
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Po ko-kultivacii sa explantaty zbavia zvySkov bakteridlnych buniek, nakolko by mohli
v procese regeneracie prerastat’ rastlinné pletivo abol by problém s regeneraciou
transformovanych buniek. V prvom kroku sa rastlinné explantaty bud’ premyja v sterilnej vode
(napriklad nodalne segmenty), alebo, ak je pletivo krehkejsie, ako napriklad listové segmenty,
tak sa tieto segmenty kratko osusia na sterilnom filtracnom papieri. Navyse, do regeneracného
média sa pridavaju antibiotikd, ktoré zabrafiuji mnoZeniu bakteridlnych buniek, ako napriklad
cefotaxim (kapitola 1.2.6). Antibiotikd musia byt netoxické pre rastlinni bunku a nesmu
negativne ovplyviovat regeneracny proces. Ich optimalna koncentrécia sa urc¢i experimentalne.
4. Regeneracia transformovanych buniek v intaktné rastliny
Uspesnost’ transformacie zavisi od dostupného efektivneho in vitro regeneraéného protokolu.
Regenera¢nad schopnost’ je genotypovo zavisld a niektoré rastlinné druhy mozu byt
rekalcitrantné vzhl'adom na transformaciu pomocou A4. tumefaciens. Do tvahy treba brat’ aj vek
rastliny, nakol’ko mladé pletivo regeneruje lepsie, a typ pouzitého explantatu. Vzhl'adom na to,
ze len mald cCast’ rastlinnych buniek dokéaze prijat’ cudziu DNA a byt transformovana, do
regeneratného média sa pridavaju este selekéné antibiotika (v zavislosti od toho aky selekény
markerovy gén sa nachadza v T-DNA oblasti). Ich optimalna koncentrdcia sa urci
experimentalne. Niektoré transformované bunky maju problém regenerovat’ aj v pritomnosti
selekéného antibiotika, vtedy sa pristupuje k dvojkrokovej selekcii. Prvy tyzden rastlinné
explantaty regeneruju pri zniZzenej koncentracii antibiotika a potom sa koncentracia antibiotika
ZVySi.
5. Molekularno-biochemické analyzy transgénnych rastlin

Napriek posobenia selekéného tlaku, mdze dojst’ pocas regeneracie k tzv. unikom (,,Escapes®),
¢ize zregeneruju sa aj netransformované bunky. Pri¢inou moze byt prili§ nizka koncentracia
antibiotika, nedostatony kontakt rastlinnej bunky s regeneracnym médiom atd’. Regenerované
rastliny, ktoré zakorenili v pritomnosti selek¢ného antibiotika sa preto povazuju za potencialne
transgénne aich transgénny charakter je potrebné dokazat molekuldrno-biochemickymi
analyzami. Analyzy na urovni DNA zahriiuju PCR a Southern blot analyzy. PCR analyzami sa
dokaze pritomnost’ transgénu. Southern blot analyzou sa dokazuje pritomnost’ transgénu a pocet
integrovanych kopii transgénu. Analyzy na arovni RNA zahtiiaju RT-PCR, qPCR a Northern
blot analyzy. Metédou RT-PCR a Northern blot analyzou sa dokazuje, ze vznika mRNA
transgénu a metdodou qPCR sa kvantifikuje mRNA transkript transgénu. Analyzami na Grrovni

proteinov (Western blot analyza a ELISA) sa dokéze, Ze vznika funkény protein.
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2 Experimentalna cast’ I

2.1 Zakladné pracovné postupy v in vitro laboratoriu

2.1.1

2.1.2

Sterilizacia laboratéorneho materialu a kultivaénych médii

Pripravit’ si materiadl a média na sterilizdciu. Kvapalné médid musia byt vo flasi
uzatvorenej bud’ vrchndkom alebo alobalom. Vrchnék nesmie byt dotiahnuty na doraz.
Kvapalina nesmie siahat’ az po hrdlo fT'ase, ale ma byt tak cca do 2/3 objemu fTaSe.
Pevny materidl musi byt bud’ v uzatvorenej nadobe, alebo zabaleny v alobale.

Pred autoklavovanim skontrolovat, ¢i je mozné materidl aroztoky sterilizovat
v autoklave.

Zapnut autoklav a zapnut’ privod vody.

VlozZit material do autoklavu a uzatvorit’ dvere autoklavu.

Vybrat’ vhodny program a zapnut’ ho. K dispozicii je program ur¢eny pre kvapaliny
a program pre pevny laboratorny materidl. Ak sa autokldvuje pevny laboratorny
material spolu s roztokmi, VZDY zvolit' program pre kvapaliny. NIKDY nezvolit
program pre pevny material a sterilizovat’ nim kvapaliny.

Po skonceni procesu sterilizacie treba pockat’ kym klesne tlak a systém umozni otvorit’
dvierka. Autoklav je tlakova nadoba a nikdy sa nesmie nésilne otvarat’.

Vybrat sterilizovany material/média z autoklavu.

Autoklav vypnuat’ a uzavriet’ privod vody.

Priprava kvapalného regenera¢ného média

Vypocitat’ navazky jednotlivych zloziek potrebnych na pripravu regeneracného média
podl'a pozadovaného objemu.

(MS médium sa dodéva vyrobcom v praskovej forme, priCom na obale je uvedené aké
mnoZstvo je potrebné na pripravu 1 dm® média. V pripade MS média s vitaminmi je to
44 gnaldm’)

Vhodne si zvolit’ vel'kost fl'ase. Pripadne, ak je poZadovany objem vacsi ako je kapacita

dostupnej fl'ase, alebo kapacita autoklavu, je mozné kvapalné médium zarobit’ naraz
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a potom ho rozdelit’ do viacerych flia§ s mensim objemom. Napriklad, ak je potrebné
pripravit’ 1 liter média, tak sa moze pouzit’ 5 flia§ s objemom 250 ml, priCom sa do
jednej flase da 200 ml média.
S pouzitim magnetického mieSadla postupne rozpustit jednotlivé navazky
v destilovanej vode v menSom objeme ako je vysledny.
. Upravit pH na pozadovani hodnotu pomocou pH metra.
. Roztok preliat’ do odmerného valca a doplnit’ destilovanou vodou do pozadovaného
objemu. Odmerné valce su kalibrované na odcitanie tzv. spodného okraja menisku
(Obrazok 2.1). Meniskom sa nazyva oblukovité prehnutie kvapaliny, ktoré vznikd na
rozhrani kvapaliny, steny nadoby a vzduchu vplyvom povrchového napiétia.
. Zarobené médium preliat’ naspit’ do kadicky a premieSat’ na magnetickom mieSadle.
. Preliat’ do pripravenej fl'ase alebo rozdelit’ presne ur¢eny objem do jednotlivych flias
s menSim objemom. Je potrebné pracovat’ s presnymi objemami, nakol’ko sa do média
po autoklavovani zvycCajne pridavaju este rastové regulatory o presnej koncentracii.
. FlaSe uzavriet uzaverom, ale nie natesno, zakryt vrchnak alobalom a sterilizovat’
autokldvovanim. Pozndmka: objem média musi predstavovat’ cca 2/3 objemu flaSe.
. Vrchnék fl'ase po sterilizacii opét’ utiahnut’ a médium nechat’ vychladnut’ pri izbove;j
teplote. Médium sa uchovava zvycajne v chladnicke pri 4°C. Kratkodobo sa moze
uchovavat’ pri laboratdrnej teplote.
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Obrazok 2.1 Ukdzka ako od¢itat spravny objem v odmernom valci. (Zdroj:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3 A%2F%?2Fanorganika.online%2Fsemester%?2
Fprace%?2Flab 5.pdf&psig=AOvVaw12L0yw7K{Rt3020u9TOmC4&ust=1720603854944000
&source=images&cd=vfe&opi=89978449&ved=0CBEQjRxqFwoTCNCo 6DUmYcDFQAA
AAAJAAAAABAE).
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2.1.3

10.

Priprava pevného regeneraéného média

Vypocitat’ navazky jednotlivych zloziek potrebnych na pripravu regeneracného média
podl'a pozadovaného objemu. Ak sa pripravuje médium vacSieho objemu, ktoré sa bude

rozlievat’ do viacerych flia§ s mensim objemom, treba prepocitat mnozstvo agaru na

objem média v tychto jednotlivych fTasiach.

Vhodne si zvolit’ vel'kost flase. Pripadne, ak je poZadovany objem vacsi ako je kapacita
dostupnej fl'ase alebo kapacita autokldvu, je mozné médium zarobit’ naraz a potom ho
rozdelit’ do flia§ s mensim objemom. Napriklad, ak je potrebné pripravit’ 1 liter média,
tak sa méze pouzit’ 5 flia§ s objemom 250 ml, pricom sa do jednej fl'ase da 200 ml
média.

S pouzitim magnetického mieSadla, postupne rozpustit’ jednotlivé navazky (OKREM
AGARU) v destilovanej vode v mensom objeme ako je vysledny.

Upravit’ pH na pozadovanu hodnotu pomocou pH metra.

Roztok preliat’ do odmerného valca a doplnit’ destilovanou vodou do pozadovaného
objemu.

Pripravené médium preliat’ naspat’ do kadi¢ky a premieSat’ na magnetickom miesadle.
Preliat’ do fT'aSe alebo rozdelit’ presne urceny objem do jednotlivych flia§ s menSim
objemom. Je potrebné pracovat’ s presnymi objemami, nakol'ko sa do média po
autoklavovani zvyc¢ajne pridavaju este rastové regulatory o urcitej koncentracii.

Do jednotlivych flia§ nakoniec pridat’ navazeny agar. Netreba agar rozpustat’, nakol'ko
sa agar rozpusti pocas autoklavovania.

FlaSe uzavriet' uzdverom, ale nie natesno, zakryt' vrchndk alobalom a sterilizovat’
autoklavovanim. Pozndmka: objem média musi predstavovat’ cca 2/3 objemu fl'ase.
Vrchnak flase po sterilizacii opédt’ utiahnut, médium opatrne premieSat’ a nechat
vychladnut’ pri izbovej teplote. Médium sa uchovava zvycajne v chladnicke pri 4°C.

Kratkodobo sa moze uchovavat’ pri laboratérnej teplote.
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2.1.4 Praca v biologicky bezpe¢nom boxe triedy II

1. Na display stlacit’ oznacenie UV.

UV lampa sa automaticky zapne, pricom je nastavena od vyrobcu na urcity ¢as, zvyc€ajne
10 minuat. Po tomto ¢ase sa UV lampa automaticky vypne sama. UV lampu je mozné
vypnut’ aj manualne stlacenim tlacidla s oznacenim UV.

2. Zapnut BSC tak, ze sa predné sklo vertikdlne posunie do vyrobcom urcenej polohy
(Obrazok 2.2). Ak je sklo v nespravnej vyske, zariadenie vydava zvukovy signal. O tom,
ze zariadenie je plne funk¢né ndm d4 informacia na display. Treba brat’ do uvahy, ze
zariadenie bude plne funkéné za urcity ¢as, cca 10 mintt. Svetlo v boxe sa automaticky
zapina s posunutim predného skla.

3. Vydezinfikovat’ pracovnu plochu 70 % etanolom.

4. S rastlinnym materidlom manipulovat’ pomocou vhodne zvolenej pinzety a skalpela,
oba nastroje je treba priebezne sterilizovat’ ich ponorenim v 96% etanole a vyzihanim
nad plamenom. Na tento ucel sa pouzivaju lichové alebo plynové kahany. Ako spravne
drzat’ pinzetu/skalpel nad plameniom je zndzornené na Obrazku 2.3. Vsetok material
(Petriho misky, kultivacné nadoby, pipetovacie Spi¢ky atd’.) aregeneracné média,
s ktorymi sa manipuluje v BSC musia byt sterilné.

5. Po skonceni prace v BSC opét’ vydezinfikovat’ pracovni plochu 70% etanolom.

6. Zasunut sklo do pdvodnej polohy. Zariadenie sa vypne.

§ - —
—
-~ EEREINEEENENnnnne: o | Polohaprednéhoskla

TrerEzeIIREE:

D — _—
- e —
N —
- — .

Obrazok 2.2 Poloha predného skla v biologicky bezpe¢nom boxe triedy II potrebnd na

spustenie zariadenia do prevadzky (Zdroj: autori).
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Obrazok 2.3 Ukazka nespravneho a spravneho drzania pinzety pri sterilizdcii nad plamenom.
Pri nespravnom drzani pinzety moze dojst’ k tomu, ze etanol stecie po pinzete na ruku a dojde

pocas jeho horenia k popaleniu ruky (Zdroj: autori).

2.1.5 Priprava zasobnych roztokov rastlinnych rastovych regulatorov

Rastové regulédtory sa pouzivaju v in vitro laboratériu vo forme sterilnych roztokov. Vzhl'adom
na to, ze mnohé rastové regulétory su citlivé na vyssie teploty, sterilita sa dosahuje filtraciou
cez 0,2 um filtraént jednotku (Obrazok 2.4). Zo zasobnych roztokov sa potom odobera (v BSC)
urcity objem (mikropipetami), ktory sa pridava do pripraveného regeneracného média v takom
objeme, aby sa dosiahla pozadovana vysledna koncentracia v regeneracnom médiu, teda je
potrebné mat’ zasobny roztok s vySSou koncentraciou. V Tabulke 5 je uvedeny prehl’ad

niektorych rastovych regulatorov vzh'adom na ich rozpustnost’.

Obrazok 2.4 Ukazka filtra o velkosti porov 0,2 um urc¢ené¢ho pre injekéné pouzitie. Filtre su
uréené na jednorazové pouzitie asu sterilne zabalené. (Zdroj: https://www.sarstedt.com/,

upraveng).
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Tabul’ka § Prehl'ad rastovych regulatorov vzhl'adom na ich rozpustnost’.

Rastovy regulator Rozpustnost’ Riedidlo
Kyselina indolyl-3-octova (IAA) 96% etanol/ voda
Imol.dm~ NaOH

Kyselina naftyl octova (NAA) Imol.dm™ NaOH voda
Kyselina 2,4-dichlér-fenoxyoctova (2,4-D) Vodavoda -
Kyselina giberelinova (GA3) 96% etanol voda
6-benzylaminopurin (BAP) Imol.dm™ NaOH voda
Zeatinzeatin Imol.dm> NaOH voda
Kyselina abscisova Imol.dm™ NaOH voda

*A - sterilizacia autoklavovanim; F - sterilizécia 0,2 um filtrom. A/F = spoluautoklavovatel'né

s inymi zlozkami médii, moze vSak dojst’ k urcitej strate aktivity.

Postup:
I.

Zvolit’ vhodnl zasobnl koncentraciu, tak aby objem odobraty zo zasobného roztoku
potrebny na zabezpecenie pozadovanej koncentricie v regeneranom médiu sa
pohyboval (zvycajne) v rozsahu od 10 pl do 200 pl. Koncentracia zasobného roztoku
rastového regulatora sa pohybuje v mg.cm™, zatial o jeho koncentricia
v regeneraénom médiu sa pohybuje mg.dm™.
Po zvoleni koncentracie zdsobného roztoku vypocitat’ navazok rastového regulatora
potrebného na pripravu 1 ml. Zasobné roztoky sa pripravuju zvyc€ajne v objeme 10 ml.
Zvolit vhodné rozpustadlo (Tabulka 5).
a. Ak sa rastovy regulator rozpusta vo vode, tak navazok rozpustit v mensom
objeme destilovanej vody apo jeho uplnom rozpusteni doplnit vodou do
findlneho objemu (10 ml).

b. Ak sa rastovy regulator rozptsta v 96% etanole alebo v 1mol.dm™ NaOH, tak

navazok najprv rozpustit’ v o najmensom objeme (cca 1 ml) etanolu alebo
NaOH a po jeho tplnom rozpusteni doplnit’ vodou do finalneho objemu (10 ml).
Pripraveny roztok preliat’ do vhodnej kadicky tak, aby ho bolo mozné nabrat’ injekénou
striekackou.
V BSC do plastového stojana preniest’ sterilnou pinzetou sterilné mikroskimavky
(objem 1,6 ml, cca 9-10 ks).
V BSC otvorit’ sterilny filter a nasadit’ nan naplnent striekacku a pretlacit’ cez tfu

zasobny roztok do jednotlivych mikroskiimaviek.
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7. Mikroskumavky opatrne uzavriet’ tak, aby sa zachovala sterilita a oznacit’ skratkou
nazvu rastového regulatora a jeho koncentraciu. Napriklad, pre zdsobny roztok kyseliny
1-naftyl octovej (NAA) o koncentracii 10 mg.cm™ to bude: NAA 10/1 (10 mg na 1 ml).

8. Mikroskiimavky sa eSte uzavri parafilmom a do d’alSieho pouzitia pozitia sa skladuji

v mraznicke pri -20°C.

2.1.6 Priprava zasobnych roztokov antibiotik

Antibiotikd sa pouzivaji v in vitro laboratoriu vo forme sterilnych roztokov. Antibiotika su
citlivé na vyssiu teplotu, sterilita sa uskutocnuje filtraciou cez 0,2 um filtracna jednotku. Zo
zasobnych roztokov sa potom odobera (v BSC) urcity objem (mikropipetami), ktory sa pridava
do pripraveného kultivaéného média v takom objeme, aby sa dosiahla pozadovana vysledna
koncentracia v kultivanom médiu, teda je potrebné mat’ zasobny roztok s vysSSou
koncentraciou. Vyrobca uvadza maximalnu koncentraciu, ktort je mozné pripravit. V Tabulke

6 je uvedeny prehlad niektorych antibiotik a ich rozpustnost’.

Postup:

1. Zvolit’ vhodnu zasobnu koncentraciu tak, aby objem odobraty zo zasobného roztoku
potrebny na zabezpecenie pozadovanej koncentracie v kultivaénom médiu sa pohyboval
(zvyc€ajne) v rozsahu od 10 pul do 200 pl. Koncentracia zasobného roztoku antibiotika
sa pohybuje v mg.cm™, zatial’ ¢o jeho koncentracia v kultivaénom médiu sa pohybuje
mg.dm™.

2. Po zvoleni koncentracie zasobného roztoku vypocitat’ navazok antibiotika potrebného
na pripravu 1 ml. Zasobné roztoky sa pripravuju zvyc¢ajne v objeme 10 ml.

3. Zvolit vhodné rozpustadlo (Tabulka 6).

a. Ak sa antibiotikum rozpusta vo vode, tak ndvazok rozpustit' v menSom objeme
destilovanej vody a po jeho uplnom rozpusteni doplnit’ vodou do finalneho
objemu (10 ml).
b. Ak sa rastovy regulator rozptsta v inom rozpustadle ako napriklad DMSO, tak
navazok najprv rozpustit’ v ¢o najmensom objeme (cca 1 ml) tohto rozpustadla
a po jeho uplnom rozpusteni doplnit’ vodou do findlneho objemu (10 ml).
4. Pripraveny roztok preliat’ do vhodnej kadicky tak, aby ho bolo mozné nabrat” injek¢nou

stricka¢kou.
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5. VBSC do plastového stojana preniest’ sterilnou pinzetou sterilné mikroskiumavky

(objem 1,6 ml, cca 9-10 ks).

6. V BSC otvorit’ sterilny filter a nasadit’ nafi naplnent striekacku a pretlacit’ cez fiu

zasobny roztok do jednotlivych mikroskumaviek.

7. Mikroskumavky opatrne uzavriet' tak, aby sa zachovala sterilita a oznacit’ skratkou

nazvu antibiotika ajeho koncentraciu. Napriklad, pre zasobny roztok antibiotika

kanamycinu o koncentracii 100 mg.cm™ to bude: Km 100/1 (100 mg na 1 ml).

8. Mikroskimavky sa eSte uzavra parafilmom ado dalSieho pouzitia sa skladuji

v mraznicke pri -20°C.

Tabul’ka 6 Prehl'ad niektorych antibiotik, ich u¢inok voc¢i gram pozitivnym (G+) a gram

negativnym baktériam, ich rozpustnost’ (Zdroj: https://www.sigmaaldrich.com).

Antibiotikum Gram (+) Gram (-) Rozpustnost’”  Riedidlo Aplikacia
Carbenicilin + ++ voda - RR
Cefotaxim + ++ voda - RR
Gentamicin + ++ voda - RR
Hygromycin B voda - RR
Kanamycin + ++ voda - RR, KB
Vankomycin ++ voda - RR
Rifampicin ++ ++ DMSO voda KB

++ efektivne voci vidcSine bakteridlnych druhov, + efektivne voc¢i niektorym bakteridlnym

druhom, RR — regenerdcia rastlin in vitro, KB — kultivacia buniek odzbrojeného kmena A.

tumefaciens pre potreby transformacie rastlin, DMSO — dimetyl sulfooxid
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3 Experimentalna cast’ 11

3.1 Prenos semien z podmienok in vivo do in vitro
Ciel’: Otestovat’ vplyv roznych koncentracii sterilizaéného ¢inidla na sterilitu a kli¢enie semien

V in vitro.

3.1.1 Povrchova sterilizacia semien
Princip: Kapitola 1.1 a Kapitola 1.2

Rastlinny materidl: Semena repky olejnej (Brassica napus L.)
Pomdcky: Sterilné Petriho misky, gaza, pinzeta, kadicky, odmerny valec, noznice, sterilné
nadoby s vrchndkom, roznofarebné nitky, sterilny filtracny papier
Pristroje: BSC, trepacka
Chemikalie: Destilovana voda, sterilna destilovana voda, 96% etanol, SAVO, TWEEN 20
Postup:
1. Pripravit roztoky (roztok I, II, III a IV) na sterilizaciu (150 ml):
Roztok I: sterilnd voda (0% SAVO) + 0,1% (v/v) TWEEN 20
Roztok II: 10% (v/v) SAVO + 0,1% (v/v) TWEEN 20
Roztok III: 50% (v/v) SAVO + 0,1% (v/v) TWEEN 20
Roztok IV: 100% (v/v) SAVO + 0,1% (v/v) TWEEN 20
1. Vystrihnut si Stvorec z gazy (cca 10 x 10 cm)
2. Do stredu Stvorca umiestnit’ semena
3. Stvorec gazy so semenami poskladat’ do batdzteka a zaviazat' nitkou tak, aby sa semena
nevysypali (1 batoztek na Studenta).
4. V sterilnom prostredi (BSC) preniest’ batoZteky do sterilnej nddoby s 96% etanolom,
uzatvorit’ vichndkom a batozteky v etanole premieSavat’ 1 min.
5. Etanol v BSC zliat’ do pripravenej zbernej nadoby (batozteky zostavajii v nadobe)
a naliat’ do nadoby sterilizacny roztok (I, II, III alebo IV). Uzatvorit’ vrchndkom.
6. Nadoby s batdzkami premieSavat’ na trepacke 5 minut.
7. 'V BSC nadobu otvorit, batoztek sterilnou pinzetou vybrat’ a preniest’ do novej sterilnej
nadoby so 100 ml sterilnej destilovanej vody, a uzavriet’ vrchndkom.
8. Nadoby s batdzkami premieSavat’ na trepacke 5 minut.
9. V BSC nadobu otvorit, vodu zliat' do zbernej nadoby a pridat’ novu sterilni vodu

a proces opakovat’ este 3-krat.
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10. Batozteky preniest’ v sterilnom prostredi na sterilnt PM so sterilnym filtracnym
papierom, otvorit batéztek pomocou (nad plamenom) vysterilizovanych noznic
a pinzety (Obrazok 3.1)

11. Preniest’ na sterilni Petriho misku a nechat’ vol'ne vysusit’ v BSC. Po vysuSeni v BSC

uzavriet’ Petriho misku so semenami a uskladnit’ v chladnicke pri 4°C.

Obrazok 3.1 Ukéazka postupu pri prenose semien repky olejnej do in vitro podmienok (Zdroj:

autort).

3.1.2 Klicenie sterilizovanych semien v in vitro podmienkach
Princip: Kapitola 1.1 a Kapitola 1.2.2

Rastlinny materidl: Sterilné semena repky olejnej (Brassica napus L.) (4loha 3.1.1)

Pomocky: Petriho misky, parafilm, pinzeta, skalpel, kadicky, odmerny valec, fl'asa s GL45
uzaverom
Pristroje: BSC, rastova komora, vahy, pH meter, magnetické miesadlo, autoklav
Chemikalie: Sterilné destilovana voda, MS médium s vitaminmi, sachardza, agar
Postup:
1. Pripravit kli¢iace médium (KM) [MS médium s vitaminmi, 1% (w/v) sacharo6za, 0,8%

(w/v) agar, pH 5.7].

a. Vypocitat navazky a pripravit regeneratné médium objemu urCeného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

b. Rozvarit KM v mikrovlnnej rire (ak je stuhnuté) a po dostatoénom vychladnuti
rozliat’ do sterilnych Petriho misiek v BSC.

2. Priprava rastlinného materidlu na kultivaciu:

a. Pomocou sterilnej pinzety poukladat’ vysterilizované semena z batézteka na
pripravené Petriho misky s KM médiom (Obrazok 3.1).

b. Petriho misky zaparafilmovat’ a odfotit’.
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c. Kultivovat’ v rastovej komore 7 dni za kultivacnych podmienok 23°C, 16h

svetlo/8 hodin tma.
3. Po 7. dioch vyhodnotit™:

a. Ci bola sterilizacia dostato¢na (Petriho misky bez znakov infekcie) alebo nie,

b. Ci mali samotné sterilizaéné podmienky vplyv na kli¢ivost’ semien.

c. Vypocitat’ uc¢innost’ klicenia (pri jednotlivych sterilizacnych postupoch)
v percentach ako pocet vyklicenych semien vzhl'adom na celkovy pocet semien
pouzitych v experimente a prezentovat’ vo forme grafu.

d. Fotograficky zdokumentovat’ a urobit’ tzv. zrkadlo, kde budu fotky Petriho

misiek s rastlinnym materidlom na zaciatku experimentu a v ¢ase.

3.1.3 Urdcenie Zivotaschopnosti semien pomocou testu s 2,3,5 trifenyl
tetrazolium chloridom

Princip: 2,3,5 trifenyl tetrazolium chlorid (TZ) test je rychlym hodnotenim Zivotaschopnosti
semien a alternativnou rychlou metodou testu kli¢ivosti semien. Semena sa pred stanovenim
hydratujii (namocenie semien vo vode na 24 hodin), aby sa aktivovali dychacie enzymy
a zmik¢ili pletiva. Po preniknuti TZ do zZivych buniek je redukovany dehydrogendzovymi
enzymami pritomnymi v Zivom tkanive na karminovo-¢erveny vo vode nerozpustny formazan
(Obrazok 3.2). Nie viabilné (mftve) pletiva sa nefarbia a zostavaju v povodnej farbe. TZ sa sice
dostava do zivych aj mftvych buniek, ale iba zivé bunky katalyzuju tvorbu formazanu. Absencia
dychania brani produkcii formazanu, mftve semena (starntice pletivo) zostane bez farebnej

zmeny (Obrazok 3.3).

N - N = C{,Hs
/ N - NH - C H,
CeHy-C +2e+2H° /
\ > CHs-C +H*Cl
N = N* - C,H \N=N*—CﬁH5
cL”
2,3,5 trifenyl tetrazolium chlorid formazan
(bezfarebné) (Cerveneé sfarbenie)
Obrazok 3.2 Tvorba formazanu (Zdroj:

https://www.scielo.br/j/jss/a/P9ngBnMTcCcrW7n85v89jnR/ , upravené).
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, _ ¢ Abnormalne, Zivotaschopné a
Zivotaschopné semend  nia_jivota schopné semena

Viabilné nie-viabilné

(ﬁ I

vo

Obrazok 3.3 Ukazka stanovenia zivotaschopnosti semien pomocou 2,3,5 trifenyl tetrazolium

mrtve semena

chloridu. (Zdroj: https://www.lifeasible.com/custom-solutions/plant/analytical-services/seed-

testing-services/tetrazolium-testing/, upraveneé).

Rastlinny material: Semena repky olejnej (Brassica napus L.), ktoré boli namocené v sterilne;j

destilovanej vode 24 hodin

Pristroje: BSC, trepacka, binokularna lupa, elektricky vari¢, pH meter, magnetické mieSadlo,
vahy

Pomocky: Petriho misky, pinzeta, kadicky, odmerny valec, flasa s GL45 uzaverom
Chemikalie: Sterilné destilovana voda, 2,3,5 trifenyl tetrazolium chlorid

Postup:

1. Priprava rastlinného materialu:

a. Semena repky olejnej namocit’ na 24 hodin do sterilnej destilovanej vody.

2. Pripravit’ 1% (w/v) roztok 2.3.5 trifenyl tetrazolium chloridu (TZ) pH 7.0 (objem bude

uréeny na cviceni):

a. Vypocitat, rozpustit v kadicke na magnetickom mieSadle v menSom
objeme sterilnej destilovanej vody.

b. Upravit pH pomocou pH metra na pH 7.0 (s roztokom NaOH alebo HCI).
Doplnit’ sterilnou vodou do pozadovaného objemu v odmernom valci.

d. Premiesat’ eSte raz v kadicke na magnetickom miesadle a preliat’ do zasobne;j
fl'ase (roztok sa skladuje v tme pri teplote 4 °C, v takychto podmienkach mozno
skladovat’ niekol’ko mesiacov).

3. Pripravit’ negativnu kontrolu:

a. Zobrat Cast pripravenych (vo vode namocenych) semien, preniest’ do kadicky
alebo do inej vhodnej nddoby s destilovanou vodou.
b. Vystavit varu 5 minut, potom ich vybrat’ a nechat’ vychladnut’.
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4. Pripravené (vo vode namocené) semend preniest do Petriho misiek resp. inych
vhodnych nadob a inkubovat’ za premieSavania (na trepacke) v 1% roztoku TZ pri
teplote 30 °C pocas 1 hodiny v tme.

5. Ako negativnu kontrolu pouzit’ semena vystavené varu (tzv. mrtve semend), ktoré sa
nezafarbia.

6. Po zafarbeni semend 2-3 krat premyt’ sterilnou destilovanou vodou.

7. Vyhodnotit™:

a. Semena na zaklade sfarbenia. Semena s cervenym sfarbenim su uplne
zivotaschopné, zatial' Co semena slabo zafarbené mézu produkovat’ normalne
alebo abnormalne kli¢ence. Uplne nezafarbené semena nie st Zivotaschopné
(Obrazok 3.4).

b. Zosumarizovat’ tidaje a vypocitat’ percento zivotaschopnosti ako pomer poctu
viabilnych, na ¢erveno sfarbenych, semien vzh'adom na celkovy pocet semien

pouzitych v experimente.

c. Fotograficky zdokumentovat’.

Obrazok 3.4 Ukazka vysledku testu Zivotaschopnosti semien repky olejnej pomocou 2,3,5

trifenyl tetrazolium chloridu (Zdroj: autori).
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3.2 Regeneracia rastlin v in vitro pomocou priamej a nepriame;j
organogenézy

Ciel: Otestovat’ vplyv rastovych regulatorov na indukciu tvorby de-diferencovanych

a diferencovanych pletiv.

3.2.1 Priprava zasobnej koncentracie rastovych regulatorov: kyselina naftyl
octova a 6-benzylaminopurin

Princip: Kapitola 1.2.4
Pomdcky: Kadic¢ky, odmerny valec, sterilné mikroskiimavky, mikropipety, sterilné pipetovacie
Spice, laboratorny stojan na mikroskiimavky, 0,2 um filtra¢ny systém
Pristroje: BSC, analytické vahy, magnetické mieSadlo
Chemikalie: Rastové regulatory kyselina naftyl octovd (NAA) a 6-benzylaminopurin (BAP),
destilovana voda, NaOH
Postup:
1. Vypocitat navazky na pripravu zédsobnych roztokov o objeme 10 ml a koncentrécii 10
mg.cm™ BAP a 10 mg.cm™ NAA.
2. Pripravit si 10 ml 1 mol.dm™ NaOH (rozpustadlo na zaklade Tabul’ky 5).
3. Navazky rozpustit’ v malom mnozstve roztoku NaOH a doplnit’ destilovanou vodou do
objemu 10 ml.

4. Postupovat’ podl'a pokynov v kapitole 2.1.5 a 2.1.6

3.2.2 Indukcia tvorby kalusu zlistovych segmentovin vitro tabaku
virginskeho
Princip: Kapitola 1.2

Rastlinny materidl: 6 tyzdiiov staré in vitro listy tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.)

Pomocky: Skalpel, pinzeta, sterilné Petriho misky, mikropipety, pipetovacie Spice, sterilné
kultivacné nadoby, kadicky, odmerny valec, fTasa s GL45 uzaverom

Pristroje: BSC, rastova komora, vahy, magnetické mieSadlo, autoklav

Chemikdlie: MS médium s vitaminmi, sachar6za, agar, destilovand voda, rastové regulatory

o zasobnej koncentracii 10 mg.cm™ NAA a 10 mg.cm™ BAP
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Postup:

1. Pripravit regeneracné médium [MS médium s vitaminmi, 3% (w/v) sacharoza, 0,8%

(w/v) agar, pH 5.7]:

a.

d.

Vypocitat’ navazky a pripravit regenerané meédium objemu uréeného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

i. Vypocitat' si kol’ko (ul) rastovych reguldtorov je potrebné pridat do
média ur¢itého objemu, aby sa ziskala vysledna koncentracia 1 mg.dm
3> NAA + 0,2 mg.dm™ BAP, ostatné kombinacie si zvolia §tudenti,
postupovat’ pri vypocte podl'a kapitoly 4.3.2.

Regeneracné (ak je stuhnuté) médium rozvarit' v mikrovinnej rire a nechat’
Ciastocne ochladit’.

Do chladntceho média v BSC pridat’ rastové regulatory a nasledne rozliat' do
sterilnych Petriho misiek podl'a nasledovného:

i. Petriho miska (25 ml média) — bez rastovych regulatorov,

ii. Petriho miska (25 ml média) — 1 mg/dm™ NAA + 0,2 mg/ dm™ BAP,
iii.  Petriho miska (25 ml média) — koncentréacia bude urcené na cviceni,
iv. Petriho miska (25 ml média) — koncentracia bude urcené na cviceni.

Nechat’ média tplne vychladnit’ v BSC.

2. Pripravit rastlinné explantaty:

a.

C.
d.

List tabaku z kultivacnej nadoby preniest’ pomocou sterilnej pinzety a skalpela
do otvorenej prazdnej sterilnej Petriho misky (v BSC).

V Petriho miske zbavit’ list hlavnej Zilnatiny sterilnym skalpelom, narezat’ na
mensie segmenty a preniest’ sterilnou pinzetou na pripravené regeneracné
médium. Listové segmenty sa musia abaxidlnou stranou dotykat média
(Obrazok 3.5).

Uzavriet’ Petriho misku s parafilmom a fotograficky zdokumentovat'.

Kultivovat’ v rastovej komore 2 az 3 tyzdne.

3. Vyhodnotit’ (po 2-3 tyzdnoch):

a.

Ci listové pletivo regeneruje atvoria sa kalusy, uréit, ktord zpouZitej
kombinacie rastovych regulatorov je najvhodnejSia na tvorbu kalusov, Ci sa
tvoria aj vyhony a/alebo korene a ak 4no z akého dévodu.

Ci nedoglo ku kontaminacii a ak 4no uviest’ pravdepodobnt priginu.
Fotograficky zdokumentovat’ a urobit’ tzv. zrkadlo, kde budu fotky Petriho

misiek s explantatmi na zaciatku experimentu a v Case.
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Obriazok 3.5 Struktura listu a priprava listovych segmentov (Zdroj: autori).

3.2.3 Indukcia tvorby vyhonov z listovych segmentov in vitro rosi¢ky
okruhlolistej a rosicky kapskej

Princip: Kapitola 1.2

Drosera rotundifolia (rosiCka okruhlolistd) a D. capensis (rosicka kapskd) st misozravé
rastliny z rodu Drosera (Obrazok 3.6A a 3.6B, prisluSne). Mésozravé rastliny st také rastliny,
ktoré lapaju alebo lovia korist’, prijimaja z koristi ziviny a vyuzivaju tieto ziviny pre svoj rast
avyvin. Rosicka okruhlolistd a rosicka kapskd patria medzi hmyzozravé rastliny.
Hmyzozravost’ tychto rastlin suvisi s tym, Ze rasta v prirode na kyslych na ziviny chudobnych
pddach (raseliniskd). Nedostatok minerdlnych latok, ako je dusik a fosfor, si nahradzaju
lapanim drobného hmyzu, ako zdroju tychto latok. Na svojich listoch maju lepkavé Zl'azové
chipky (tentakuly) na zachytavanie a travenie hmyzu. Tentakuly st ukonéené globularnymi
utvarmi, tzv. hlavickami, ktoré produkuju lepkavl tekutinu na zachytenie koristi a takisto
obsahuju aj trdviace enzymy. V pripade, ak je pdda pre ich potreby, ktoré nie st vel'mi velké,
dostatocne bohatd na mineralne latky, hmyzozravost’ nevyuzivaju. Podobne ako v prirode, aj
v in vitro podmienkach pre svoj optimalny rast a vyvin, vyzaduju kyslé pH regeneracného
média (pH 4.9 az 5.2) apolovicné mnozstvo makro a mikro elementov (tzv. 2 MS). D.
rotundifolia a aj D. capensis patria k rastlinnym druhom, ktoré je mozné vyuzit’ regeneraciu

pomocou priamej organogenézy.
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Rastlinny materidl: Listy in vitro rosicky okrahlolistej (Drosera rotundifolia), listy in vitro
rosicky kapskej (Drosera capensis) (Obrazok 3.6).

Pomocky: Skalpel, pinzeta, sterilné Petriho misky, sterilné kultivacné nadoby, kadicky,
odmerny valec, flaSa s GL45 uzéverom.

Pristroje: BSC, rastova komora, vahy, magnetické mieSadlo, pH meter, autoklav.

Chemikalie: MS médium s vitaminmi, sacharéza, destilovana voda.

Postup:

1. Pripravit kvapalné regeneratné meédium [/2 MS médium s vitaminmi, 1% (w/v)

sacharéza, pH 4.9]:
a. Vypocitat ndvazky a pripravit’ kvapalné regeneraéné médium objemu uréené¢ho
na laboratornom cviceni, postupovat’ podl'a kapitoly 2.1.2 a kapitoly 4.3.
b. Kvapalné¢ médium rozliat’ do sterilnych kultivacnych néddob (50 ml/nadobu)
v BSC a ak je médium horuce, treba ho nechat’ vychladnut’.

2. Pripravit rastlinné explantaty:

a. Sterilnou pinzetou vybrat’ rastlinu z kultiva¢nej nddoby a preniest’ na sterilnt
Petriho misku (v BSC).
b. Sterilnym skalpelom odrezat’ listy a preniest’ pinzetou do regeneraéného média

v kultivacnej naddobe.

c. Kultivovat’ v rastovej komore 3 az 4 tyzdne.

Obrazok 3.6 Ukazka in vitro rastlin D. capensis (A) a D. rotundifolia (B). Ukéazka in vitro
regeneracie D. rotundifolia priamou organogenézou s vyuzitim listov ako rastlinnych

explantatov (C) (Zdroj: autori).
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3. Vyhodnotit™:

Ci pletivo regeneruje — tvoria sa priamo vyhony (Obrazok 3.6C),
b. ¢inedoslo ku kontamin4cii.
c. Fotograficky zdokumentovat’ a urobit’ tzv. zrkadlo, kde budu fotky Petriho

misiek s explantatmi na zaciatku experimentu a v Case.

3.2.4 Indukcia tvorby vyhonov z listov a stopiek in vivo fialky africkej
Princip: Kapitola 1.2

Fialka africka (Saintpaulia ionantha) je obl'ibend okrasna crepnikova rastlina, ktort je 'ahké
pestovat’ v in vivo a aj v in vitro v porovnani s inymi bylinnymi okrasnymi rastlinami. Téato
kvalita z nej robi idedlny systém pre experimenty s regeneraciou in vitro. Rod Saintpaulia patri
do ¢elade Gesneriaceae, ktord pozostava hlavne z tropickych krikov a bylinnych rastlin. Medzi
d’alSie obl'ibené okrasné rastliny z rovnakej ¢el'ade patria prvosienky kapské a gloxinie. Rod
Saintpaulia bol pomenovany po barénovi von Saint-Paul-Illaire, ktory tuto rastlinu priniesol
z Tanzanie do Europy v roku 1892. Fialka africka sa stala oblibenou izbovou rastlinou vd’aka
jej vizualnej pritazlivosti, tolerancie tiefia a schopnosti kvitnut’ pod umelym svetlom. Jednym
z doévodov popularity tejto rastliny je aj jej 'ahké rozmnozovanie. Korene sa mozu tvorit’ z

listov alebo stopiek, ktoré sa umiestnia do vody.

antéry (pelnica)  pelnica pitka (stonka alebo stopka nestica antéry)

pel

Obrazok 3.7 Fialka africkd, Casti jej reproduktivneho orgénu a ukézka regeneracie listovych

segmentov a segmentov stopky fialky africkej (Zdroj: autori).
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Mikropropagaciu fialky africkej je mozné dosiahnut’ z réznych typov explantatov ako
su listové segmenty, petioly, okvetné listky alebo antéry (pelnice). Pel'nice st podlhovasté ZIté
vacky, v ktorych sa tvoria pelové zrnd (Obrazok 3.7).

Regeneracia moéze byt indukovand bud® pomocou priamej alebo nepriame;j
organogenézy, alebo pomocou priamej alebo nepriamej somatickej embryogenézy. V pripade

in vitro regeneracie s vyuzitim pel'nic sa vyuzivaji puky kvetov s priemerom 3-5 mm.

Rastlinny materidl: Listy fialky africkej rastucej v in vivo podmienkach (v kvetinaci).

Pomocky: Sklena fTaSa z GL 45 uzéverom, kadi¢ky, odmerny valec, skalpel, pinzeta, sterilné
pipetovacie $picky, mikropipety, sterilné Petriho misky, sterilné nadoby s uzaverom.
Pristroje: pH meter, vahy, autoklav, BSC, magnetické mieSadlo, trepacka, rastova komora.
Chemikalie: Sterilna destilovand voda, MS médium s vitaminmi, agar, sachar6za, 96% etanol,
SAVO, Tween 20, zasobné roztoky rastovych regulatorov kyselina naftyl octova (NAA) a 6-
benzylaminopurin (BAP).
Postup:

1. Pripravit’ regeneracné médium [MS médium s vitaminmi, 3% (w/v) sachardza a 0,8%

(w/v) agar, pH 5.7]:

a. Vypocitat ndvazky a pripravit regeneratné médium objemu ureného na
laboratérnom cviceni, postupovat’ podl'a kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

a. Vypocitat’ si kol'ko (ul) rastovych reguldtorov je potrebné pridat’ do média
uréeného objemu, aby sa ziskala vysledna koncentracia 0,1 mg.dm™> NAA a |
mg.dm™ BAP, postupovat’ pri vypoéte podla kapitoly 4.3.

b. Regeneracné médium (ak je stuhnuté) rozvarit v mikrovinnej rire a nechat
Ciastocne ochladit’.

c. Do chladnticeho regeneracného média v BSC pridat’ potrebny objem rastovych
regulatorov a nasledne rozliat’ do sterilnych Petriho misiek a nechat’ vychladnut’.

2. Prenos rastlinného materidlu do in vitro podmienok:

a. Vybrat’ stredne vel’ky zdravy list a odrezat’ skalpelom stopku blizko miesta, kde
sa pripaja k stonke.

b. Pripravit’ si roztok 70% (v/v) etanolu (objem bude uréeny na cviceni) a naliat’
do sterilnej nadoby s uzédverom.

c. Preniest’ list do roztoku 70% (v/v) etanolu, nddobu uzavriet vrchndkom

a premiesavat’ cca 1 minttu na trepacke.
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d. V BSC zliat’ 70% etanol do zbernej kadicky a pridat’ 10% (v/v) SAVO s 2-3
kvapkami Tweenu (list musi byt cely namoceny v roztokoch) a premiesavat
v uzavretej nadobe na trepacke 15 minut.

e. Preniest’ (v BSC) list do novej sterilnej nddoby a 3 x 5 minut premyt’ so sterilnou
destilovanou vodou, premiesavat na trepacke..

3. Priprava rastlinného materialu:

a. Preniest (v BSC) povrchovo sterilizovany list do sterilnej Petriho misky
a oddelit’ stopku od listu pomocou skalpela.

b. Po rozrezani listu na segmenty tieto segmenty preniest’ na regeneracné médium
tak, aby sa abaxialnou stranou dotykali média.

c. Stopku narezat’ aj na 3-5 mm casti a preniest’ na regenera¢né médium.

d. Petriho misky s rastlinnymi explantatami fotograficky zdokumentovat’.

e. Kultivovat' v rastovej komore 4 tyzdne.

4. Vyhodnotit’ v ¢ase (po 1., 2., 3. a 4. tyzdni kultivacie):
a. Ci sterilizacia bola dostato¢na a nedo$lo ku kontaminacii.,
b. ¢ipletivo reagovalo na regenera¢né médium.

c. Fotograficky dokumentovat’ v Case.

3.3 Multiplikacia in vitro rastlin a prenos do ex vitro podmienok

Ciel’: Otestovat’ moznosti multiplikacie in vitro rastlin a ich prenosu z in vitro do kvetinacov.

3.3.1 Multiplikacia rastlin tabaku virginskeho rastucich v podmienkach in
vitro

Princip: Kapitola 1.2

Rastlinny materidl: /n vitro rastliny tabaku virginskeho Nicotiana tabacum L.

Pomdcky: Sterilné kultivaéné nddoby s uzaverom, pinzeta, skalpel, sterilné Petriho misky,
sklena fT'asa s GL45 uzaverom.

Pristroje: BSC, rastova komora, autoklav, pH meter, vahy, magnetické mieSadlo, mikrovinna
rura.

Chemikalie: MS médium s vitaminmi, agar, sachardza, destilovana voda.
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Postup:
1. Pripravit regeneraéné médium [MS médium s vitaminmi, 2% (w/v) sacharéza, 0,8%

(w/v) agar, pH 5.7]:

b. Vypocitat’ navazky a pripravit regenerané médium objemu urceného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

a. MS médium rozliat' do kultivaénych nadob, nechat’ stuhnut’. (V pripade, ze
médium uz stuhlo, pred rozliatim do kultivaénych naddob rozvarit’ v mikrovinnej
rure).

2. Priprava rastlinného materialu:

a. Rastlinu vybrat’ sterilnou pinzetou z kultiva¢nej nddoby a preniest’ na sterilnu
Petriho misku.

b. Na Petriho miske pomocou sterilnej pinzety a skalpelu oddelit’ listy (Obrazok
3.8) a preniest’ explantaty do pripravenych kultivaénych nadob s médiom.

c. Nadoby uzavriet a preniest’ do rastovej komory.

3. Vyhodnotit’ po 7. a 14. diloch:
a. Ci pletivo regeneruje,
b. ¢inedoslo ku kontaminacii.

c. Fotograficky zdokumentovat’

s Ly, |

rastovy vrchol nodalny segment

Obrazok 3.8 Postup pri multiplikacii in vitro rastlin tabaku virginskeho (Zdroj: autori).
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3.3.2 Multiplikacia in vitro rastlin Drosera rotundifolia a Drosera capensis
Princip: Kapitola 1.2

Rastlinny material: /n vitro rastliny rosi¢ky okrahlolistej Drosera rotundifolia a rosicky

kapskej Drosera capensis.
Pomocky: Sterilné kultivacné nadoby s uzaverom, pinzeta, skalpel, sterilné Petriho misky,
sklena fTasa s GL45 uzaverom.
Pristroje: BSC, rastova komora, autoklav, pH meter, vahy, magnetické mieSadlo, mikrovinna
rura.
Chemikalie: MS médium s vitaminmi, agar, sacharédza, destilovana voda.
Postup:
1. Pripravit regenera¢né médium [1/2 MS médium s vitaminmi, 1% (w/v) sacharéza, 0,8%

(w/v) agar, pH 4.9]:

a. Vypocitat navazky a pripravit regeneratné médium objemu uréeného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

b. MS médium rozliat’ do kultivaénych nadob, nechat’ stuhnut’. (V pripade, Ze
médium uz stuhlo, pred rozliatim do kultiva¢nych nadob rozvarit’ v mikrovinnej
rure).

2. Priprava rastlinného materialu:

a. Rastliny (Obrazok 3.9) v BSC vybrat sterilnou pinzetou z nadoby a preniest’ na
sterilnt Petriho misku.

b. Na Petriho miske pomocou pinzety a skalpelu rozobrat’ na jednotlivé malé
rastlinky.

c. Preniest’ malé rastlinky do pripravenych kultivaénych nadob s médiom.

d. Uzavriet nadoby a dat’ do rastovej komory.

3. Vyhodnotit’ po 7. a 14. diroch:
a. Cipletivo regeneruje,
b. ¢inedoslo ku kontamindcii.

c. Fotograficky zdokumentovat'.
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Obrazok 3.9 Rosicka okruhlolista v in vitro podmienkach (Zdroj: autori).

3.3.3 Prenos in vitro rastlin do ex vitro

Princip: Kapitola 1.2

Rastlinny materidl: /n vitro rastliny tabaku virginskeho Nicotiana tabacum L.

Pomdcky: Kvetind¢ s podnosom, pinzeta, skleny zavaraninovy pohar na prikrytie.

Pristroje: Kultivaénd miestnost’.

Chemikalie: Sterilné destilovana voda, zdhradny substrat, odstata voda na polievanie.

Postup:

1.

A L e

Zdravé rastliny s dobrym koreniovym systémom v laboratériu opatrne vybrat’ pomocou
pinzety tak, aby nedoslo k poskodeniu rastliny.
Opatrne zbavit rastlinu zvySkov agaru a premyt’ korene sterilnou destilovanou vodou.
Opatrne rastlinu zasadit’ do kvetinaca so zeminou.
Prikryt rastlinu sklenym pohérom a poliat’ odstatou vodou.
Preniest’ do kultiva¢nej miestnosti a pravidelne kontrolovat’ vlhkost’ zeminy.
Po tyZdni opatrne odstranit’ pohar a pravidelne zavlazovat’.
Vyhodnotit:
Ci prenos do ex vitro bol Gspesny,
b. ¢inedoslo ku kontamin4cii.

c. Fotograficky zdokumentovat’ v Case.
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3.4 Vplyv kultivaénych podmienok na obsah fotosyntetickych
pigmentov

Ciel’: Otestovat’ vplyv svetelnych podmienok na obsah fotosyntetickych pigmentov.

3.4.1 Vplyv svetelnych podmienok na obsah fotosyntetickych pigmentov
Princip: Kapitola 1.3

Rastlinny material: Sterilné semend repky olejnej (Brassica napus L.), 7-dnové listy in vitro

kli¢encov repky olejne;.

Pomocky: Petriho misky, parafilm, pinzeta, skalpel, kadicky, odmerny valec, fl'asa s GL45
uzaverom, trecia miska, mikroskimavky, mikropipety, pipetovacie Spicky, kadicky, kyvety.
Pristroje: BSC, rastovd komora, vahy, pH meter, magnetické mieSadlo, autoklav,
spektrofotometer.

Chemikalie: Destilovana voda, MS médium s vitaminmi, sachar6za, agar, aceton, morsky
piesok.

Postup:

1. Pripravit médium (KM) podporujtce kli¢enie semien [MS médium s vitaminmi, 1%

(w/v) sachar6za, 0,8% (w/v) agar, pH 5.7]:
a. Vypocitat’ navazky a pripravit’ regenerané KM médium objemu uré¢eného na
laboratérnom cviceni, postupovat’ podl'a kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.
a. b. Rozvarit KM (ak je stuhnuté) v mikrovinnej rire apo dostato¢nom
vychladnuti rozliat’ do sterilnych Petriho misiek v BSC a nechat” stuhnut’.

2. Pripravit rastlinny material na analyzu:

a. Pomocou sterilnej pinzety poukladat’ vysterilizované semend na pripravené
Petriho misky s KM médiom.
b. Petriho misky zaparafilmovat a fotograficky zdokumentovat’.
c. Kultivovat’ v rastovej komore 7 dni za kultivaénych podmienok 23°C:
i.  Standardné svetelné podmienky,
ii.  poloSero (Petriho misky umiestnit’ v rastovej komore tak, aby na ne
nedopadalo svetlo v plnej miere.),
iii.  tma (Petritho misky zabalit do alobalu a tak umiestnit do rastovej
komory.

3. Stanovenie obsahu fotosyntetickych pigmentov:

a. Po 7. dnoch kultivacie fotograficky zdokumentovat’.
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Otvorit’ Petriho misky a odobrat’ 50 mg rastlinného materidlu (listy) na analyzu.
V trecej miske zhomogenizovat 50 mg rastlinného materidlu s trochou
morského piesku a s 5 ml 80% (v/v) aceténu.
Zhomogenizovanu zmes preniest’ do mikroskimavky a centrifugovat’ 2 mintty
pri 4000 rpm a laboratdrnej teplote.
Supernatant preniest’ do novej mikroskimavky a znova centrifugovat’ 2 mintty
pri 4000 rpm a laboratdrnej teplote.
Supernatant preniest’ do ¢istej mikroskimavky a nasledne do kyvety.
Pomocou spektrofotometra zmerat absorbanciu (A) v kyvete pri réznych
vinovych dizkach:
i. 663nm,
ii. 646nm,
iii. 470nm.

4. Vypocitat’ obsah fotosyntetickych pigmentov:

a.

Vypocitat’ koncentraciu chlorofylu a podla vzorca:

Cchia = 12,21 . Age3 — 2,81 . Agas(mg.g™h)

b. Vypocitat’ koncentraciu chlorofylu b podl'a vzorca:

C.

Cenib = 20,13 . Asas— 5,03 . Ages (mg.g™)
Vypocitat’ koncentraciu karotenoidov podla vzorca:

(1000.4470 — 3,27 .cchia — 104.cchiv)
229 [mg.g]

Ckarotenoidov =

d. Vypocitat’ obsah:

i. Celkového chlorofylu (Chl a + Chl b) [mg.g™'],
ii. pomer Chl a/Chl b,

iii. pomer celkovy chlorofyl/karotenoidy.

5. Vyhodnotenie:

a. Kvalitativne: fotograficky zdokumentovat, zhodnotit, ¢i boli fenotypové

rozdiely pri kultivacii v roznych svetelnych podmienkach a ak ano aké.

Kvantitativne: zostrojit’ jednotlivé grafy (Chl a vs. svetelné podmienky, Ch/
b vs. svetelné podmienky, celkovy chlorofyl vs. svetelné podmienky,
karotenoidy vs. svetelné podmienky, pomer Chl a/Chl b vs. svetelné podmienky,
pomer celkovy chlorofyl/karotenoidy vs. svetelné podmienky) ana zaklade
pomerov fotosyntetickych pigmentov zhodnotit do akej mieri svetelné

podmienky kultivacie boli pre kli¢enie rastlin stresové.
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3.5 Stanovenie Zivotaschopnosti pel’u in vitro

Ciel: Otestovat’ zivotaschopnost’ pel'u pomocou testu farbenia bunkovej steny a testu in vitro

kli¢ivosti.

3.5.1 Stanovenie Zivotaschopnosti pel’u in vitro
Princip: Kapitola 1.4

Rastlinny materidl: Kvety tabaku virginskeho (Nicotania tabacum L.) v roznom $tadiu vyvinu.

Pomocky: Skalpel, pinzeta, filtracny papier, Petriho misky, pravitko, mikroskiimavky, géza,
podlozné a krycie skla, mikropipety, pipetovacie $picky, Sparadlo, kvapkadlo

Pristroje: Mikroskop, binokularny mikroskop.

Chemikadlie: Sterilnd destilovana voda, roztok [>-KI (0,5% (w/v) I v 1% (w/v) KL,), 1% (w/v)
roztok metylénovej modrej, sacharéza, kyselina borita, dusi¢nan vapenaty, komer¢ne dostupny
roztok laktofenolovej modre;.

Postup:

1. Izolacia pel'ovych zin:

a. Pomocou pravitka a vizualnej pomocky (Stadium 6, Obrazok 3.10) vybrat

vhodné kvety na zber zrelého pel’u.

st 2 st 3
15 -16 mm 19 -21 mm 25 -27 mm
st 4 sth st6
4_:
5-37n 46 -49 mm 52 -55 mm

Obrazok 3.10 Stadia vyvinu kvetov tabaku. Zrely pel’ sa produkuje v §tadiu 6 (Zdroj:

http://www.ueb.cas.cz/cs/content/jak-se-sklizi-pyl).

b. Pomocou skalpelu odrezat’ stopky, na ktorych su kvety tesne pod kvetnym

16Zkom, pri¢om treba davat’ pozor, aby nedoslo k poSkodeniu kvetov.
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Opatrne otvorit’ korunné lupienky a skalpelom odrezat’ tyCinky s pel'nicami.
Pelnice odrezat’ a poukladat’ na Petriho misku s filtraénym papierom a nechat’
susit’ do druhého dia (Obrazok 3.11).

Na druhy den popraskané pelnice so zrelym pelom na povrchu preniest’ do
kadicky a zakryt' gazou. (Gaza bude fungovat’ ako sito, cez ktoré sa oddelia

pelnice od pel’u.).

Pel’ oddelit’ pomocou gazového sita na Petriho miske.

Obrazok 3.11 Ukazka postupu pri izolacii pel'ovych zin (Zdroj: autori).

2. Stanovenie viability pel'u farbenim pomocou jodidového (I;-KI) farbenia:

a.

b.

.

f.

Na ¢isté podlozné sklo si kvapatkom kvapnut’ jednu kvapku roztoku I>-KI.
Pomocou S$paradla preniest malé mnozstvo pelovych zfn do kvapky na
podloznom skle.

Takto pripravené podlozné sklo prekryt’ krycim sklickom a nechat’ 5 mintt na
laboratornom stole.

Na jednu stranu skla prilozit’ filtraény papier a na druht stranu kvapatkom
pridavat’ vodu, kym sa roztok pod krycim sklom uplne neodfarbi.

Preparat vlozit’ pod mikroskop a pozorovat’ sfarbenie pel'ovych zin.

Viabilny pel’ bude tmavo-hnedo sfarbeny.

3. Stanovenie viability pel’'u farbenim pomocou metylénovej modrej:

a.

Na cisté podlozné sklo si kvapkadlom kvapnut jednu kvapku roztoku
metylénovej modre;.

Pomocou S$paradla preniest malé mnozstvo pelovych zfn do kvapky na
podloznom skle.

Takto pripravené podlozné sklo prekryt krycim sklom anechat’ 5 minat na

laboratornom stole.
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.

f.

Na jednu stranu skla prilozit’ filtracny papier a na druhu stranu kvapatkom
pridavat’ vodu, kym sa roztok pod krycim sklom uplne neodfarbi.
Preparat vlozit’ pod mikroskop a pozorovat’ sfarbenie pel'ovych zin.

Viabilny pel’ bude tmavo modro sfarbeny.

Stanovenie viability pel'u testom kli¢ivosti:

a.

d.

.

Zarobit kli¢iaci roztok [10% (w/v) sacharéza, 1,62 mmol.dm™ kyselina borita
(Mw=61.83 g/mol), 1,829 mmol.dm dusi¢nan vapenaty
(Mw=164.088 g/mol)]. Objem bude uréeny na cviceni.

Na cisté podlozné sklo si kvapkadlom kvapnut’ jednu kvapku kliciaceho roztoku.
Pomocou S$paradla preniest malé mnozstvo pelovych zfn do kvapky na
podloznom skle.

Takto pripravené podlozné sklo prekryt’ krycim sklom a nechat’ minimalne 30
minit na laboratornom stole uzatvorené¢ v Petriho miske, aby nedoslo
k vysychaniu kli¢iaceho roztoku.

Po 30 minutach pridat’ kvapku roztoku laktofenolovej modre;.

Rast pel'ovych vackov pozorovat’ pod mikroskopom.

5. Vyhodnotit™:

a.

Urcit vakych vyvinovych Stddiach boli puky tabaku a fotograficky
zdokumentovat’.

Vypocitat’ kli¢ivost’ pelu v % (pocet kli¢iaceho pel'u vzhl'adom k celkovému
poctu pel'ovych zin na fotke z mikroskopu).

Vypocitat’ viabilitu pel'u pri jednotlivych farbeniach v % (pocet viabilného pel'u
vzhl'adom k celkovému poctu na fotke z mikroskopu).

Porovnat’ vysledky z tychto stanoveni, vyhodnotit’, ktoré stanovenie sa ukazuje
ako najvhodnejsie.

Sucast'ou budu fotky z binokularneho mikroskopu a z mikroskopu.
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3.6 Hydroponia

Ciel: Osvojit’ si techniku hydropdnie a otestovat’ moznosti vyuzitia hydroponie pri Stadiu

vplyvu stresovych podmienok na rast rastlin.

3.6.1 Priprava rastlinného materialu na hydroponiu
Princip: Kapitola 1.2 a Kapitola 1.5

Rastlinny material: Semena tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.).

Pomocky: Sterilné Petriho misky, parafilm, pinzeta, kadicky, odmerny valec, fl'asa s GL45
uzaverom, mikropipety, pipetovacie Spicky, kadicky, sterilné kultivacné nadoby s vrchnakom,
Miracloth, noZnice, sterilné Sparadla.

Pristroje: BSC, rastova komora, kultiva¢na miestnost’, vahy, pH meter, magnetické miesadlo,
autoklav, trepacka.

Chemikadlie: Destilovand voda, MS médium s vitaminmi, sachardza, agar, 96% etanol, sterilna
destilovana voda.

Postup:

1. Pripravit kli¢iace médium (KM) [MS médium s vitaminmi, 1% (w/v) sacharéza, 0,8%

(w/v) agar, pH 5.7].

a. Vypocitat' navazky a pripravit regeneracné médium objemu urCeného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

b. Rozvarit KM v mikrovlnnej rare (ak je stuhnuté) a po dostatocnom vychladnuti
rozliat’ do sterilnych Petriho misiek v BSC.

2. Povrchovo sterilizovat’ semena tabaku virginskeho:

a. Pripravit’ 70% (v/v) etanol objemu urceného na cviceni.

b. Semend tabaku zabalit’ do filtracného materialu Miracloth a zaviazat’ nitkou tak, aby
semena pocas sterilizacie nevyplavali do steriliza¢ného roztoku.

c. Batoztek v BSC ponorit’ do sterilnej kultiva¢nej nddoby so 70% etanolom ana
trepacke premieSavat’ 5 minat.

d. V BSC nadobu otvorit’, batoztek sterilnou pinzetou vybrat’ a preniest’ do novej
sterilnej kultivacnej naddoby so 150 ml sterilnej destilovanej vody a uzavriet
vrchndkom. PremieSavat’ na trepacke 5 minut.

e. V BSC nadobu otvorit’, vodu zliat’ do zbernej nadoby a pridat’ nov sterilnu vodu

a proces opakovat’ eSte 3-krat.
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f. Batdztek preniest’ v sterilnom prostredi na sterilni PM so sterilnym filtracnym
papierom, otvorit’ batoztek pomocou (nad plamenom) vysterilizovanych noznic
a pinzety.

g. Preniest’ batoztek na sterilnti Petriho misku a nechat’ vol'ne vysusit’ v BSC.

h. Po vysuseni v BSC uzavriet Petriho misku so semenami a uskladnit’ v chladnicke
pri 4°C.

3. Preniest’ semend na kli¢iace médium:

a. Pomocou pinzety a sterilného Sparadla poprenasat’ jednotlivé sterilné semena tabaku
na Petriho misku s médiom a to tak, ze Sparadlo sa odoberie zo sterilnej nadoby
sterilnou pinzetou a kratko zl'ahka sa zapichne do média. Nésledne sa Sparadlo
dotkne sterilného semena a prenesie na kli¢iace médium (Obrazok 3.12A).

b. Petriho misky so semenami na kliciacom médiu uzavriet’ parafilmom a kultivovat’

2-3 tyzdne v rastovej komore.

Obrazok 3.12 Ukézka prenosu povrchovo sterilnych semien tabaku virginskeho na kli¢iace

médium (A). Prenos rastlin do hydroponie (B) (Zdroj: autori).

3.6.2 Prenos rastlin do hydroponie

Princip: Kapitola 1.5

Rastlinny material: 2-3 tyzdne staré in vitro rastliny tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum
L.).

Pomdcky: Petriho misky, pinzeta, kadicky, odmerny valec, flaSa s GL45 uzdverom,
mikropipety, pipetovacie $picky kultivacné nadoby bez vrchnaku, noznice, plastové plavaky.

Pristroje: Kultiva¢nd miestnost’, vahy, pH meter, magnetické miesadlo, autokldv, termostat.
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Chemikalie: Sterilnd destilovana voda, chemikalie potrebné pre hydropéniu (Tabulka 7

a Tabulka 8).

Postup:

1. Vypocitat koncentracie na zaklade navazok a zapisat’ do Tabul’ky 7 a Tabulky &:

a.

Zistit molekulové hmotnosti jednotlivych makro- a mikro-prvkov a zapisat’ do

Tabul’ky 7 a Tabulky 8.

2. Pripravit’ zdsobny roztok makro-prvkov:

a.

Navazit’ jednotlivé komponenty makro-prvkov a rozpustit’ v sterilnej vode do

objemu 2 dm?, pric¢om roztok bude 2x koncentrovany oproti zdkladnému.

3. Pripravit zasobnv roztok mikro-prvkov:

a.

b.

Navazit’ jednotlivé komponenty mikro-prvkov a rozpustit’ v sterilnej vode do
objemu 0,5 dm?, pri¢om roztok bude 100 x koncentrovany.

Zasobné roztoky makro-prvkov a mikro-prvkov sterilizovat’ autokldvovanim.

4. Pripravit %> Hoaglandov roztok obsahujici makro- a mikro- prvky zo zasobnych

roztokov s vyuzitim sterilnej destilovanej vody:

a.

Zasobny roztok makroprvkov je 2 x koncentrovany (oproti zakladnému
Hoaglandovmu roztoku) — vypocitat’ kol’ko ml bude potrebné na pripravu 2
Hoagland roztoku, objem bude ur¢eny na cviceni.

Zasobny roztok mikroprvkov je 100 x koncentrovany (oproti zakladnému
Hoaglandovmu roztoku) — vypocitat’ kol’ko ml bude potrebné na pripravu 2

Hoagland roztoku, objem bude ur¢eny na cviceni.

5. Preniest’ rastliny tabaku virginskeho do hydroponie:

a.

€.

f.

Kultivaéné nadoby na hydropdniu pred pouzitim dat’ na 2 hodiny do termostatu
pri teplote 80°C a nésledne nechat’ vychladnut’.

Noznicami vystrihnt’ plavaky podl'a priemeru pohdra s otvorom pre korene.
Rozliat’ /2 roztok Hoaglandu do poharov (150 ml roztoku/pohar).

Z Petriho misiek opatrne vybrat’ klience aj s korefimi (rovnomerného vzrastu),
zbavit’ zvySkov agaru a umiestnit’ do plavaku tak, aby korene presli cez otvor
a vlozit’ na hladinu roztoku v nddobe (Obrazok 3.12B).

Fotograficky zdokumentovat’.

Preniest’ do kultiva¢nej miestnosti.

6. Po tyzdni fotograficky zdokumentovat’, vymenit %> Hoaglandov roztok za Cerstvy

a nechat’ rast’ eSte tyzden v kultiva¢nej miestnosti.

7. Vyhodnotit po 2 tyzditoch rastu:
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Ci rastliny v hydropénii rastli,
b. ¢inedoslo ku kontaminacii,

c. fotograficky zdokumentovat’ v case.

Tabul’ka 7 Vypocet findlnej koncentracie 2x koncentrovaného Hoaglandovho roztoku

makroprvkov.
1x 2x 2x Hoagland
koncentrovany | koncentrovany koncentrovany
navazok [g] navazok [g] koncentracia
Makroprvky objem [1 dm’] | objem [2dm?] | Mw [g.mol | [mol.dm>3]

MgSO4 .7 H20 0,3697
KNOs3 0,4044
CaCl2.2H20 0,4439
NaH:PO4.2H20 | 0,2917
Na:HPOs4 . 12H20 | 0,0465
FeSO4.7 H20 0,0179

NaNO3 0,3399
NH4Cl1 0,2139
NH4NO3 0,1601

Tabul’ka 8 Vypocet findlnej koncentracie 100 x koncetrovaného Hoaglandovho roztoku mikro-

prvkov.

1x 100x 100x
koncentrovany | koncentrovany koncentrovany
navazok [g] navazok g| Mw koncentracia

Mikroprvky objem [1 dm?] | objem [0,5 dm?] [g.mol ] [mol.dm™]

H3BOs3 0,0085 0,425

Na:MoOs . 2 H20 | 0,00006 0,003

MnSOs4 . S H20 0,005 0,25

ZnS04.7 H20 0,00066 0,033

CuSO4.5 H20 0,0008 0,04

Poznédmka: Mikro-prvky sa pripravuju vo forme zasobného roztoku 100-krat koncentrovaného.
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3.6.3 Vyuzitie hydropoénie na §tudium vplyvu salinity na rast a vyvin rastlin
Princip: Kapitola 1.5

Salinita je hlavnym abiotickym stresom v pol'nohospodérskych regionoch na celom svete
s vyznamnym vplyvom na produkciu kulturnych plodin. Slanost’ vznikd bud’ ako dosledok
odlesnovania a stupajticej hladiny slanej vody (tzv. slanost’ suchych oblasti), alebo ako désledok
zavlazovania slanou vodou (tzv. zavlazovacia salinita). Zatial' ¢o slanost’ pddy je komplexna,
NaCl sa povazuje za primarnu sol' prispievajiicu k salinite, pretoze sa hojne vyskytuje
v mnohych pddach a ma vel'mi vysokl rozpustnost’. V zavislosti od rastlinného druhu a typu
experimentu sa moze aplikovat’ nizky, stredny alebo silny sol'ny stres. Koncentracia NaCl sa
najdastejsie aplikuje v rozsahu od 100 mmol.dm™ do 300 mmol.dm™, takisto v zavislosti od
rastlinného druhu a od trvania experimentu; a to bud’ pocas kratkeho obdobia (obvykle 7 - 10
dni) a dlhodobého obdobia (az do dospelosti rastliny).

Slanost’ vytvara pre rastliny dilemu; zvysené hladiny anorganickych mineralov v
prostredi vytvaraju osmoticky a vodny stres, ale zaroven poskytuju lacné osmotikum na
znizenie osmotického potencidlu buniek a tym zabraiuju strate vody.

Reakciu rastlin na slanost’ rozdel'ujeme do dvoch hlavnych faz. V priebehu niekol’kych
minut az dni dochédza k redukcii rastu nezavislej od i6nov, dochadza k uzavretiu prieduchov
a inhibicii bunkového rastu hlavne vo vyhonkoch. Druha faza prebieha v priebehu dni alebo
dokonca tyzdinov a tyka sa hromadenia hladin cytotoxickych ionov, ktoré spomaluju
metabolické procesy, spdsobuju pred¢asné starnutie a nakoniec bunkovu smrt’. Tolerancia voci
salinite je riadend mnoZstvom fyziologickych a molekuldrnych mechanizmov, ako osmoticka
tolerancia, i0nova tolerancia a pletivova tolerancia. Osmotickd tolerancia nastupuje pomerne
rychlo a zahfia rychly pokles vodivosti prieduchov na zachovanie vody. Vyuziva rychle
signalizatné mechanizmy na velké vzdialenosti (od korena k vyhonku). Vstup soli do
koreniového systému spusta aktivaciu niekol’kych signélnych kaskad, ktoré generujii ibnovu
toleranciu a to obmedzenim pritoku i6nov Na" do korefa a zniZenim translokacie ionov Na"
do d’alSich Casti rastliny. Pletivova tolerancia predstavuje kompartmentaciu toxickych ionov do
vakuol, aby sa zabranilo Skodlivym tG¢inkom na cytoplazmatické procesy.

Prolin je jeden z najviac Studovanych osmoprotektantov v rastlinach. Prolin posobi ako
chelator, moze chelatovat tazké kovy v rastlinach, priCom dochadza k tvorbe netoxického
komplexu kov-prolin. Taktiez posobi ako antioxidant, molekularny Saperon a urychl’'uje aktivitu
mnohych enzymov. Prolin znizuje Skodlivé u¢inky mnohych abiotickych stresorov a tazké
kovy. Rastliny rozpoznévaju stres prostrednictvom svojich korenovych systémov a prenasaju

signaly, aby doslo k produkcii ochrannych komponentov. Jednou z najddlezitejSich reakcii
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rastlin na osmoticky a oxidacny stres je biosyntéza prolinu. ZvySena akumulacia prolinu je
povazovana za odraz tolerancie rastliny voci abiotického stresu.

Obsah prolinu v rastlinnych pletivaich moze byt’ stanoveny viacerymi metédami, medzi
ktoré patri aj kolorimetrické stanovenie. V roku 1952 Chinard publikoval préacu, v ktorej
uviedol, ze pri kyslom pH ninhydrin méze tvorit’ Cerveny produkt s prolinom a ornitinom, ¢o
je mozné pouzit’ na odhad koncentracie tychto aminokyselin v roztoku (Obrazok 3.13).

Povodny kolorimetricky test na baze ninhydrinu sa neskor eSte vylepsil astal sa
Standardnou metdédou na stanovenie obsahu prolinu pre mnohé laboratoria. Tento test je

jednoduchy, spol'ahlivy a je kvantitativny.

modro-fialovy komplex

o] [¢) 0
O + =NH, —» N
OH ?

(o] o] (o]

Zlto-oranzowvy

) produkt
prolin o

(o]
OH 7
m‘OH » Fe HN N:j
(o) (o]

Obrazok 3.13 Ninhydrinovy test je chemicky test vykondvany na zistenie pritomnosti
amoniaku, primarnych/sekundarnych aminov alebo aminokyselin. Tento test zahfna pridanie
ninhydrinového ¢inidla do testovanej vzorky, ¢o vedie k vytvoreniu farebného komplexu, ktory
je zvycajne fialovy alebo modry a Casto sa oznacuje ako ,,Ruhemannova fialova®“. Intenzita
sfarbenia je priamo umernd koncentracii aminokyselin pritomnych vo vzorke. Ak je vo vzorke
prolin (sekundarny amin), prolin reaguje s ninhydrinom za vzniku zltého sfarbenia. Pri vysSich
teplotdch (~100°C) sa zltd zlicenina transformuje na purpurovocervent (Zdroj:

https://byjus.com/chemistry/ninhydrin-test/, upravené).

Rastlinny material: Rastliny tabaku virginskeho Nicotiana tabacum L. po 1 tyzdni v hydropodnii.

Pomocky: Petriho misky, pinzeta, kadicky, odmerny valec, fl'aSa s GL45 uzaverom,
mikropipety, pipetovacie Spicky pravitko, mikroskimavky (objem 2 ml), stojan na
mikrospiimavky, spektrofotometrické kyvety, trecia miska, Spachtl’a.

Pristroje: Kultivatna miestnost, vahy, magnetické mieSadlo, UV-VIS spektrofotometer,

centrifuga, termoblok, vortex.
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Chemikalie: Sterilné destilovana voda, NaCl, zasobné roztoky makro a mikro prvkov potrebné

pre pripravu Hoaglandovho roztoku (Tabul'ka 7 a Tabulka 8), ninhydrin, 96% etanol, kyselina

octova, tekuty dusik.

Postup:

1. Aplikacia sol'ného stresu v hydroponii:

a.

d.

€.

Zo zésobnych roztokov makro amikro prvkov (Uloha 3.6.2) pripravit '
Hoaglandov roztok, objem bude uréeny na zdklade poctu rastlin v hydroponii
tak, aby polovica tohto objemu obsahovala NaCl o koncentracii 250 mmol.dm"
3.

Rastliny v hydroponii rozdelit’ na 2 skupiny s rovnakym poc¢tom. Jedna skupina
rastlin bude rast’ bez stresu a druhd skupina rastlin bude rast’ v podmienkach
soI'ného stresu.

Opatrne pinzetou chytit plavak, v ktorom st umiestnené rastliny a vyliat
z kultivacnej nadoby 2 Hoaglandovy roztok s/bez NaCl a nahradit’ ho Cerstvym.
Rastliny nechat’ rast’ 1 tyzden v kultivanej miestnosti.

Fotograficky zdokumentovat’.

2. Analyza stresovanych a nestresovanych (kontrolnych) rastlin:

a.

Opatrne odobrat’ rastliny s plavakom, ktoré réstli v hydroponii 1 tyzden
v/bez pritomnosti NaCl.
Odstranit’ noznicami plavak a fotograficky zdokumentovat'.
i. Zmerat dizku korefiov u stresovanych a nestresovanych rastlin
a fotograficky zdokumentovat’ vel'kost’ rastlin.
Spektrofotometrické stanovenie obsahu prolinu:
1. Pripravit’ reakéni zmes obsahujiucu: 1% (w/v) ninhydrin, 20% (v/v)
etanol a 60% (v/v) kyselinu octovi. Objem bude urCeny na cviceni
v zéavislosti od poctu vzoriek.
ii. Odobrat’ 200 mg rastlinného materialu (listy), a vlozit’ do trecej misky
s tekutym dusikom.
1ii. Homogenizovat’ pletivo v tekutom dusiku (Obrazok 3.14).
iv. Zmes preniest do mikroskimavky a nasledne okamzite pridat’ 1,5 ml
96% etanolu.
v. Dobre premiesat’ pomocou vortexu.
vi. Zmes centrifugovat’ 10 min. pri 14000 rpm, pri laboratornej teplote.

vii. Odobrat’ supernatant (500 pul) do novej mikroskimavky.
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viil.

1X.

X1.

Xil.

Xiil.

X1V.

8. Vyhodnotit”:

Pridat’ 1000 pl reakénej zmesi.

Pripravit’ blank: Do prazdnej mikroskiimavky napipetovat’ 500 pul 96%
etanolu a 1000 pl reakénej zmesi.

Inkubovat’ vzorky a blank v termobloku pri teplote 95°C 20 mintt.

Po inkubacii vzorky ochladit’ na I'ade a nasledne centrifugovat’ 1 minttu
pri laboratornej teplote a pri 14 000 rpm.

Preniest mikropipetou roztok z mikroskimavky do 1 ml kyvety
a spektrofotometricky merat’ absorbanciu pri 520 nm oproti blanku.
Vypocitat’ obsah prolinu v 200 mg pletiva na zéklade kalibra¢nej krivky
Obsah prolinu vyjadrit’ v mg pripadajucich na gram pletiva [mg/g].
Porovnat obsah prolinu v stresovanych vzorkach v porovnani

s nestresovanymi vzorkami a vyjadrit’ formou grafu.

a. Ci bol rozdiel medzi rastlinami, ktoré rastli v/bez pritomnosti NaCl vzhl’'adom

na:

I.

11.

Celkovy vzhlad (fotograficky) a dizku koretiov (formou grafu).

na celkovy obsah prolinu (formou grafu).

b. Cinedoslo ku kontaminacii poc¢as kultivacie v hydropoénii, ak dno uviest’ preco.

Obrazok 3.14 Ukazka pripravy rastlinného materialu na analyzu (Zdroj: autori).
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3.7 Transformacia rastlin pomocou Agrobacterium tumefaciens

Ciel: Oboznamit’ sa s metdodou transformécie rastlin pomocou A4. tumefaciens s vyuzitim

listovych segmentov tabaku virginskeho ako modelovej rastliny.

3.7.1 Priprava bakerialneho inokula

Princip: Kapitola 1.6 a Kapitola 1.2.6

Bakteridlny kmen a plazmid: Agrobacterium tumefaciens GV3101 obsahujici binarny vektor

(Obrazok 3.15)

GUs

(9569) TspMI - Xmal

(10,768) EcoNI

(9595) Pacl
(9585) EcoRl
(9583) Sacl
(9581) EcoS3kl
(9577) Kpnl
(9573) ACcHSI
(9571) Smal

(9564) BamHI
(9558) xbal
(9552) Sall
(9550) Sbfl

Motl (92)

PBINPLUS
12,396 bp

Pasl (645)

PshAl (1412)

Miul (1643)
BStEIl (1752)
Apall (1852)

BstXl (2686)

NPTII =
w
(9534) Hindlll Y
(9527) Ascl
(9230) Xmnl
{9108) BspDI - Clal
(8817) Mausl
(8622) Afill
(8474) Apal
(8470) PspOMI
(8219) BstBl

RB LB

4.
JP/"(Or: R

L8 T.DNA P

T-DNA oblast

Sfil (4318)

(4647)

Ndel (4876)
alel (s002)

Mfel (5272)
FspAl (S658)
Nrul (6155)

(7290) Bmtl
(7286) Nhel
(7271) Bsu36l

{6401) Ahdl
(6343) BbvCl
(6253) SanDI

Obrazok 3.15 Mapa binarneho vektora pBinPlus, do ktorého bola klonovana expresna kazeta
transgénu pozostavajuca z reportérového B-glukuronidazového génu (GUS) pod kontrolou
konstitutivneho CaMV 35S promoétora. T-DNA oblast’ pozostava z expresnej kazety [3-
glukuronidazového a expresnej kazety selekéného neomycin fosfotransferazového génu (NPTII
) pod kontrolou konstitutivneho nopalin syntdzového promoétora (Zdroj: autori, mapa
SnapGene).

(Poznédmka: Agrobacterium tumefaciens GV3101 ma rezistenciu na antibiotikum rifampicin,
binarny vektor obsahuje mimo T-DNA oblasti selekény markerovy gén zabezpecujuci
rezistenciu vo¢i kanamycinu. Ak sa v kultivatnom médiu nachddza antibiotikum rifampicin
a kanamycin prislusnej koncentracie, znamena to, ze nam vyrasta len bunky konkrétneho

bakterialneho kmena, ktoré obsahuju aj binarny vektor).
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Pomécky: Kadicky, odmerny valec, fl'aSa s GL45 uzaverom, mikropipety, pipetovacie Spicky,

Sparadld, pinzeta, Erlenmayerove banky s uzaverom.

Pristroje: BSC, vahy, pH meter, magnetické mieSadlo, autoklav, termostat, spektrofotometer,

kyvety, sterilné centrifugacné tuby o objeme 50 ml, centrifuga.

Chemikalie: Destilovand voda, MS médium s vitaminmi, sachardza, agar, pepton, kvasnicny

autolyzat, NaCl, sterilny zasobny roztok antibiotika rifampicinu (25 mg.cm™) a kanamycinu

(100 mg.cm™), sterilné rastové regulatory o zdsobnej koncentracii 10 mg.cm™ NAA a 10

mg.cm™ BAP.

Postup:

1. Pripravit’ kvapalné Luria a Bertani (LB) médium [1% (w/v) pepton, 0,5% (w/v)

kvasniény autolyzat, 1,5% (w/v) NaCl, pH 6.9; 25 mg.dm™ rifampicin, a 100 mg.dm™

kanamycin] v objeme ucenom na cviceni:

a.

d.

Vypocitat’ ndvazky a pripravit médium objemu ur¢eného na laboratéornom cviceni,
postupovat’ podl'a kapitoly 2.1.2 a kapitoly 4.3.

Médium rozliat’ do Erlenmayerovych baniek (20 ml/banku), uzavriet a sterilizovat’
autoklavovanim.

Vypocitat’ si kol’ko (ul) antibiotik je potrebné pridat’ do média urc¢eného objemu,
aby sa ziskala vysledna koncentracia rifampicinu (25 mg.dm™) a kanamycinu (100
mg.dm™), postupovat pri vypodte podl'a kapitoly 2.1.7, kapitoly 2.1.8 a kapitoly 4.3.
Do vychladnutého LB média v BSC pridat’ antibiotiké prisluSného objemu.

2. Pripravit’ kvapalné kalus indukéné médium [MS médium s vitaminmi (MS), 3% (w/v)

sachardza, 0,8% (w/v), pH 5.7; 1 mg.dm™ NAA, 0,2 mg.dm™ BAP]:

a.

b.

a. Vypocitat' navazky a pripravit regeneracné médium objemu urceného na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.2 a kapitoly 4.3.
Vypocitat’ si kol’ko (ul) rastovych regulatorov je potrebné pridat’ do média urceného
objemu, aby sa ziskala vysledna koncentracia 1 mg.dm™ NAA a 0,2 mg.dm™ BAP,
postupovat’ pri vypocte podla kapitoly 4.3.
Do vychladnutého média v BSC pridat’ potrebny objem rastovych regulatorov.

3. Priprava noénej kultiry agrobaktéria:

a.

Do pripraveného kvapalného LB média s antibiotikami v BSC pridat’ mikropipetou
20 pl kvapalnej bakterialnej kultiry (4. tumefaciens nesuci binarny vektor).

Kultivovat’ na trepacke pri 200 rpm v tme pri teplote 27°C. (Poznamka: vysSia
teplota sa neodportuca, nakol’ko pri vyssej teplote sa Agrobacterium dostava do

stresu a zbavuje sa binarneho vektora).
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c. Nadruhy den vyrastent kultaru buniek centrifugovat v sterilnej centrifugacnej tube
(objem 50 ml) 10 min pri 4000 rpm a teplote 4°C.

d. Supernantant zliat' a bunky nésledne rozuspendovat’ v 20 ml tekutého kalus
indukéného média.

4. Priprava bakteridlneho inokula:

a. Rozsuspendovani bunkovu kultiru nariedit na ODg2 = 0,6 s kvapalnym kalus
indukénym médiom (spektrofotometricky zistenim absorbancie pri 620 nm), pricom

riedenie urobit’ na celkovy objem bakteridlneho inokula 100 ml.

3.7.2 Transformacia listovych segmentov tabaku virginskeho pomocou
Agrobacterium tumefaciens

Princip: Kapitola 1.6

Rastlinny materidl: 6 tyzdiov staré in vitro listy tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.).

Bakterialny kmen a plazmid: Bakteridlne inokulum (Kapitola 3.7.1).

Pomocky: Skalpel, pinzeta, sterilné Petriho misky, mikropipety, sterilné pipetovacie Spicky
kadicky, odmerny valec, flasa s GL45 uzaverom, sterilny filtraCny papier.
Pristroje: BSC, rastova komora, vahy, magnetické mieSadlo, autoklav.
Chemikdlie: MS médium s vitaminmi, sachar6za, agar, destilovand voda, rastové regulatory
o0 zasobnej koncentracii 10 mg.cm™ NAA a 10 mg.cm™ BAP, sterilny zasobny roztok
antibiotika kanamycinu (100 mg.cm™) a cefotaxinu (100 mg.cm™). (Poznamka: kanamycin
vmédiu méd za ulohu vytvorit’ selekény tlak, cefotaxin v médiu ma za ulohu zabranit
prerastaniu agrobaktéria pocas regeneracie transformovanych buniek).
Postup:

1. Pripravit’ pevné kalus indukéné médium [MS médium s vitaminmi (MS), 3% (w/v)

sachardza, 0,8% (w/v) agar, pH 5.7; 1 mg.dm™ NAA, 0,2 mg.dm™ BAP; 100 mg.dm™

kanamycin, 500 mg.dm™ cefotaxim]:

a. Vypocitat navazky a pripravit regeneratné médium objemu urcené¢ho na
laboratornom cviceni, postupovat’ podla kapitoly 2.1.3 a kapitoly 4.3.

b. Vypocitat' si kolko (ul) rastovych regulatorov je potrebné pridat do média
uréeného objemu, aby sa ziskala vyslednd koncentricia 1 mg.dm™ NAA a0,2

mg.dm™ BAP, postupovat’ pri vypoéte podl'a kapitoly 4.3.
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.

Vypocitat’ si kol’ko (ul) antibiotik je potrebné pridat’ do média uréené¢ho objemu,
aby sa ziskala vysledna koncentricia kanamycinu (100 mg.dm™) a cefotaximu (500
mg.dm™), postupovat pri vypoéte podl'a kapitoly 4.3.

Médium, ak je stuhnuté, rozvarit’ v mikrovinnej rire a do chladniceho média v BSC
pridat’ potrebny objem rastovych regulatorov a antibiotik.

Rozliat’ do sterilnych Petriho misiek a po vychladnuti uzavriet.

2. Transformécia rastlinnych buniek:

a.

f.

V BSC sterilnou pinzetou odobrat’ list ana sterilnej Petriho miske narezat’ na
segmenty (pozri tlohu 3.2.2).

Podliat’ listové segmenty [umiestnené adaxiilnou stranou dole, (Obrazok 3.5)
bakteridlnym inokulom tak, aby plavali, ale sa celé¢ nezmacali.

Uzavriet’ do alobalu, preniest’ do rastovej komory a ko-kultivovat’ 2-3 dni.

Po ko-kultivacii Petriho misky v BSC otvorit’, vybrat’ listové segmenty a kratko
osusit’ ich prenesenim (adaxidlnou stranou dole) na sterilny filtracny papier.

Po osuSeni preniest’ listové segmenty na Petriho misky s kalus-indukénym médiom,
ale umiestnit’ uz adaxialnou stranou hore.

Kultivovat’ v rastovej komore 2-3 tyzdne.

3. Vyhodnotit' v ¢ase (po 1., 2. a 3. tyzdni):

a
b.
C.

d.

Fotograficky zdokumentovat' v ¢ase.
vyhodnotit’ ¢i nedoslo ku kontaminacii,
¢i bola koncentracia cefotaxinu dostato¢na na zabranenie prerastania agrobaktéria,

¢i doslo k tvorbe potencialne transgénnych kalusov.

3.7.3 Histochemické stanovenie aktivity beta-glukuronidazového génu

Princip: Kapitola 1.6

Histochemické stanovenie aktivity GUS (B-glukuronidazy) je Siroko pouzivana technika

v rastlinnych biotechnologidch za ucelom:

i.  Dokazu uspesnej transformacnej udalosti,

il.  Stadia aktivity Studovaného promotora v rastlinach nielen pocas ich rastu a vyvinu, ale

aj v podmienkach environmentélneho stresu.

Gén kodujuci enzym beta glukuroniddzu bol izolovany z E. coli. Gus gén sa pouziva ako

reportérovy gén v rastlinach, pretoze sa prirodzene v nich nevyskytuje, co ul'ahcuje detekciu

jeho aktivity. NajcCastejSie pouzivanym substratom na detekciu aktivity GUS je 5-brém-4-

97



chlor-3-indolyl-B-D-glukuronid (X-Gluc). X-Gluc je bezfarebny a rozpustny vo vode. Enzym
B-glukuronidaza hydrolyzuje substrat X-Gluc za vzniku kyseliny glukurénovej a 5-brom-4-
chlor-3-indolylu. Ten podlicha oxidacnej dimerizacii za vzniku nerozpustného modrého
farbiva, 5,5'-dibrém-4,4'-dichlér-indiga. Modré zrazenina sa tvori priamo v mieste aktivity
GUS, ¢o umoznuje vizudlne detegovat’ miesto expresie gus génu (Obrazok 3.16). Tato zmena
farby je zvycCajne viditelna volnym okom v zavislosti od toho, ako je expresia beta-
glukuronidazy silnd. Enzymatické reakcia prebieha v timivom fosfatovom roztoku, pricom pre
lepSiu permeabilizaciu do buniek sa mdze eSte do reakénej zmesi pridat’ detergent Triton X-
100. Reakcia prebieha pri teplote 37°C.

Rastlinny materidl: Potencidlne transgénne kalusové pletivo tabaku virginskeho (Nicotiana

tabacum L.) (4loha 3.7.2).

Pomécky: Skalpel, pinzeta, mikropipeta, sterilné pipetovacie Spicky, stojan na mikroskimavky,
mikroskumavky.
Pristroje: BSC, termostat.
Chemikélie: Reakény roztok [S0 mmol.dm™ fosfatovy tlmivy roztok (pH 7.0) s obsahom 2
mmol.dm™ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glukuronidu (X-Gluc, Duchefa)], 96% etanol.
Postup:

1. Pripravit’ 70% (v/v) etanol objemu urc¢eného na cviceni.

2. Cerstvo narezané kalusové pletivo inkubovat’ v 200 ul reakéného roztoku v termostate

24 hodin pri teplote 37°C.
3. Na druhy denl reakény roztok odstranit’ a nahradit’ 70% roztokom etanolu.
4. GUS aktivitu detegovat’ ako modré sfarbenie pletiva v oblasti enzymovej aktivity.

5. Fotograficky zdokumentovat'.

Obrazok 3.16 Ukazka histochemického stanovenia GUS aktivity v rastlinnom pletive. Modré
sfarbenie pletiva indikuje transgénnu udalost, zatial ¢o bledé pletivo sa povazuje za

netransgénne (Zdroj: autori).
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4 Vypocty pouzivané v in vitro laboratoriu

4.1 Premena jednotiek

Medzinarodna sustava SI definuje 7 zakladnych veli¢in a im zodpovedajucich SI jednotiek
(hmotnost’, latkové mmnozstvo, termodynamicka teplota Kelvin, cas, dizka, svietivost,
elektricky prud). Zavadza tiez jednotky odvodené a jednotky nasobné, dielCie a vedlajSie.
Znacka jednotky definovand v sustave SI je zavdzna. Symbol vSak jednozna¢ne dany nie je a
moze sa odliSovat’. Odvodené veli¢iny vznikli kombinéaciou zakladnych veli¢in (napr. hustota,
koncentracia, tlak....). Odvodené veli¢iny umoznuju priame vyjadrenie konkrétnej vlastnosti.
Hodnota danej veliiny je tvorena ¢islom a jednotkou, pricom rovnaka hodnotu je mozné
vyjadrit’ viacerymi sposobmi. Napriklad, hmotnost’ 12,25 mg = 0,01225 g = 0,00001225 kg.
Pre cisla prili§ velké alebo malé sa pouziva tvar s dekadickym exponentom (Obrazok 4.1,

Tabul'ka 9). Napriklad 0,01225 g = 0,00001225 kg = 1,225.10° kg

1 mol =10% mmol
=10% pmol
=10° nano mol

1 nanomol = 10 pmol
=10% mmol
=107 mol

1mol =10%mmol 1 nanomol = 10 pmol

1 mmol = 10° umol 1 umol = 10" mmol
1 pumol =10° nano 1Tmmol =102 mol
mol > mili- = mikro-=> nano- nano- = mikro- = mili-=+ mol
1 108 108 10° 1 103 106 10
1kg=10%¢g 1pg=10°mg
=10 mg =10%g
=10%pg =109kg

Obrazok 4.1 Ukazka premeny jednotiek.

TabuPlka 9 NajpouzivanejSie nasobky a diely.

Predpona Znacka Nasobok (mocnina) | Nasobok (¢iselne)
Tera T 102 1 000 000 000 000
Giga G 10° 1 000 000 000
Mega M 10° 1 000 000

Kilo K 10° 1 000

Mili M 10 0,001

Mikro u 10 0,000 001

Nano N 107 0,000 000 001
Piko P 10712 0,000 000 000 001
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Pri premienani zlomkovych hodnét sa postupuje nasledovne:
Priklad: Treba premenit’ 5 mg.m™ na g.cm™.

e Uvedomit’ si kol'’ko mé 1 gram miligramov:

1000 mg = 1g alebo Img =0,001g=103g
e Uvedomit si kol'ko cm® je 1 m*:
1 m’=10%cm’
Potom:
5mg.m>=5.(103/10° =5.10° g.cm™

1073

1
- 0
= 10—9 106

Priklad 1. Prevedte 0,252 mmol.I"" na zékladné jednotky mol.m™.
1 mmol = 107 mol a teda 0,252 mmol = 0,252.10" mol
11=10°m?
0,252 mmol.I"! = (0,252 mmol)/ (10 m?)= (0,252. 10 mol)/(10 m?)= 0,252 mol/m’

alebo 0,252 mol. m™
= 0.252 19—/3

~ 1104

Priklad 2. Prevedte 21,1 ug.cm>na kg.m>.
21,1 pg.cm™=21,1.10° kg/10® m*= 21,1 . 10> kg.m™

ug — mg — g — kg
lpug=1.10°"mg=1.10°g=1.10"kg (1 kg=10° g=10°mg =10’ pg)
21,1 pg =21,1.10° mg=21,1.10° g =21,1.10° kg
10°°
108

= 1 0 -9- ('6)2 1 0('9)+6 = 1 0':3

Iem=0,0lm (Im=100cm)
lem’=0,01*#0,01*%0,01= 1.10° m?
1 cm*=10° m? (1 m® = 100*100*100= 1000000= 10° cm?)
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4.2 Koncentracia roztokov

Percentualna koncentracia vyjadruje pocet dielov latky rozpustnej v 100 dieloch roztoku.
Moéze byt vyjadrend pomocou:

e Hmotnostnych percent (w/w), ktoré su definované ako mnozstvo latky [g] v 100 g
vysledného roztoku. Napriklad: Treba pripravit’ 10% (w/w) KCI, to znamend, ze sa
rozpusti 10 g v 100 g vysledného roztoku [10 g/100 g=0,1 a 0,1*100=10%]

e Objemovych percent (v/v), ktoré¢ su definované¢ ako mnozstvo mililtrov latky na 100
ml vysledného roztoku. Napriklad: Treba pripravit’ 70% (v/v) roztok izopropanolu, to
znamena, ze 70 ml izopropanolu sa doplni s rozpustadlom do celkového objemu 100
ml [70 ml/100 ml = 0,7 a 0,7*100 = 70%)].

e Hmotnostno-objemovych percent (w/v), ktoré st definované ako mnozstvo gramov
latky na 100 ml vysledného roztoku. Napriklad: Treba pripravit 10% (w/v) KCI, to
znamena, ze 10 g KCl sa rozpusti v menSom objeme rozpustadla a po rozpusteni doplni

do objemu 100 ml [10 g/100 ml =0,1 a 0,1*100=10%]

Koncentréciu latok je mozné vyjadrit’ aj pomocou:
m
e Hmotnostnej koncentracie (napr. mg.cm™) ateda € = 5

(m — hmotnost’, V — objem), potom m = ¢*V,

n
e mélovej koncentracie (napr. mol.dm®) € = = atedaC =
\% Mwx+V

(Mw - molekulova hmotnost’ chemickej latky, V — objem roztoku), potom m = c*Mw*V.

Poznamka: V in vitro laboratériu sa zvyc¢ajne pouziva hmotnostna koncentracia.

4.3 Priprava regenera¢ného média

4.3.1 Vypocet navazkov jednotlivych komponentov pevného regenera¢ného
média

Priklad 3. Treba pripravit' 200 ml pevného regeneracného média: MS médium s vitaminmi, 2%
(w/v) sacharoza a 0,8% (w/v) agar, pH 5.7.
MS médium s vitaminmi sa dodava v praskovej forme a vyrobca na obale vzdy uvadza

koncentriciu (v tomto pripade koncentriciu 4,4 g.dm™). To znamena, e na pripravu 1 litra
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média je potrebné navazit’' 4,4 g. Na zaklade toho sa prepocita kol'ko gramov bude potrebné
navazit’ pre pripravu 200 ml média:
200 ml média: 0,88 g MS média s vitaminmi [4,4 g/1000 ml=0,0044 g/ml
a teda na 200 ml: 0,00844*200 =0,88]
2% sacharoza: 4 g sacharozy [4 g/200 m1=0,02 a teda 0,02*100=2%]
0,8% agar: 1,6 g agaru [1,6 g/200 ml = 0,008 a teda 0,008*100=0,8%]

Priklad 4. Treba pripravit 200 ml pevného regeneracného média zloZenia: % MS médium

s vitaminmi, 2% sacharoza a 0,8%, pH 5.7
Pozndmka: Niekedy sa na pripravu média nepouziva MS médium s vitaminmi
v koncentracii odportcanej vyrobcom (4,4 g.dm™), ale pouziva sa v poloviénej
koncentracii, €o sa oznacuje ako 2 MS. To znamen4, Ze na pripravu 1 litra média je pri 2
MS potrebné navazit' 2,2 g. Na zéklade toho sa prepocita kol’ko gramov bude potrebné
navazit’ pre pripravu 200 ml média:
200 ml média: 0,44 g MS média s vitaminmi [(2,2/1000)*200=0,44]
2% sacharo6za: 4 g sacharozy [4 g/200 ml=0,02 a teda 0,02*100=2%]
0,8% agar: 1,6 g agaru [1,6 g/200 ml = 0,008 a teda 0,008*100=0,8%]

4.3.2 Vypocet objemu, ktory je potrebny zo zasobného roztoku rastového
regulatora pridat’ do regenera¢ného média, aby sa dosiahla jeho pozadovana
koncentracia v médiu

Priklad 5. Regeneracné médium ma obsahovat rastovy regulator NAA o koncentracii 100
mg.dm™. K dispozicii je zdasobny roztok NAA o koncentrdcii 0,1 g.cm?. Treba vypocitat aky
objem zo zdsobného roztoku NAA treba pridat do regeneracného média o objeme 200 ml.

Bilanéna schéma

Prady:
Vstupné:
1. RoztokNAA____ 1 3. Roztok MS médium + NAA 1. Rostok NAA
AC 2. Roztok MS médium
m3 Vystupné:
- . — 3. Roztok MS médium s NAA
2. Roztok MS médium ZmieSavanie
m2 A,B,C
N Zlozky:
B,C A - NAA prasok
B - MS médium prasok
C -voda
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Zlozka Prud 1 Prud 2 Prud 3
A (NAA mia - ms3a
praskoveé) mia = m3a
c1A*V1= c3a*V3
B (MS médium | - mzB ms3p
praskove) mpp = M3B
C (voda) mic mac m3c
m3c=mjc+ myc
mi my m3
Spolu m3=m; + mp
m; = miatmic | mp = mpp + mMac ms3 = m3aA + m3p + m3c

Pri materidlovej bilancii bez chemickej reakcie plati zakon zachovania hmotnosti:

mip + my = ms3

Prud 1 (roztok NAA): m; = mia+ mic

Prad 2 (roztok MS): my = mzp + mac

Prad 3 (roztok MS + NAA): m3 = m3a + m3g + msc

Pre praskové NAA (zlozka A): mia + moa = m3a (prud 2 neobsahuje zlozku A teda NAA a
preto mpa=0)

mia =ms3a ateda cia*Vi=c3a*V3 (c =m/V, hmotnostné koncentracia)

c3%V3
cl

Vypodet potrebného objemu: V1 =

Vi—objem, ktory treba pridat’ do roztok MS média zo zasobnej koncentracie
c1 —koncentracia zasobného roztoku NAA
c3 —koncentracia v regeneranom médiu

V3 - objem vysledného roztoku MS média aj s NAA

Poznamka: Koncentracia rastovych latok je v priklade udana vo forme hmotnostnej

koncentracie.

Rie$enie prikladu:

¢1=0,1 g.cm™= 100 mg.cm™
¢3=100 mg.dm>= 0,1 mg.cm?
V3 =200 ml =200 cm?

Vi=?
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V prvom kroku treba zjednotit’ jednotky (premenit’ dm? na cm? alebo opaéne, podobne mg
na gramy alebo opacne) a dosadit’ do vzorca: Vi= (c3*V3)/ ¢1=(0,1*¥200)/100 = 20/100 =
0,2 cm®*=0,2 m 1= 200 ul

Odpoved’: Do regeneracného média treba pridat’ 200 pl zo zdsobného roztoku NAA.

4.3.3 Vypocet zasobnej koncentracie rastového regulitora, aby sa zo
zasobného roztoku rastového regulatora do regeneraéného média pridal
presne urceny objem, za ucelom dosiahnutia jeho poZadovanej koncentracie
v médiu.

Priklad 6. Regeneracné médium ma obsahovat rastovy regulator NAA o koncentracii 50
mg.dm?. Treba vypocitat, akii zasobnii koncentrdaciu NAA je potrebné pripravit, aby sa do
regeneracného média o objeme 200 ml pridalo 50 ul zo zasobného roztoku.

Bilan¢néd schéma

Prady:
m1 Vstupné:
1.RoztokNAA__ M7, 3. Roztok MS médium + NAA 1. Roztok NAA
A,C 2. Roztok MS médium
m3 Vystupné:
. L . — 3. Roztok MS médium s NAA
2. Roztok MS médium ZmieSavanie
m2 A,B,C
N Zlozky:
B,C A - NAA prasok
B - MS médium prasok
C -voda
Zlozka Prud 1 Prud 2 Prud 3
A (NAA mia - ms3a
praskoveé) mia = m3a
c1A*V1= ¢c3a*V3
B (MS médium | - mzB ms3p
praskove) mpp = M3B
C (voda) mic mac m3c
msc=mic+ myc
mj mp ms3
spolu m3=m; + my
m; = mia+mic | mp =mpp + myc ms = m3a + m3g + mM3c
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c3+V3
A"

Vypocet potrebnej koncentracie: €1 =

c1 —koncentracia zasobného roztoku NAA, ktory treba pripravit’

Vi - objem, ktory treba pridat’ do roztok MS média zo zadsobnej koncentracie

c3 —koncentracia v regeneranom médiu

V3 - objem roztoku MS média s NAA

Poznamka: Koncentracia rastovych latok je v priklade udana vo forme hmotnostnej

koncentracie

Rie$enie prikladu:

¢3=50 mg.dm?= 0,05 mg.cm?

V3 =200 ml =200 cm?

Vi =150 ul=0,05ml=0,05 cm®

c1="7?

V prvom kroku treba zjednotit’ jednotky (premenit dm? na cm® alebo opaéne, podobne mg
na gramy alebo opacne)

Pouzit' na vypodet vzorec: e1*Vi=c3*Vs €1 = (¢3*V3)/V,

a dosadit’ do vzorca: ¢i= (c3*V3)/V1=(0,05%200)/0,05 = 200 mg.cm

Odpoved’: Zasobny roztok NAA ma byt pripraveny o koncentracii 200 mg.cm™.

4.3.4 Riedenie regenera¢ného média

Niekedy je potrebné pripravit’ zasobny roztok (napriklad Hoaglandov roztok), ktorého zasobna
koncentracia je vyjadrena tym, ze je napriklad 2-krat koncentrovany. Potom sa pracovny roztok
pripravi nasledovne: zmieSa sa 1 diel zasobného roztoku s 1 dielom riedidla (vody).

Podmienkou st rovnaké objemové jednotky.

Priklad 7. Vypocitajte kolko ml zasobného Hoaglandovho roztoku mikroelementov treba pouzit
na pripravu 200 ml roztoku, ak zasobny roztok mikroelementov je 50-krat koncentrovany.
RieSenie: 50-krat koncentrovany znamena, ze na 1 diel zasobného roztoku pripada 49
dielov riedidla (vody).
Vypocet pre 200 ml roztoku: 200 : 50 =4 ml
Riedidlo: 200 — 4 = 196 ml
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Odpoved’: Na pripravu 200 ml roztoku bude potrebné zmiesat’ 4 ml zasobného roztoku
a 196 ml vody.

4.4 Vypocet regeneracnej ucinnosti

Pri vypocte regeneracnej ucinnosti (RU) v percentdich sa vychddza z celkového poctu
explantatov, ktoré sa pouzili v experimente a z poctu explantatov, ktoré reagovali na zlozenie

regeneratného média tvorbou kalusov alebo vyhonov.

pocet explantatov tvoriacich kalus/vyhon

1009
celkovy pocet explantatov i %

RU

Ak sa stane, ze pocas regeneracie Cast’ explantatov skontaminuje, potom sa tieto explantaty do

vypoctu nezaratavaju.

Priklad 8. Vypocitajte regeneracnu ucinnost' v %, ak sa v experimente pouzilo 150 explantatov,
pricom len 40 explantatov tvorilo aspon 1 kalus.
Vypocet: (40/150)*100 = 26,7%

Odpoved: Regeneracna ucinnost’ je 26,7%.

Priklad 9. Vypocitajte regeneracnu ucinnost' v %, ak sa v experimente pouzilo 150 explantatov,
z toho 50 explantatov po tyzdni skontaminovalo, pricom len 40 explantatov tvorilo aspon 1
kalus.

RieSenie: Treba si uvedomit’, ze Cast’ explantatov skontaminovala a tak sa musi tento pocet

odcitat’ od celkového poctu pouzitych explantatov: 150 — 50 = 100

(40/100)*100 = 40,0%

Odpoved: Regeneracna ucinnost’ je 40,0%.

5 Spracovanie a vyhodnotenie vysledkov

Ziskané vysledky sa vyhodnocuju bud’ kvalitativne formou fotografickej dokumentacie
experimentu v Case a/alebo kvantitativne formou grafov alebo tabuliek. Nie je mozné vSak
uvadzat’ tie isté vysledky vo forme tabulky aaj vo forme grafu, nakolko by sa jednalo
o duplicitu vysledkov. Obrazky, tabul’ky a grafy sa umiestiiuju az za textom, kde sa prvykrat

uvadzaju, pricom je potrebné sa na ne v texte odvolavat’. Nie je mozné pouzit’ obrazky, tabul'ky
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alebo grafy a v samotnom texte ich neuvadzat’. V pripade, ze by obrazky, tabul’ky alebo grafy
narusali kontinuitu textu a zbyto¢ne zviacSovali plochu protokolu, je mozné ich umiestnit’ az na
koniec celého textu. Legenda v obrazkoch, tabul'’kach a grafoch musi byt’ dostato¢ne rozpisana,
aby boli samo vysvetliteI'né pre Citatel'a. Velkost’ obrazkov a grafov ma byt primerand, aby boli

dobre Citatel'né, ale zaroven nezaberali prilis velku plochu.

5.1 Kbvalitativne vyhodnotenie

Kvalitativne vyhodnotenie zahrituje fotografické zdokumentovanie experimentu na jeho
zaciatku a potom po ur¢itom ¢asovom obdobi napriklad po jednom tyzdni, po dvoch alebo troch
tyzdnoch atd’., v zavislosti od typu experimentu. Fotografickym zdokumentovanim je mozné
sledovat’, ¢i pletivo reaguje pozitivne alebo negativne na regeneraéné podmienky a po akom
casovom obdobi dochddza napriklad k tvorbe kalusov alebo vyhonov. Pri takomto type
dokumentovania sa Standardne vyuziva fotograficky aparat a v pripade, Ze je potrebné urobit’
detailnejsi zaber, je mozné pouzit’ laboratérnu binokularnu lupu, resp. laboratérny mikroskop.
Obrazok moze zahrnovat’ bud’ len jednu fotografiu (Obrazok 5.1), avSak ¢asto sa pouziva aj tzv.
zrkadlo (Obrazok 5.2). Zrkadlo predstavuje stbor fotografii, pricom kazda fotografia v iom
musi byt oznac¢ena bud’ vel'’kym alebo malym pismenom (napr. A, B... alebo a, b....). Pre lepSiu
orientaciu v legende obrazka sa tieto pismena oznacujui tuénym pismom. V texte protokolu sa
potom treba odvoldvat’ uz na konkrétnu fotografiu v obrazku (napr. Obrazok5A alebo Obrazok

5B).

Obrazok 5.1 Rastlina tabaku (Nicotiana tabacum L.) po tyzdni v hydropdnii (Zdroj: autori).
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Obrazok 5.2 In vitro regeneracia tabaku (Nicotiana tabacum L.). (A) Listové explantaty
pouzité v experimente. (B) Tvorba kalusov po 3 tyzdnoch regeneracie na médiu podporujiiceho
tvorbu kalusov. (C) Tvorba vyhonu. (D) Vytvorené vyhony prenesené na médium podporujice

ich elongaciu (Zdroj: autori).

5.2 Kvantitativne vyhodnotenie

Kvantitativne vyhodnotenie sa vyjadruje formou tabuliek alebo grafov. Odporuca sa navrhnat
experiment s minimalne 3 biologickymi replikdtmi a z nich potom urobit’ aritmeticky priemer.

Biologicky replikat je termin pouzivany na oznacenie nezavislych vzoriek, ktoré su
spracované a analyzované rovnakym sposobom v ramci jedného experimentu. Jeho ucelom je
zachytit’ biologicku variabilitu.

Technicky replikat je opakované meranie tej istej vzorky pomocou rovnakého
protokolu a podmienok, pri¢om zohl'adiiuje variabilitu v merani tej istej vzorky.

»Outliers® alebo odPahlé hodnoty su data, ktorych hodnota sa vyznamne liSi od
ostatnych hodndt v analyzovanom subore. Takéto hodnoty mdzu ovplyvnit interpreticiu
vysledkov. Moze to byt sposobené variabilitou merania alebo vysledkom experimentélnej
chyby, a preto st tieto hodnoty niekedy vylucené z analyzovaného suboru hodnoét.

Variabilitu v datach je mozné vyjadrit pomocou strednej chyby priemeru alebo
pomocou smerodajnej odchylky. Stredna chyba priemeru (,,Standard Error of the Mean®,
SEM) je statisticky ukazovatel’, ktory vyjadruje, aka je pravdepodobna variabilita priemeru.
Mensia hodnota SEM hovori, Ze priemer vzorky je presnejsim odhadom skuto¢ného priemeru
populacie, zatial' ¢o vicSia hodnota SEM naznacuje vicsiu neistotu v odhade priemeru.
Smerodajna odchylka (,,Standard Deviation®, SD) je Statisticky ukazovatel’, ktory vyjadruje,

ako st hodnoty rozptylené okolo jej priemeru, teda aké je variabilita v datach.
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Spracované vysledky sa uvadzaji vo forme aritmetického priemeru = SEM alebo = SD.
Pri experimentoch, kde st k dispozicii len jeden alebo dva biologické replikaty, SEM alebo SD
sa neuvadzajq.

Ziskané vysledky sa moézu vyjadrit’ vo forme tabul’ky (Tabul'ka 10), samostatného grafu
(Obrazok 5.3) alebo sa mdzu vyjadrit’ vo forme suboru grafov a vtedy sa oznacia ako obrazok

(Obrazok 5.4). V grafe musi byt uvedeny nazov osix ay.

Tabul’ka 10 Efektivnost’ tvorby vyhonov repky olejnej (Brassica napus L.).

Odroda Efektivnost’ tvorby vyhonov(%) SEM (%)
Mirakel 85,8 4.8
Lagonda 43,0 11,4
Menthal 54,2 2,9

SEM — stredné chyba priemeru, Efektivnost’ tvorby vyhonov (%) - pocet explantatov tvoriacich

aspoi jeden vyhon pripadajuci na celkovy pocet explantatov pouzitych v experimente.

100 -

9

< 40
20 -
0

Mirakel Lagonda Menthal odroda

Efektivnost tvorby vyhonov

Obrazok 5.3 Efektivnost’ tvorby vyhonov repky olejnej (Brassica napus L.) v % vyjadrena
ako pocet explantatov tvoriacich aspoi jeden vyhon pripadajuci na celkovy pocet explantatov
pouzitych v experimente. Udaje predstavuji aritmeticky priemer + strednti chybu priemeru

(Zdroj: autori).
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Obrazok 5.4 Efektivnost’ tvorby kalusov (A) a vyhonov (B) repky olejnej (Brassica napus L.)
v % vyjadrend ako pocet explantatov tvoriacich aspoi jeden kalus/vyhon pripadajici na celkovy
podet explantatov pouZitych v experimente. Udaje predstavuju aritmeticky priemer + strednt

chybu priemeru (Zdroj: autori).
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