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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

Jméno: Datum:
Téma 12: PFima somaticka embryogeneze z kvétnich luZzek a listii cinerarie

(popelivky) (Senecio x hybridus Hyl.)

Material: ubory s uzavienymi poupaty a listy cinerarie (Senecio x hybridus Hyl.)

.....

iniciacni (SE): makro a mikroelementy Murashige a Skoog (1962), sptfidavkem: 0,55 mM
myoinositol (1 g.1™), 2,9 uM thiamin-HCI (5 mg.1"), 13,5 uM 2.4-dichlofenoxyoctova kyselina (2,4-
D) (3 mg.I™"), uM 4,5 benzyladenin (1 mg.I"), 88 mM sacharosa (30 g.I'"), 0,8% agar (8g.1™).

kontrolni (MS): makro a mikroelementy Murashige a Skoog (1962), vitaminy B5 (Gamborg et al.
1969), 88 mM sacharosa (30 g.I""), 0,8% agar (8g.I"").

Pokus 1. Iniciace somatické embryogeneze

Povrchova desinfekce a priprava explantatu.

Postup:
1. Lizka kvétenstvi (aboru)

1.

2.

Ubory s uzavienymi poupaty s 2 cm stonkem se ponoii do 70% etanolu a oZehnou
rychlym protazenim plamenem kahanu.

Nésleduje desinfekce v roztoku 20% SAVO + 0,1% Triton X-100 po dobu 10 min. a
troji machani ve sterilni destilované vodé.

Asepticky se odstrani listky zakrovu a vSechny kvéty a lizko uboru se roziizne
vertikalné na poloviny.

(Pfi silné kontaminaci poupat se doporucuje pouzit opakovanou desinfekci (kvétni lazko
se znovu ponofi do 10% roztoku SAVO na 5 min a 3x macha ve sterilni destilované
vodg).

Prvni explantdt se polozi na SE medium a ozna¢i A, druhy explantat na kontrolni
médium MS a oznaci B, pofadovym ¢islem se pak znaci jednotlivé tibory.

2. Listové Cepele
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Listy cinerarie kultivované v in vitro podminkach se vyjmou steriln¢ na Petriho misku.
Listové Cepele se roziiznou na dvé stejné poloviny.

Prvni explantat se polozi na SE medium a oznaci A, druhy explantat na kontrolni
médium MS a oznaci se B, pofadovym ¢islem pak zna¢ime explantaty z jednotlivych
listt.

Kultivuj kultury ve tmé pfi teploté 22 - 25°C.

Tydné kontroluj prub¢eh kultivace, vytazuj kontaminované kultury.



6.  Po 2 a4 tydnech vyhodnot ¢etnost somatické embryogeneze a zapis do protokolu.

Piedpokladané vysledky:

Od 2. tydne kultivace se na explantatech kultivovanych na SE médiu se vytvateji shluky
zlutych globularnich embryi.

Ve 4. — 5. tydnu kultivace na SE médiu jsou explantaty pokryty Zlutymi az Zlutozelenymi
somatickymi embryi v globularnim aZ srd¢itém vyvojovém stadiu.

Pokus 2. Dozravani (maturace) somatickych embryi a regenerace rostlin

Iniciace a vyvoj somatickych embryi jsou Casto ovlivnény vyzivou a rastovymi regulatory.
Slozeni indukénich, udrZzovacich, maturacnich a zakofetiovacich médii se casto lisi. Napf.
Naproti tomu maturaéni média neobsahuji ristové regulatory nebo jen jejich velmi nizké
koncentrace. Zakotenovaci média maji Casto redukovanou koncentraci zakladnich soli a
cukru.

Material: Petriho misky s MS médiem + 0,5% aktivni uhli
Petriho misky s MS médiem bez riistovych regulétorii
kultivacni nadoby s MS médiem bez ristovych regulatort
raSelinovd multiplata, raSelinovy substrat, mikrotenové sacky

Postup:

1.  Zaloz experiment, jak je popsano vyse.

2. Pfenes c¢ast explantatl oznacenych pismenem A na MS medium obsahujici aktivni uhli
a oznac je jako variantu C, po tydnu kultivace je pfenes na MS medium bez ristovych
regulatort.

3. Dalsi explantaty oznacené pismenem A pienes na cCerstvé MS médium bez rtistovych
regulatord a oznac jako variantu D.

4.  Kultivyj vSechny kultury za stejnych podminek popsanych vysSe. Rozdél somaticka
embrya podle kategorii (globuldrni, srdcitd, kotyledonarni), spocitej je a zapi§ do
protokolu.

5. 0ddél kotyledonarni embrya od explantatu a prenes je na MS médium bez riistovych
regulatorii. Kultivuj na svétle (25 — 75 umol.m™.s™) ve 22°C.

6.  Rostliny 2 cm vysoké pienes do skleniku do vlhkého raSelinového substratu a piekryj
mikrotenovym sa¢kem (nebo vloz do mikropaieniste).

7. Po 2 — 3 tydnech aklimatizace (postupné vétrani rostlin) piesad’ rostliny do kvétinaca a
dale péstuj podle pozadavki kultury.

Predpokladané vysledky:

Somaticka embrya varianty A se vytvareji pfimo na explantatu a nerovnomérné se vyvijeji —
pozorujeme vSechna vyvojova stadia. Asi 1/3 kotyledonarndch embryi pfenesend na MS
médium s aktivnim uhlim vytvoii kotfinky a pryty v pribehu 10 dni, ostatni pfenasena piimo
na M-S bez rustovych regulatori vytvoti pouze kotinek a nebo neklici.

Vétsina rostlinek cinerdrie odvozenych ze somatickych embryi se lehce aklimatizuje. Kvéty
jsou sice mensi, ale normalné tvarované a vybarvené.
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