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1. BEZPECNOST PRACE

Student je povinen Fidit se pokyny vedouciho cviceni - dbat osobni bezpe¢nosti
a bezpecnosti svych kolegt v laboratofri.

Student je povinen piichazet na praktickd cvieni v€as, seznamen s navodem praktického
cviceni a doporu¢enymi pomuckami.

Student musi byt vybaven pteziivkami, osobni véci (tasku, batoh, obleceni) si ulozi na
vyhrazené misto, které je zabezpeceno pied odcizenim.

Pted cvicenim si student umyje a desinfikuje ruce uréenym desinfekénim prostfedkem -
OROSEPT.

Pti praci ve flowboxu student dodrzuje zasady pro aseptickou praci: desinfek¢nim roztokem
vytie box (ISORAPID), spusti box 10 min pied zahajenim prace, dba, aby sam nebyl zdrojem

kontaminaci, pfi nachlazeni pouzije rousku, udrzuje v boxu potradek.

Student dbd bezpecnosti pii praci s ohném (lihové kahany) a lih ve flowboxu urceny
k ozehavani pouzivanych nastroju.

Student dba bezpecnosti a se zvySenou opatrnosti pracuje s feznymi nastroji, se sklem
a s elektfinou.

Student zachazi se svéfenymi pfistroji Setrné, jejich zavady ihned hlési vyucujicimu (sam
neopravuje).

Student hlési veskera poranéni vyucujicimu.

Po ukonceni cviceni student vypne a uklidi flowbox, uzavie kahan. Zbytky rostlinného
materialu zlikviduje, umyje pouzité sklo.



2. PRIPRAVA KULTIVACNICH MEDII

Kultivaéni médium obsahuje veskeré ziviny, které umoziuji explantatu rist po dobu n¢kolika
tydnt. Je sloZzeno z makroelementli, mikroelementti, vitamint, cukru, ristovych regulatord a
muze byt doplnéno o dalsi latky. Jako zpeviujici slozka u pevnych médii se pouziva agar.

Pii ptipravé kultiva¢nich médii pouzivame cisté sklo, destilovanou vodu, vhodné chemikalie
(p.a.) a jejich piesné navazky.

Priprava 1 1 média MS (Murashige-Skoog médium, 1962):
MS (DUCHEFA) 4,405¢g

sacharosa 30g
agar 8¢
pH 5,8

Navazku média MS a sacharosy rozpustime (v 1 | kiddince na michacce) v cca 400 ml
destilované vody. Agar vsypeme do 500 ml destilované vody v 11 nadobce a rozvatime
v mikrovinné troub¢ (cca 5 min). Oba objemy smichame, doplnime destilovanou vodou do 1 |
objemu a upravime pH na 5,8. Piipravené médium rozlijeme do nadob, které uzavieme a
sterilizujeme autoklavovanim.

Pokud ptfiddvame do média rlstové regulatory ze zasobnich roztoki, pouZijeme sterilni
plastové pipety s pipetovacim nadstavcem.

Sterilizace médii:
Pevnd média zpevnéna agarem sterilizujeme autokldvovanim (teplota 121°C; pietlak 1,2
kg/cm?) po dobu 30 min. (autoklav obsluhuje pouze proskolena osoba).

Tekuta média sterilizujeme ve flowboxu filtraci a pozijeme pro vétsi objemy filtr STERITOP
MILIPORE GP s pevné vestavénou membranou a velikosti pord 0,22 um, které nasadime na
vysterilizované lahve se zavitem GL a pouzijeme vakuovou pumpu. Na sterilizaci mensich
objemli (do 100 ml) pouZijeme membranové filtry pro jednordazové pouziti MILLEX GP
s velikosti port 0,22 um, které nasadime na injekéni stiikacku.

Tekuta média filtrujeme vidy do sterilnich (napr. plastovych zkumavek) nebo jiz
vysterilizovanych nadob.

Diilezité:

Sklo a nastroje potrebné pro aseptickou praci zabalime do alobalu nebo sterilizacnich sackii
a sterilizujeme pri 180 °C po dobu 30 min v horkovzdusné susdrné.
Potrebné plasty pro cviceni jsou jiz sterilizovany vyrobcem.



3. MIKROPROPAGACE ROSTLIN

3.1 VLIV RUSTOVYCH REGULATORU NA MIKROPROPAGACI ROSTLIN

Rostlinny material: Dianthus sp., Dionea sp., Drosera sp., Fragaria sp., Nephrolepis sp.,
Solanum sp., ...dalsi dle dostupného materialu

Postup k zalozeni vlastni kultury:
1. ve sterilnim boxu otevieme in vitro kulturu, rostlinky nebo shluk rostlinek vytahneme
pinzetou a pfeneseme na sterilni filtracni papir, odstranime staré listy a kotinky

2. pomoci pinzety a skalpelu roziezeme rostlinky tak, ze ziskame napf. u r. Dionea
jednotlivé rostlinky nebo u rodu Dianthus, Solanum stonkové segmenty s 2 - 3 listky

3. rostlinky - 4 ks nebo stonkové segmenty — 6 ks (bazalnim koncem) sadime pinzetou na
agarové médium (OK, 1C, 10) na jednu banku (100 ml, 30 ml média)

4. baitku uzavieme, ozna¢ime a preneseme do kultivaéni mistnosti s teplotou 22 + 2 0C
a fotorezimem den/noc 16/8h

Vyhodnoceni: Riist kultury pozorujeme v tydennich intervalech (kontaminace pribézné
likvidujeme), zaznamenavame prorustani uzlabnich pupent, vznik pryta,
tvorbu kotentl, rozdily v habitu rostlin regenerovanych na médiu OK, 1C, 10.
Vyhodnotime a srovname genotypy po 4 - 6 tydnech kultivace.

Tabulka: Zmnozeni rostlin na médiich (primérné hodnoty zmnozeni, tj. pocet rostlin
na puvodni vysazenou) vloZime pouze pouzité genotypy (Cela skupina spole¢né
vyhodnoti a doplni do tabulky)

genotyp/médium OK 1C 10

Brassica

Dianthus

Dionea

Nephrolepis

MS (Murashige-Skoog médium 1962, DUCHEFA)
IBA, BAP (SIGMA-ALDRICH)

OK MS + 0,01 mg/l IBA + 0,01 mg/l BAP

1C MS+0,1 mg/l IBA +0,1 mg/l BAP

10 MS +1,0mg/l IBA + 1,0 mg/l BAP

Z.avér: hodnoceni viastnich vysledkit (hodnoceni rozdilii mezi jednotlivymi médii pro kaZdy
genotyp, rozdily mezi genotypy, kontaminace,...).



3.2. MIKROPROPAGACE SAINPAULIA SP. Z LISTU
Rostlinny material: in vitro rostouci rostliny Sainpaulia sp.

Vzhledem k vyhodnoceni experimentu jsou listy in vitro rostoucich rostlin vhodnéjsi nez listy
z in vivo rostoucich rostlin (vyhneme se kontaminacim a regenerace rostlin je rychlejsi).

1. rostlinky vyjmeme pinzetou z kultivacni banky a polozime na sterilni filtra¢ni papir,
skalpelem odfezeme pln¢ vyvinuté listy, odstranime fapik s bazalni ¢asti Cepele a listy
umistime do média MS v Petriho miskach (6 cm, 6 listkl) tak, aby feznou stranou byly
Vv médiu

2. misky umistime do kultivaéni mistnosti s teplotou 22 + 2 OC a fotorezimem den/noc 16/8h

3. po 4 — 6 tydnech vyhodnotime prordstani rostlinek
Zavér: hodnotime regeneraci, zjistime pocet novych rostlin na jeden list, nekrotizaci listii

Celé skupina (max. 6 studentll) vyhodnoti spole¢né.

3.3 PREVOD IN VITRO ROSTLIN DO NESTERILNICH PODMINEK

Rostlinny material: Dianthus sp., Dionea sp., Drosera sp., Fragaria sp., Nephrolepis sp.,
Solanum sp....dalsi dle dostupného materialu

Postup:

1. banky nebo kultiva¢ni nadoby s rostlinkami pro ptevod do nesterilnich podminek
pretahneme f0lii (1 - 2 tydny pro aklimatizaci)

2. rostlinky pinzetou vyjmeme z kultiva¢nich nadob a pod tekouci vodou ditkladné propereme
a vymyjeme zbytky agaru z kotinki, odstranime star¢ listy (popt. uldmane¢), zkratime pftilis
dlouhé kotinky

3. vysazujeme a) do pfipravenych kvétinacku s perlitem umisténych v lodnach min 5 rostlin
od kazdého genotypu
b) do raselinovych jiffi (sadbovacich véaleckil) umisténych v plastovych
miniskleni¢cich min 5 rostlin od kazdého genotypu

4. 16dny prekryjeme f6lii a plastové minisklenicky uzavieme, umistime ve fytotronu,
fotorezim 12/12h den/noc, teplota 22 + 2°C



5. kontrolujeme a doplitujeme vodu (piidame hnojivo — Kristalon start)

6. po 2 - 3 tydnech odstranime f6lii z 16den a vétrame minisklenicky

7. pozorujeme 1x tydné a pred kolokviem hodnotime uspésnost prevodu:
- srovname perlit x jiffy

- srovname genotypy (thyn rostlin), vybereme nejvhodnéjsi genotyp

Tabulka: Pfevod rostlin do nesterilnich podminek (vloZzime pouze pouzité genotypy)

perlit Jiffy
genotyp/médium | vysazeno/uhyn | vysazeno/uhyn
Fragaria
Dianthus
Dionea
Nephrolepis

Zavér: srovndni uspéSnosti pievodu do nesterilnich podminek mezi genotypy
srovndni pievodu v ramci genotypu mezi perlitem a jitry

Cela skupina (max. 6 studentil) spole¢né vyhodnoti a doplni do tabulky.



4. MERISTEMOVE KULTURY

Meristém — apikalni ¢ast vrcholu prytu, kofene rostliny a jeho kultivace na vhodném médiu

Rostlinny material: rizice Brassica oleracea var. botrytis (kvétak)
(zduznatg€lé stopky kvétenstvi tvoti polokulovitou kytku s nevyvinutymi kvéty)

Postup:
1. z riizice intaktni rostliny nafezeme skalpelem explantaty 0,5 - 1,0 cm velké (10 - 15 ks)

2. explantaty umistime do injekéni stiikacky a sterilizujeme:
- oplachneme v 70 % etanolu
- sterilizujeme ve 2, 5 % roztoku chloraminu (s kapkou Tween 20) po dobu 10 min
- promyjeme 3 x ve sterilni destilované vod¢ (jiz v aseptickém prostiedi)

3. ve flowboxu na sterilnim filtracnim papife pomoci pinzety a skalpelu odfezeme bazalni ¢ast
explantatu a nafezeme na mensi ¢asti

4. ¢asti pieneseme pomoci jehly na médium MS v Petriho misce (5 explantati/1 miska)

5. misky umistime v kultiva¢ni mistnosti pii 22 + 2 OC pii fotoperiod& den/noc 16/8h

6. po 4 - 6 tydnech vyhodnocujeme proristani mladych rostlin, kontaminace a nekrotizace
(vyjadiime v %)

Tabulka: Vyhodnoceni experimentu

celkovy pocet proristajici explantaty nekrotizace kontaminace
vysazenych explantati (%) % %

Zavér: vyhodnotime provistdani rostlinek, piipadné kontaminace nebo nekrotizace
vyjadiime v %

Poznamky:

Kultiva¢ni médium MS (bez ristovych regultorit)

Pro pouziti meristému k procesu ozdravovani rostlin musi byt meristém zbaven listovych primordii a
jeho velikost je 0,2 mm

Cela skupina (max. 6 studentil) spole¢né vyhodnoti a doplni do tabulky.




5. EMBRYOKULTURY

5.1 IZOLACE A KULTIVACE NEZRALYCH EMBRYI1

Rostlinny material: nezralé plody Capsicum annuum (paprika ro¢ni)

Postup: ve cvi¢eni za¢iname od bodu 3 - 5

1. Kastrace poupat na matef'ské rostliné
z neporuseného poupéte preparacni jehlou odstranime vSechny prasniky (poupata, kterd nebudeme potiebovat
prubézné odstranujeme)

2. Opylovani
z plné rozkvetlych kvéti otcovské rostliny sklepeme prepara¢ni jehlou pyl na podlozni sklicko, tento pyl
naneseme opatrné na bliznu matetské rostliny nebo bliznu ponofime do pylu (opylovany kvét oznac¢ime
Stitkem, na kterém je rodicovska kombinace a datum opylovani)
! Neopylujeme, kdyz je ptili§ vlhko, horko nebo zima!

3. Odbér a sterilizace ploda
vyvojove stadium (globule, srdce, torpédo, vychazkova hil, krouzek) odpovida ¢asovému
intervalu po opylovani, neporusené plody povrchové desinfikujeme tak, ze je drzime
pinzetou, celé ponoiime do 96 % etanolu, nechdme okapat a ozehneme nad plamenem (jiz
Vv aseptickém prostiedi)

4. Extirpace embryi
povrchové desinfikovany plod polozime na dno sterilni Petriho misky a skalpelem
nafizneme perikarp plodu, pinzetou vybirdme semena (hybridni plody maji obvykle mensi
pocet semen), kterd pokladame na podlozni skli¢ko pod binokularni lupou, ostrymi
prepara¢nimi jehlami natrhneme osemeni a vyjmeme endosperm (pokud je vyvinut), ve
kterém je uloZeno embryo a to jemné vypreparujeme (nebo vytla¢ime)

5. Kultivace embryi in vitro
izolované embryo nalepime na jehlu a pfeneseme na médium do Petriho misky, rostouci
embrya mizeme pasazovat po né€kolika dnech do Erlenmayerovy barnky s médiem MS

Tabulka: Vyhodnoceni experimentu (celd skupina spole¢né vyhodnoti a doplni do tabulky).

pocet embryi celkem/ | proristajicich

vyvojova stadia embryi médium pocet prorustajicich embrya
embryi (%0)
MS + 0,1 mg/l IBA
globule, srdce, torpédo + 0,1 mg/l BAP
vychazkova hil, krouzek,
zralé embryo MS

Embrya izolovana ve stadiu torpéda prorostou v rostliny s pravymi listy a koreny béhem
4 tydnu, ve stadiu krouzku prorostou za 2 tydny.

Zavér: zaznamendme vyvojovd stadia izolovanych embryi a jejich proristani, pripadné
kontaminace nebo nekrotizace vyjadiime v %




5.2 1IZOLACE A KULTIVACE ZRALYCH EMBRYI{
Rostlinny material: zrala semena Cucumis sativus (okurka seta)

Postup:
1. Sterilizace semen
neporusena semena vlozime do injekéni stiikacky a sterilizujeme:
- oplachneme v 70 % etanolu 2 min
- sterilizujeme v 8% roztoku chloraminu (s kapkou Tween 20) po dobu 30 min
- oplachneme 3 x ve sterilni destilované vode¢ (jiz v aseptickém prostiedi)
- nechame ve sterilni vodé bobtnat 1 hodinu

2. Exstirpace embryi
na podlozni sklicko pod binokularni lupou umistime semeno, pinzetou ptfidrzujeme
a pomoci preparacni jehly natrhneme osemeni a extirpujeme embryo

3. Kultivace embryi
embrya umistime na médium MS v Petriho misce (9 cm, 5 — 10 embryi), kterou uzavieme
parafilmem a umistime do termostatu (25 °C, tma)

4. Pasaz a dalsi vyuziti
po 7 dnech pasazujeme do kultivac¢nich boxi s médiem OK (MS + 0,01 mg/l IBA a 0,01
mg/l BAP a doplnéném 20 mg/1 kys. askorbové), pfeneseme do kultivaéni mistnosti

(22 + 2 OC, fotoperioda den/noc 16/8h

Zavér: po 3-4 tydnech jsou listy 7 rostlin vhodné jako zdroj mezofylovych protoplastii nebo
pro odvozeni kalusii (pro kalusové protoplasty)
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6. PRASNIKOVE KULTURY

Rostlinny material: uzaviena poupata r. Brassica sp. (brokolice), Nicotiana sp. (tabak)

sam¢i jehnédy Salix sp. (vrba)

Postup: ve cviceni za¢iname od bodu 2

1

. Vybér poupat

prasniky izolujeme ve vyvojovém stadiu 1-jadernych mikrospor (velikost poupat a velikost
prasnikti odpovidajici 1-jadernému stadiu mikrospor stanovime barvenim zelezitym
acetokarminem), nebo rychleji vybereme poupata o velikosti, kde je pomér jejich korunnich
listkt k délce prasnikt (petal/anther: P/A < 1)

. Sterilizace poupat/jechnéd

neporusena poupata/jehnédy uréené velikosti vlozime do injek¢ni stiikacky a sterilizujeme:

- oplachneme v 70 % etanolu

- desinfikujeme 20 min ve 2,5 % roztoku chloraminu

- oplachneme 3 5 x sterilni destilovanou vodou (jiz v aseptickém prostiedi)
poupata/jehnédy pinzetou pfeneseme na dno sterilni Petriho misky a ptikryjeme jeji druhou
¢asti (chranime ptred zavadnutim)

. Izolace prasniku z poupat/jechnéd

na podlozni skli¢ko pod binokularni lupou umistime poupé&/jehnédu, jednou rukou
piidrzujeme pinzetou poupé/jehnédu a druhou pomoci preparaéni jehly vylamujeme
prasniky (! bez nitek!), které jehlou pfeneseme na Zivné médium

. Kultivace prasniku

prasniky kultivujeme na modifikovaném B5 médiu (Gamborg médium - DUCHEFA)
s 10 % sacharosou, doplnéném 2 mg/l NAA a 1 mg/l BAP v Petriho miskach
(6 cm, 25 prasnikl v misce), misky umistime na 18 hod (pfes nos) do termostatu

s teplotou 35 - 37 OC ve tm¢, pak do termostatu s 25 OC (nepfetrzité ve tmg)

. Embryogeneze (= androgeneze)

vznik embryoidl vyhodnocujeme po 2, 3, 4, 5, 6 tydnech kultivace, pfi hodnoceni jsou
embryogenni prasniky pfenaSeny na sv€zi médium a oznaceny, embryoidy izolujeme a
kultivujeme zvlast’ ve zkumavkéch s BS médiem na svétle den/noc 16/8 hod v kultivacni
mistnosti pii teploté 22 + 2 0C

. Regenerace rostlin (z casovych ditvodii neprovadime)

embryoidy dopéstujeme v rostliny, morfologicky vyhodnotime, pomoci izoenzym
ovéfime jejich ptivod z mikrospor a karyologicky vyhodnotime poc¢et chromozoémii (n, 2n)

11



Tabulka: Hodnoceni prasnikové kultury (hodnoceni celé skupiny)

genotyp

pocet izolovanych
prasniki

nekrotizace
%

androgeneze
%

Zavér: vyhodnotime po 4 - 6 tydnech tvorbu kalusii, nekrotizaci prasniku a vznik

embryoidit v %

Pozn.

Pfi regeneraci embryoidii v rostliny mohou nastat ptipady: embryoid nekrotizuje

prorusta pouze kotinek

vznikd pevny utvar s kotinkem
vitrifikované nadzemni ¢asti
prorista cela rostlinka

Habituélné se od sebe lisi diploidni rostliny plivodem z riznych embryoidd, rostliny haploidni
od diploidnich, polyploidni od diploidnich.

Acetokarmin (Zelezity acetokarmin)
1,5 g karminu (SERVA) ptidame do 100 ml 45% kyseliny octové a zvolna vafime v Erlenmayerové barice jednu
hodinu. Po vychladnuti pfefiltrujeme. K jedné poloviné piipraveného acetokarminu ptidame nékolik kapek
nasyceného roztoku chloridu Zelezitého ve 45 % kyseliné octové az je barvivo modravé-Cervené a pak pridame

zbytek neupraveného acetokarnim (uchovavame v tmavé lahvi).

Na podlozni sklicko do kapky média NLN pieneseme preparacni jehlou mikrospory (z poupat urcité velikosti),
piikapneme acetokarmin, opatrné nahfejeme nad kahanem (barvivo se nesmi srazet), nechame 2 min. stat
a ptikryjeme krycim sklickem, pozorujeme pod mikroskopem a zjistime vyvojové stadium pylovych zrn

12




7. IN VITRO OPYLOVANI

Rostlinny material: uzaviena poupata Cucumis sativus (okurka seta),
Cucumis melo (meloun cukrovy)

7.1 IZOLACE MIKROSPOR

Odbér a povrchova sterilizace poupat - SAMCI KVETY
a) poupata odebirdme neporusend nezrala (uzaviend, odpovida stadiu pozdné
jednojadernych az ¢asné dvoujadernych mikrospor) a umistime hned do kadinky
obklopené ledem (odebirame 10 - 15 poupat)

b) sterilizujeme v injekéni stiikacce: 70 % etanol (2 min); 2,5 % chloramin (10 min)
a 3 x proplachneme ve sterilni destilované vodé¢ (ve flowboxu)

Extrakce mikrospor
a) prasniky izolujeme z poupat pomoci nastrojli na sterilnim papiie pod binokularni lupou,
vlozime do centrifugac¢ni zkumavky s vychlazenym NLN médiem (modifikované NLN
13 médium) a opatrné rozdrtime sklenénou ty¢inkou

b) k suspenzi ptidame cca 2 - 5 ml vychlazeného NLN média, filtrujeme pies 72 um
nylonovy filtr (podil na filtru a pfipadné zkumavku proplachujeme vychlazenym NLN
médiem aby vysledny objem byl 8 - 10 ml), pfepipetujeme do Cisté zkumavky

¢) centrifugujeme 3 x pii 900 rpm (10 - 5 - 5 min), po kazd¢ centrifugaci odstranime
supernatant a k sedimentu ptidame médium NLN na pivodni objem a resuspendujeme

d) po posledni centrifugaci pfiddme 1-2 ml NLN média (kolik vajicek budeme chtit

opylovat), stanovujeme zivotnost pylovych zrn pomoci FDA a hustotu pylovych zrn
pomoci Biirkerovi komurky

7.2 1ZOLACE NEZRALYCH VAJICEK

Odbér a povrchova sterilizace poupat - SAMICE KVETY
a) poupata odebirame nezrala (uzaviend) a umistime do kadinky s ledem (10 — 15 poupat)

b) sterilizujeme v injekénti stiikacce (jako sam¢i poupata, 1b)

Extirpace vajicek / zarodecnych vakl
a) na sterilnim papife rozfeZeme poupata na 'z ¢i % (dle velikosti) a pod binokularni
lupou pomoci nastrojti izolujeme vajicka (zarode¢né vaky) a jehlou je pienaSime
(zérodecné vaky) na médium pro IVP (in vitro opylovani; médium CP, YS)

b) na jednu Petriho misku (6 cm priimeér) sadime 10 — 15 vajicek (zarode¢nych vaki)

13



7.3 OPYLOVANI IN VITRO

In vitro opylovani (IVP):
a) Pasteurovou pipetou se smési pylovych zrn v NLN médiu zakapneme izolovana vajicka
(zérodeéné vaky), ke kazdému vajicku (zarodeénému vaku) jedna kapka (podle hustoty
pylovych zrn)

b) Petriho misky s izolovanymi vaji¢ky (zarode¢nymi vaky) a pylovymi zrny kultivujeme
Vv termostatu (27 °C) po dobu vzniku mikrokalust, pak pfeneseme do kultiva¢ni
mistnosti

c¢) mikrokalusy (1-2 mm) pifeneseme na pevné médium MSN

Zavér: po 3-4 tydnech vyhodnocujeme vznik mikrokalusu

MEDIA:

NLN MEDIUM (Lichter 1981, makro- a mikroelementy s vitaminy, DUCHEFA)
NLN 1,04 g/l

sacharosa 10 g/l

pH 5,8

sterilizace filtraci

YS (in vitro opylovani)
Ca(NOg); . H,0 600 mg/I

H3;BO; 100 mg/ |
sacharosa 80 g/l
agar 10 g/l
pH 5,8

autoklavovano

CP (in vitro opylovani):

MS 4,405 g/l
glycin 9,5 mg/l
kaseinhydrolyzat 500 mg/l
sacharosa 40 g/l
agar 8 g/l
IAA 4 mg/l
KIN 0,5 mg/l
GA; 4 mg/l
pH 5,8

autokldvovano

MSN (organogeneze mikrokalusu po in vitro opylovani)

MS 4,405 g/l
sacharosa 30 g/l

agar 8/l

NAA 0,5 mg/l NAA
KIN 1 mg/l

pH 5,8

autoklavovano
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Fluorescein diacetat - FDA

zasobni roztok: 5 mg fluotescein diacetatu (SIGMA-ALDRICH) rozpustime v 1 ml acetonu,
uchovavame pii - 20 °C v dobie uzaviené lahvicce (pted pozitim protiepeme)

pracovni roztok: 20 pl zasobniho roztoku pfiddme do 1 ml NLN média

Do kapky pylové suspenze (50ul) na podloznim sklicku pfidame 20 upl pracovniho roztoku
FDA, nechame 1-2 min., piikryjeme krycim sklickem a pozorujeme fluorescen¢nim
mikroskopem (BX60, hranol WB)

Biirgerova komiirka
Do stiedni ryhy kapneme suspenzi mikrospor, piiklopime krycim sklem, které upevnime
pomoci drzakl pocitame hustotu pylovych zrn (mikrospor) podle vzorce:

P= pvhz
y
P = celkovy pocet pylovych zrn (mikrospor)
p = pocet celkem pocitanych pylovych zrn (mikrospor)
v = pfevracend hodnota plochy jednoho policka, ve kterém jsou protoplasty pocitany
h = pfevracena hodnota hloubky komuirky
z = fedéni vzorku
y = pocet celkem pocitanych policek
P = celkovy pocet pylovych zrn (mikrospor) v 1 mm? (nésobime 10°, aby byl vysledek v cm®
=1 ml)
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8. KLICENI SEMEN V PODMINKACH IN VITRO

Piiprava etiolovanych hypokotyll pro izolaci protoplastii a in vitro rostlinek pro izolaci
protoplasti

Rostlinny material: semena Brassica oleracea var. botrytis (kvétak)
Cucumis sativus (okurka seta)

Postup:

1. Piiprava semen
vybereme neposkozend semena a vlozime do injekéni sttikacky, kterou si ozna¢ime

2. Sterilizace semen
- oplachneme v 70 % etanolu
- sterilizujeme v 36 % roztoku SAVO (s kapkou Tweenu) po dobu 30 min
- proplachneme 3 x sterilni destilovanou vodou (jiz v aseptickém prostiedi)

3. Vysev semen
semena jehlou pieneseme pinzetou na Y2 M - S médium v Petriho miskach (6 cm, Brassica

- 10 semen) nebo v Petriho miskach (9 cm, Cucumis - 10 semen)
I semena musi lezet na povrchu média !

4. Kultivace semen

Petriho misky se semeny umistime v termostatu a kultivujeme ve tmé pii 25 9C po dobu
5-7dnd

5. Vybér semendcki pro izolace hypokotylovych protoplasth
pied izolaci diikladné kontrolujeme vyskyt kontaminaci
(semenacky s kontaminaci nepouZzivame)

6. Ptiprava explantdtu pro izolaci hypokotylovych protoplasti
jako explantat pouzijeme jen hypokotyly, vytdhneme semendcky z kultivacnich nadob,
poloZime na sterilni filtracni papir, odfizneme hypokotyl 0,5 cm nad kofinkem a 0,5 cm
pod délohami

7. Ptiprava rostlinek pro mezofylové protoplasty
ze semenackil odiizneme nadzemni ¢ast a preneseme do Erlenmayerovy baiky (objem 100
ml, s médiem M-S, 30 ml, 4 explantaty) a umistime v kultiva¢ni mistnosti, po 3 tydnech
pouzijeme pro izolace mezofylovych protoplastl

Zavér: etiolované hypokotyly ze semendckii jsou vhodné pro pro izolace hypokotylovych
protoplastii, listy rostlinek rostoucich v in vitro podminkdch jsou vhodné pro izolaci
a kultivaci mezofylovych protoplastii (odpada povrchova sterilizace listit) nebo
odvozeni kalusit na médiu MSC (MS + 2,5 mg/l NAA + 1 mg/l BAP)
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9. IZOLACE A CHEMICKA FUZE PROTOPLASTU

9.1 1IZOLACE PROTOPLASTU, STANOVENI{ ZIVOTNOSTI A HUSTOTY

Rostlinny material: in vitro rostouci rostlinky r. Brassica sp., Cucumis sp.,

(4loha 8, dobfe rostouci a kotenici)
etiolované hypokotyly (z 5 - 7 dennich semenacki) r. Brassica
nebo z listd odvozené kalusy r. Cucumis

Postup: ve cviceni za¢iname od bodu 3)

1. hypokotyly a mladé¢ listy (kazdy zvlast’) nafezeme na 1 mm prouzky a umistime do
enzymatického roztoku v Petriho miskach, které zalepime parafilmem
(cca 500 mg rostlinného materidlu na 5 ml enzymatického roztoku):

listy, hypokotyl: 1 % celulasa Onozuka R 10 kalus: 2% celulosa Onozuka R 10
0,25 % macerozym R 10 1% macerozym R 10
V promyvacim roztoku v promyvacim roztoku
pH 5,8 (sterilizace filtraci) pH 5,8 (sterilizace filtraci)

. inkubujeme v termostatu 18 hod ve tmé pii 27 OC (pfes noc)

. hrubou protoplastovou suspenzi filtrujeme pies sitko (uhelon 72um), které pak promyjeme
promyvacim roztokem (W5- Brassica nebo PGly - Cucumis), pfeneseme suspenzi
(Pasteurovou pipetou) do centrifuga¢ni zkumavky (do objemu 10 ml, doplnime
promyvacim roztokem)

. centrifugujeme pii 800 ot/min 5 min (Cucumis; pro Brassica 700 ot/min)

. odstranime supernatant a sediment resuspendujeme ve 4 ml 20 % sacharosy a opatrné
prevrstvime 2 ml promyvaciho roztoku (nemichat) (celkem 6 ml)

. centrifugujeme pii 800 ot/min 10 min (Brassica 700 ot/min)

. flotujici proroplasty (krouzek na rozhrani sacharosy a promyvaciho roztoku) opatrné
odebereme Pasteurovou pipetou do Cisté centrifugacni zkumavky a resuspendujeme je
V promyvacim roztoku (4 ml)

. centrifugujeme pii 800 ot/min 5 min (Brassica 700 ot/min)

. supernatant odstranime a protoplasty v sedimentu resuspendujeme do 1 ml v tekutém
kultivacnim médiu LCM1(Debeaujon a Branchard 1992; Brassica v B kultivacnim médiu
Pelletier et al. 1991) a stanovime Zivotnost protoplastt fluorescenci pomoci FDA
(fluoresceindiacetat) a hustotu protoplast
Zast suzpenze (0,5 ml) pouzijeme v iiloze FUZE PROTOPLASTU

10. podle zjisténé vyt&znosti upravime vyslednou hustotu na 1 — 2 . 10° protoplastii na 1 ml

rozpipetujeme do Petriho misek a kultivujeme 2 ml suspenze protoplastti (v 6 cm Petriho
misce, zalepené parafilmem) nebo 1 ml (3 cm misky)
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11. kultivace protoplastli probiha 2 tydny v termostatu (tma, teplota 27 OC), pak na svétle
Vv kultiva¢ni mistnosti (fotoperioda den/noc 16/8 hod)
Zavér: stanovime hustotu protoplastii na 1 g svéZi vahy, Zivotnost protoplastii (v %),
PFi vyhodnoceni pozurujeme resyntézu bunécné stény, déleni bunék, tvorbu
mikrokalusii...

Fluorescein diacetat - FDA
zasobni roztok: 5 mg fluotescein diacetatu (SIGMA-ALDRICH) rozpustime v 1 ml acetonu,
uchovavame pii - 20 °C v dobie uzaviené lahviéce (pfed pozitim protiepeme)

pracovni roztok: 20 pl zasobniho roztoku pfiddime do 1 ml promyvaciho roztoku
(pfipravujeme pied pouzitim)

Do kapky suspenze protoplastti piikapneme 20 pl pracovniho roztoku, nechame 1-2 min.,
ptikryjeme krycim sklickem a pozorujeme fluorescencnim mikroskopem (BX60, hranol WB)

Calcofluor white - CW (FLUORESCENT BRIGHTENER 28, SIGMA-ALDRICH)
zéasobni roztok: 10 mg Calcofluor white rozpustime v 10 ml destilované vody
(sterilizujeme filraci, rozpipetujeme do mikrozkumavek, udrzujeme v lednici)

Na kapku suspenze protoplasti (50 - 100 ul) ptidame 10 pl roztoku CW, nechame 1-2 min,
ptikryjeme krycim sklickem a pozorujeme fluorescenénim mikroskopem (BX 60, filtr WU)

Biirgerova komiirka
Do stfedni ryhy kapneme suspenzi protoplasti, priklopime krycim sklem, které upevnime
pomoci drzakl a poc¢itdme hustotu protoplasti podle vzorce:

P= pwv.hz
y

P = celkovy pocet protoplastii
p = pocet celkem pocitanych protoplasti
v = ptevracena hodnota plochy jednoho policka, ve kterém jsou protoplasty pocitany
h = ptevracena hodnota hloubky komurky
z = tedéni vzorku
y = pocet celkem pocitanych poli¢ek
P = celkovy pocet protoplastli v 1 mm? (nasobime 10°, aby byl vysledek v cm® =1 ml)
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9.2 OVLIVNENI MEZOFYLOVYCH PROTOPLASTU UV-C ZARENIM

Rostlinny material: suspenze mezofylovych protoplasta Cucumis sativus, Brassica oleracea
Postup: pokracujeme s ulohou 9.1 od bodu 10

1. ihned po izolaci dame Petriho misku (3 cm) s 1 ml protoplastové suspenze (hustota 1 -2 .
10° protoplastii na 1 ml) do flowboxu a otevieme (vzdalenost od UV-C germicidni zafivky
58 cm), flowbox uzavieme vestavénou roletkou

2. pod UV-C germicidni zafivkou nechame oteviené misky se suspenzi po dobu 10 min

3. vypneme germicidni zafivku, otevieme flowbox a odebereme vzorek pro stanoveni
zivotnosti protoplastll po ovlivnéni UV-C ozafeni pomoci FDA

4. Petriho misku zalepime parafilmem a kultivujeme jako protoplasty, které ovlivnéné nebyly
(aloha 9.1), 2 tydny v termostatu (tma, teplota 27 OC)

Zavér: gjistime, 0 kolik % byla sniZena Zivotnost protoplastii srovndanim s protoplastovou
suspenzi, ktera nebyla UV-C zaienim ovlivnéna

Pozn.

UV-C germicidni zafivku (SANKYO DENKI G307T, 254 nm) pustime jiz 10 min pfed ovlivnénim
protoplastové suspenze (flowbox uzavieme roletkou).

UV-C zafeni je absorbovano nukleovymi kyselinami (DNA, RNA) a jinymi biologicky dulezitymi
molekulami, v disledku poskozeni genetického materialu dojde k eliminaci bunééného jadra.

UV-C zafeni je Skodlivé i v malych davkéach. Pti zdsahu oka miize vyvolat zanét spojivek, proto
pouzijeme pfi praci jako ochrannou pomticku sklenéné bryle.

Pii praci s germicidni zativkou vzdy uzavieme flowbox vestavénou roletkou.

9.3 LOKALIZACE BUNECNE STENY U PROTOPLASTU
Rostlinny material: mezofylové protoplasty neovlivnéné UV-C zatenim (iloha 9.1)
mezofylové protoplasty ovlivnéné UV-C zafenim (iloha 9.2)

Postup:

1) odebereme vzorek (0,5 ml) z kultivované suspenze ovlivnéné zatenim a vzorek (0,5 ml) ze
suspenze neovlivnéné UV-C zatfenim do centrifuga¢ni zkumavky (kazdy zvlast)

2) centrifugujeme 1 min pii 500 ot/min

3) ze sedimentu odebereme 50 - 100 pl, kdpneme na podlozni sklo a ptidame 50 pl ze
zasobniho roztoku Calcofluor white

4) po 2 min. ptikryjeme krycim skli¢kem a pozorujeme v preparatu resyntézu bunéénych stén
pod fluorescenénim mikroskopem (BX 60, filtr WU)

Zavér: srovndme resyntézu bunécéné stény, nasledné déleni a vysvétlime, pro jaky typ fizi
Ize ozaiené protoplasty vyuZit
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9.4 CHEMICKA FUZE PROTOPLASTU

Rostlinny material: izolované protoplasty (mezofylové, hypokotylové, kalusové)
dle navodu: 9.1 Izolace a purifikace protoplasti po bod 9

Postup:

1. izolujeme a purifikujeme protoplasty (hypokotylové, kalusové a mezofylové, kazdy
material zv1ast’) po bod 8

2. sediment resuspendujeme Vv centrifuga¢ni zkumavce, kazdy material zvlast, v roztoku M+C
(dle mnozstvi protoplastt asi 0,1 — 1,0 ml) a stanovime hustotu a zivotnost protoplasti

3. mezofylové a hypokotylové nebo mezofylové a kalusové protoplasty smichame ve
zkumavce v poméru 1:1 o kone&né hustot& 1. 10° protoplastii na 1 ml

4. smés protoplastti nakapeme na dno Petriho misky (pramér 3 cm) jako 4 malé kapky
(100 ul) a nechame 20 min sedimentovat (kazdy student mda 2 Petriho misky)

5. do kazdé kapky smési protoplastl prikapneme roztok PEG (50 pl) a nechdme ptisobit
15 min

6. odebereme mikropipetou roztok PEG (nebo nechame), piikapneme roztok STOP (200 pl)
a nechame puisobit 20 min

7. odebereme roztok STOP a nechame 10 min stat

8. ptidame 1 - 2 ml tekutého LCM1 média (podle poc¢tu kapek na dné Petriho misky a podle
hustoty protoplastl) a ptelepime parafilmem

9. kultivace protoplastli probiha 2 tydny ve tmé a teploté 27 OC, pak na svétle v kultivacni
mistnosti (fotoperioda den/noc 16/8 hod)

Zavér: rozdil mezi hypokotylovymi a mezofylovymi nebo kalusovymi a mezofylovymi
protoplasty, zda byl pozorovan vznik heterofiizantii po fuzi, prvni déleni
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Slozeni pouzitych roztokt pro izolace a fize protoplasti:

Roztok Slozeni mnozstvi
g/l

NaCl 9,0
W5 KCI 0,8

CaCl, . 6H,0 27,4

glukosa 1,0

pH 5,8

sterilizace filtraci

sacharosa 200,0
Gradient pH 5,8

autoklavovano

KH,;PO, 0,0272

KNO3 0,101
PGLy CaCl; (bezvody) 1,1176

MgSQO, . 7TH,0 0,246

Kl 0,00016

CuSO4 .5 H,0 0,000025

glycin 11,15

glukosa 18,016

MES 0,5857

manitol 65,58

pH 5,8

sterilizace filtraci

manitol 36,44
M+C CaCl, . 6H,0 17,52

pH 5,7

sterilizace filtraci

PEG (6000) 330,0
PEG glukosa 36,04

CaC|2 . 6H,0 2,19

MES 0,976

KH,PO4 0,095

pH 6,0

sterilizace fitraci

sorbitol 91,1
STOP CaC|2 . 6H,0 21,9

MES 0,976

pH 7,0

sterilizace filtraci
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LCM1 médium (Debeaujon a Branchard 1992). sloZeni na 1 1 média:

Makro- a mikro- elementy s vitaminy:
+ dopliky :

inositol 900 mg/l

k. askorbova 2 mg/l

glycin 8 mg/l

glutamin 20 mg/I

kasein hydrolysat 100 mg/1

MES 586 mg/I

+ cukry:  manitol 70 g/l
sacharosa 10 g/l

glukosa 59/l

+ rstové regulatory: NAA 1 mg/l
2,4-D  0,5mgl/l
BAP 0,75 mg/Il

pH 5,8
sterilizace filtraci

B médium (Pelletier et al. 1991)
Makro- a mikro- elementy s vitaminy:

+ cukry: manitol 70 g/l
glukosa 20 g/l

+ rlstové regulatory: NAA 1 mg/l
2,4-D  0,25mg/I

BAP 1 mg/l

pH 5,8
sterilizace filtraci
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