EMBRYOKULTURY

IZOLACE A KULTIVACE NEZRALYCH EMBRYi U CAPSICUM ANNUUM
Materidl : nezralé plody Capsicum annuum

Postup: Povrchové dezinfikovany plod poloZime na dno sterilni misky, sterilnim skalpelem
rozfizneme a pinzetou vybirdme semena, kterd pokldadame na podlozni sklicko pod binokularni
lupou a izolujeme embrya v rGznych vyvojovych stadiich. 1zolovana nezralda embrya - globule,
srdce a torpédo kultivujeme na médiu MS s rlstovymi reguldtory (0,1 mg/la IBA, 0,1 mg/I BAP) a
embrya ve stadiu vychazkové hole a krouzku na médiu MS v Petriho miskach po dobu 3 dn(

v termostatu (tma, 25 °C), poté pfeneseme misky do kultivaéni mistnosti.

Capsicum annuum - plod 1zolované embryo (nahofe), rostouci (dole) Vyhodnoceni po 4 tydnech

IZOLACE A KULTIVACE ZRALYCH EMBRYi CUCUMIS SPP.
Material: semena Cucumis sativus, C. melo, C. zeyheri, C. anguria

Postup: Zrald neporusend semena vlozime do injekéni stfikacky a sterilizujeme — 70% ethanol
(2min); 8% chloramin (30 min); 3 x proplachneme ve sterilni destilované vodé. Nechame
nabobtnat ve sterilni vodé cca 1 hodinu. V aseptickém prostfedi pod binokularni lupou izolujeme
embrya pomoci sterilnich nastroju (skalpel, pinzeta, jehly — dle potreby). 5 — 10 neporusenych
embryi umistime na médium MS v Petriho misce (90 mm). Kultivujeme do doby neZz embrya
vyklici v termostatu (tma, 25 °C), poté preneseme do kultivacnich box s médiem OK a umistime
do kultivac¢ni mistnosti (16/8 hodin den/noc a teplota 22 + 2 °C) .

C. zeyheri — izolované embryo C. melo - klicici rostlina C sativus — dopéstovana rostlina
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IN VITRO OPYLOVANI U RODU cucuUMIS

IZOLACE MIKROSPOR

Materidl : nezralda samci poupata vybranych druhf
Cucumis spp.

Postup: Pylova zrna izolujeme z nezralych, povrchové
sterilizovanych samcich poupat. 10 — 15 poupat vloZzime do
injek¢ni strikacky a sterilizujeme: 70% etanol (2 min); 2,5%
chloramin (10 min); 3 x proplachneme ve sterilni vodé.
Izolace prasnikd probiha ve flowboxu pomoci ndstroji na
sterilnim papife. Izolované prasniky vlozime do zkumavky
s vychlazenym NLN médiem a rozdrtime sklenénou
tyCinkou. Pfidame 2 - 5 ml vychlazeného NLN média a
filtrujeme pres 72 um filtr; podil na filtru a pfipadné
zkumavku proplachujeme vychlazenym NLN médiem tak,
abychom ziskaly vysledny objem 10 ml, ktery pipetujeme
do Cisté zkumavky.

IZOLACE NEZRALYCH VAJICEK
Materidl : nezrala samici poupata Cucumis sativus

Postup: Vajicka izolujeme z nezralych, povrchové
sterilizovanych samicich poupat. 10 — 15 poupat vlozime
do injek¢ni stfikacky a sterilizujeme: 70% etanol (2 min);
2,5% chloramin (10 min); 3 x proplachneme ve sterilni
vodé. Na sterilnim papife fezeme poupata na % nebo %
(dle velikosti) a po binokularni lupou izolujeme pomoci
nastroji vajicka (zarodecné vaky). Sterilni jehlou vajicka
(zarodecné vaky) prenasime na médium pro IVP (in vitro
opylovani; médium CP, YS). Na jednu Petriho misku (6 cm)
sadime 10 — 15 vajicek (zarodecnych vaka).

IN VITRO OPYLOVANI
Materidl : izolovana pylova zrna a vajicka Cucumis spp.

Postup: Pasteurovou pipetou se smési pylovych zrn v NLN
médiu zakapneme izolovana vajicka (zdrodec¢né vaky). Ke
kazdému vajicku (zdrodecnému vaku) jedna kapka (zavisi
na hustoté pylovych zrn). Petriho misky s izolovanymi
vajicky (zarode¢nymi vaky) a pylovymi zrny kultivujeme
v termostatu (tma, 27 °C; do vzniku mikrokalust), pak
preneseme Petriho misky do kultivacéni mistnosti.
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Pylova zrna C. sativus (barvena FDA)

Pylova zrna C. sativus + zarodecny vak
C. sativus

Mikrokalus (IVP C. sativus x C. melo)



PRASNIKOVE KULTURY

ZALOZENi PRASNIKOVE KULTURY
Petunia sp., Brassica oleracea, Nicotiana sp., Salix sp.

Materidl : poupata Petunia sp., Brassica oleracea, Nicotiana sp.
samci jehnédy Salix sp.

Postup: Prasniky jsou izolovany z nezralych neporusenych poupat nebo jehnéd (Salix sp.) —

v jednojaderném stadiu mikrospdr (stanovime barvenim pomoci acetokarminu). Poupata nebo
jehnédy jsou umistény v injekéni stfikacce nebo malé kddince a sterilizovany: 70% ethanol
(2min); 2,5% chloramin (20 min); 3 x proplachnuti ve sterilni destilované vodé (jiz

v aseptickém prostiedi) a pak preneseny a uzavieny ve sterilni Petriho misce (ochrana pred
zavadnutim). Prasniky jsou izolovany pomoci nastroju (pinzeta, preparacéni jehla) na podloZznim
sklicku pod binokuldrni lupou. Prasniky kultivujeme na zivném médiu B5 (Keller a kol. 1975)

s pridavkem 10% sacharosy, 2mg/I NAA a 1mg/I BAP na Petriho miskach (60 mm, 25 prasnik()

v termostatu (tma, 25 °C). Po 4 - 6 tydnech vyhodnocujeme regeneraci - vznik kalusd nebo
embryoid(, nekrotizaci prasnikl (v %) a kontaminace (v%).
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Brassica oleracea - poupé Nicotiana sp. - poupata Brassica oleracea - barvené mikrospory

Brassica oleracea - prasnik s embryoidy

Salix viminalis - jehnéda Salix viminalis — prasniky Salix viminalis — mikrokalus z prasniku
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METODY EXPLANTATOVYCH KULTUR

MERISTEMOVE KULTURY

Materidl: rQzice Brassica oleraceae var. botrytis (kvétak)

Postup: Z rlzice nafezeme explantaty o velikosti 0,5 — 1,0 cm velké
(10-15 ks). Explantaty povrchové sterilizujeme v injekéni strikacce: 70
% etanol (2 min); 2,5 % chloramin (10 min); 3 x proplachneme ve
sterilni destilované vodé. Ve sterilnim prostredi nafezeme explantaty
na mensi ¢asti a pomoci pinzety je preneseme na MS médium

v Petriho misce (5 explantat/1 miska, 6 cm) pfeneseme do kultivacni
mistnosti. Vyhodnocujeme po 4 — 6 tydnech.

KALUSOVE KULTURY

Materidl: listy in vitro kultivovanych rostlin Cucumis melo, C. sativus

Postup: Rostlinky rostouci v in vitro podminkach (4 - 6 tydenni)
vyjmeme pinzetou z banék a poloZzime na sterilni filtracni papir, listy
roziezeme skalpelem na segmenty 1 x 1 cm. Segmenty poloZime na
kultiva¢ni médium MS doplnéné ristovymi regulatory (2,5 mg/I NAA a
1 mg/l BA) v Petriho miskach a kultivujeme v termostatu (tma, 25 °C).
Vidy po 2 tydnech pasdziujeme na svézi médium a po 6 tydnech
hodnotime tvorbu kalusd.

MIKROPROPAGACE - INDUKCE PRYTU

Materidl : listy Saintpaulia sp., in vitro rostlinky Sainpaulia sp.

Postup: Z mateiské rostliny odebereme 2 - 3 listy, které umistime do
kadinky a za mirného protiepdvani sterilizujeme: 70 % etanol (1 min);
2,5 % chloramin (15 min); 3 x proplachneme ve sterilni destilované
vodé. Listy polozime na sterilni filtracni papir a feZeme segmenty cca 1
x 1 cm. Segmenty polozime na kultivatni médium v Petriho misce (9
segment(l/ miska, 9 cm). Pfeneseme do kultivaéni mistnosti a po 4 - 6
tydnech vyhodnocujeme regeneraci.

Z in vitro rostoucich rostlin, odfizneme listy a doloZzime na MS médium
do Petriho misek (5 listk(/miska). Pfeneseme do kultivacni mistnosti a
po 4 - 6 tydnech vyhodnocujeme regeneraci rostlin.

Regenerované rostlinky Saintpaulia sp. z
in vitro listt

KLICENi SEMEN V PODMINKACH IN VITRO

Materidl: semena Brassica sp., Cucumis sp.

Postup: Vybereme neposkozend semena, vloZzime do injekéni stiikacky
a sterilizujeme: 70 % etanol (1 min), 36 % roztok SAVO (s kapkou
Tweenu, 30 min), 3 x propladchneme sterilni destilovanou vodou.
Semena pfeneseme pinzetou na % MS médium v Petriho miskach,
které umistime v termostatu a kultivujeme ve tmé pfi 25 °C po dobu 5
- 7 dnU. Naklicené semenacky pasazujeme a kultivujeme na svétle
(kultivacni mistnost).

Podékovani: Podpofeno grantem MSMT FRVS 806/2011

Semenacky Cucumis sativus



METODY EXPLANTATOVYCH KULTUR ROSTLIN

POSTUP PRI PRACI IN VITRO
¢ Pfiprava rostlinného materidlu - povrchova desinfekce, naruseni celistvosti rostliny, reakce po izolaci
¢ Iniciace explantatové kultury - izolace explantétu, velikost explantdtu, stafi, médium, podminky kultivace

e Mikropropagace - zmnoZovéni, paséze, regenerace rostlin

e Zakotrenovani in vitro

¢ Pievod do nesterilnich podminek - aklimatizace

IN VITRO ====) STRESOVA SITUACE
vnitini faktory - genotyp, vyvojové stadium rostliny

vnéjsi faktory - rtistové podminky matefrské rostliny, sloZzeni média, podminky kultivace

SNIZENI REGENERACNI SCHOPNOSTI V IN VITRO:

e odumirani explantatti po izolaci (nekrotizace)

¢ kontaminace

¢ dlouhodoba kultivace

¢ hromadéni metabolitli (dlouhodobé piisobeni riistovych regulatorii)

e genetické zmény (kalusové kultury, bunééné kultury)

METODY

Meristémové kultury
Kalusové kultury
Somaticka embryogeneze

Embryokultury

Prasnikové a mikrosporové kultury
Protoplastové kultury, flize protoplasti
Genetické manipulace - transformace
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MIKROPROPAGACE ROSTLIN

REGENEROVANE ROSTLINY JSOU IDENTICKE - KLONY

Materidl : in vitro kultury Brassica sp., Dianthus sp., Dionea sp., Drosera sp., Fragaria sp.,
Nephrolepis sp., Salix sp., Solanum sp., Saintpaulia sp., dalsi rostlinny material

Postup: Ve flowboxu otevieme in vitro kulturu, rostlinky nebo shluk rostlinek vytdhneme pinzetou

a preneseme na sterilni filtracni papir, pomoci pinzety a skalpelu odstranime staré listy, kofinky

a roziezeme rostlinky tak, Ze ziskdme jednotlivé (r. Dionea, Fragaria) rostlinky nebo stonkové
segmenty s 2-3 listky (Dianthus, Solanum). Rostlinky - 4 ks nebo stonkové segmenty — 6 ks sadime
bazalnim koncem na agarova média (OK, 1C, 10) na jednu barnku (100 ml, 30 ml média). Barky
uzavieme, oznacime a preneseme do kultivacni mistnosti s teplotou 22 + 2 °C a fotoreZimem
den/noc 16/8h. Po 4 - 6 tydnech vyhodnocujeme proristani Uzlabnich pupend, vznik prytd, tvorbu
koren(, rozdily v habitu rostlin regenerovanych na médiu OK, 1C nebo 10 a rozdily mezi genotypy.
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Po vysazeni Kultivace Pfed hodnocenim

Drosera sp. Saintpaulia sp. Salix sp.

PREVOD IN VITRO ROSTLIN DO NESTERILNICH PODMINEK

Postup: Aklimatizované rostlinky vyjmeme z banék, vymyjeme agar a vysadime ¢ast do perlitu
a Cast do jiffy potd, umistime do miniskleni¢k( ve skleniku. Po 4 tydnech hodnotime prevod.

Jiffy poty Jiffy poty Perlit
Podékovani: Podporeno grantem MSMT FRVS 806/2011




PROTOPLASTOVE KULTURY

IZOLACE A KULTIVACE PROTOPLASTU = ROSTLINNYCH BUNEK ZBAVENYCH BUNECNE STENY
Materidl : in vitro rostouci rostlinky nebo kalusy r. Cucumis, Brassica

Postup: Hypokotyly, mladé listy nebo kalusy (kazdy zvlast) nafezeme na 1 mm prouzky, umistime
do enzymatického roztoku v Petriho miskach (6 cm, 5 ml enzymatického roztoku, 500 mg
rostlinného materidlu) a inkubujeme v termostatu 18 hod ve tmé. Izolace a purifikace
protoplastll probiha filtraci pres nylonové sitko (72 um), centrifugaci v promyvacich roztocich

a separaci protoplastli pomoci 20% sacharosového gradientu. Zivotnost stanovujeme pomoci
FDA, hustotu v Bligrerové komrce. Kultivujeme v tekutém médiu pti hustoté 1,5 . 10° prot/ml.

Mezofylove protoplasty Zivotnost Gradient Po 48 hodinach Mlkrokalusy po 4 tydnech

FUZE PROTOPLASTU

SOMATICKA HYBRIDIZACE = CHEMICKA FUZE

Materidl : izolované mezofylové, hypokotylové, kalusové protoplasty

Postup: Purifikované protoplasty ve zvolenych kombinacich smichame v poméru 1:1 (hustota
smési 10° protoplastl/ml) a nakapeme na dno Petriho misky (primér 35 mm, 4 kapky).

Chemické fuze realizujeme pomoci 33% PEG (polyethylenglykolu 6000) po dobu 15 minut (50 pl
na kazdou kapku). Fuzi ukon¢ime STOP roztokem, ktery odebereme a pridame tekuté kultivacni

médium.
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Mikrokalus Kalus Regenerace
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