Krasa TC

— m¢é zkuSenosti s technikami mikropropagace v obrazech.

Kultivace stonkovych segmenti. Meristémové kultury.
Kultivace vzrostnych vrcholki. Kultivace rostlin z axilarnich pupeni.

Hegemonie vrcholu.

Vrcholek rostliny je jejim panem. Svou nadvladou / apikédlni dominanci/ reguluje rust
vSech ostatnich ¢asti. Poslem instrukei jsou pfedev§$im hormony, které fidi vztahy mezi
jednotlivymi ¢astmi rostliny a spolu s ostatnimi /enzymy,vitaminy a dalSimi, o kterych jesté ani
nevime/ tvofi harmonicky komplex, jehoz ¢asti jsou mezi sebou navzajem obdivuhodné
propojeny a tvoii jeden funkéni celek. Zasahem skalpelu do téchto vztahli se poustime na velice
tenky led. /Je az obdivuhodné co u rostlin znamena touha zit./

Ve vegetatnim vrcholku rostliny a v nejmladsich listcich se ve vétsi mife tvofi hormon
auxin. Ten putuje smérem doll rostlinou do kofend, které stimuluje k rlistu a naopak brani
v rastu tzlabnim pupeniim. Apikalni dominance je oslabovana hormonem cytokininem . Bohatsi
vétveni rostliny je tedy mozné docilit dvéma zplsoby. Bud’ zvySenim hladiny cytokininti, nebo
snizenim hladiny auxini.

Senecio Senecio v kulture

S principy potladeni apikalni dominance se setkdme v nasledujicich technikach
mikropropagace. Jsou to metody, kterymi se v zahradnické praxi mnoZi téméf 99 % vSech
okrasnych rostlin.

Kultivace stonkovych segmenti.

Kultivace stonkovych segmentll patii k velmi jednoduché a rozSifené metodé
rozmnozovani rostlin v podminkach in vitro. Materidl ziskdme nejsnadnéji naklicenim semen
v sterilni kultufe, nebo ¢asti odebranou z mate¢né rostliny, obsahujici nékolik listovych
segmentl, kterou vysterilizujeme. Tato se rozd¢li tak, aby vysledny obsahoval jeden uzlabni
axilarni pupen. Nové vzniklé pryty se stejnym zplUsobem roziezavaji a dale kultivuji. Listy je
mozné v bazalni ¢asti odiiznout. Tato metoda je sice pomalejsi, ale je z hlediska moznosti vzniku
mutaci velmi bezpe€na.



Naklicené semenacky Rozdéleni stonku na casti s jednim uzlabnim
Solanum thurium pupenem, ktery proriista v novy pryt

takto se dale postupuje az do pozadovaného mnozstvi

Jak zacnou zvedat vicka roziezeme a premistime do dalsich nadob.



Nertera depressa Start kultury prvai pasazovani

Postupné vétveni pryti. Vzhledem k cipernosti této milé kvétinky je mozné oddélovat samostatné segmenty
v prithéhu 14 dnii.

Této rostlin€ je do vinku dédno jeji extrémné bohaté vétveni.

Je-li rostliné geneticky dano, ze nebude tvofit tfeba adventivni pupeny, tak zddnym
hormonem ji k tomu nedonutime.To je jeden moment, druhy je ten, tam kde to mozné je, jej i
v neinduk¢nich podminkéch vynutit. Jednoduse fec¢eno hormon v urcité koncentraci si musi najit
cilovou buiiku, nebo skupinu buné€k, kterd na jeho ptani bude reagovat./nez k této reakci dojde
probéhne na bunécné trovni jesté celd fada dalSich procesti z nichZ jsou nékteré jiz objasnényy/.
Jakykoli rstovy proces je vzdy ovliviiovan spoluti€asti vice hormonil v rizné koncentraci a
neexistuje hormon, ktery by fidil pouze jeden proces. V ramci celistvé rostliny se jedna o jakousi
internetovou sit’, na které vladne souhrnny hormonalni systém.



Meristémové kultury. Kultivace vzrostnych vrcholu.

Velky vyznam pfi ozdravovani rostlin od virdz, bakteridlnich a houbovych nakaz hraji
kultury odvozené z ¢istého meristematického vrcholu, tedy bez listovych zakladi.Velikost 0,2-1
mm. Tato oblast riistovych bunék nemd vazbu na cévni svazky, které predstavuji hlavni cesty
Siteni patogent. Kultura se odvozuje z apikdlnich nebo axilarnich meristémi a umoziuje i
namnoZzeni rostlinnych druhti, které lze pfirozené rozmnozovat jen velmi obtizné. Pted
odebranim meristému je mozné oSetfit matecnou rostlinu termoterapii, tady ptisobenim vyssich
teplot az do 40°C, které mohou napomoci eliminovat virdzy.

Kultivace vzrostnych vrcholll spociva v izolaci vrcholové ¢asti rostliny ve velikosti do 3
mm. Nejednd se o izolaci meristému , explantatu stale ziistava nékolik listovych zakladd. Pomoci
hormonii pfitomnych v médiu /cytokininy/ se rusi vliv apikalni dominance a dojde k prortstani
postranich vyhonkt. Ty se dale déli a stejny postup se dale opakuje do pozadovaného mnozstvi.
Pti vysSich koncentracich hormoni mize dojit k tvorbé adventivnich pryt, kde by hrozila
moznost mutaci a je to signal k revizi média.

Nephentes — kultivace vzrostného vrcholu
Kultivace rostlin z axilarnich pupeni.

Dendrobium — z 0zlabi listku je izolovan axilarni pupen, po sterilizaci odstranény poskozené,
/spalené/ Casti listkii a umistén na zivné médium. Postupné dochézi k rlstu prytu.

rostouct izolovany rust prytu pokracuje
axilarni pupen



riist po dalsich 21 dnech kultivace vrchol odriznut a presazen
dva nové pupeny prorustaji v pryty

Pod carou.

In vitro kultura v riznych stadiich uvolnuje v disledku metabolismu do média latky,
které mohou byt ¢asem pro rostlinu jedovaté. Toto se d& oSetfit dvéma zplsoby. Pfidanim slozek
do média, které tyto vlivy potlaci /antioxidanty — 8 hydroxychinolin, aktivni uhli atd./, ale ty
ovliviiuji 1 koncentraci a tim G¢innost média. Druhy zptsob, pokud se nejedné o velikd mnozstvi
nadob, je Casté pasdZzovani na Cerstvé médium. Je to pracnéjsi, choulostivéjsi /kazdé otevieni
nadoby nese urcité riziko/, a v domacich podminkach méné pocetnych kultur nejucinnéjsi /v fade
pripadu se takto postupuje i v primyslové praxi/. Frekvence miize byt podle potieb od 3-4 dnti
po tydny. Kdyz je problém s fenoly, pasazuje se tieba kazdé 2-3 dny.

Hnédnuti média zpiisobené metabolismem explantatu

Stejnym problémem miize byt ménici se skladba ovzdusi nad médiem. V uzavienych
nadobach je vysokd vzduSni vlhkost a metabolismus rostlinek mize vést v urCitych fazich
k produkeci etylénu a jinych plynnych latek tak, ze se jejich koncentrace nepfimérené zvysuje./ ve
fazi iniciace adventivnich kofeni mize etylén plsobit inhibi¢né, ale ve fazi exprese stimulacné.
Hladina vysoké vzdusné vlhkosti v nadobach se projevuje u nékterych rostlin vitrifikaci
/sklovitost/.



V profiznutém vicku protazeny molitan. Pro lepsi stohovatelnost je vhodnéjsi otvor proriznout v boku nadoby.

Nékteré originalni kontejnerky uréené pro TC kultury maji tzv. mikroventilaci. Reseni u
koupenych potravinarskych plastl se da provést profiznutim otvoru ve vicku a protazenim
kousku molitanu. Potom pfi rozdilech teplot / noc a den/ dochédzi k pomalé¢ vyméné vzduchu
v kultiva¢ni naddobé€. Po sterilizaci média v nddob¢ a jejim chladnuti je pohyb vzduchu mnohem
intenzivnéjsi a hrozi nebezpedi vtazeni patogenti do prostoru banky. Zde je na misté ponechat
nadoby v autokldvu nebo papinové hrnci az do jeho zchladnuti. U tenkych PP plasth miize dojit

pfi prudsim ochlazeni k jejich deformaci.

Po obvodu vicka jsou patrné svislé ventilacni mikrodradzky.

Pokusy s dotaci etylénu nebo CO2 do kultiva¢nich nddob mtizeme provadét pomoci
pieklopeného malého akvaria s pfitomnym plynem a vloZeni ohfaté nadoby s rostlinou. V
domacich podminkach budeme s jablky t€zko métit koncentraci dodaného hormonu, ale miizeme
zjistit jestli ano nebo ne. VSe je nutné laboratorné ovétrovat a v tom je krasa TC.

Applepokus — jablkovych adventivnich korinkii vyristajicich na stonku plus opad listii miize naznacovat
pritomnost etylénu.



V zavéru sezndmeni se zakladnimi technikami mikropropagace, bych rdd mimo téma
tohoto ¢lanku uvedl v obrazech nékteré zajimavosti, se kterymi se v in vitro kulturdch mizeme
setkat.

Pfi ovlivnéni hormony /gibereliny/, které se pouzivaji také pii podpote kliceni semen,
muze dojit 1 k nakveteni rostliny ve v€éku piedpubertalnim, jako v ptipad¢ této tuCnice.

Kvetouci tucnice ve stari 15 tydnit po umisténi seminka na médium.

——

Drosery neziistanou dlouho pozadu.



Nemohou-li korinky proriistat do hloubky
vyzdvihnou béhem tydne rizici z média do vysky 5 centimetrii.

Drobna anomdalie tvaru okraje listu mucholapky.
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