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EVROPSKA UNIE v pro konkurenceschopnost 47"1 NASY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM

A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

Jméno: Datum:

Téma 02: Sterilni vysev a nakli¢ovani semen

Vysev povrchové desinfikovanych semen je relativné nejjednodussim zplisobem, jak
zalozit kulturu in vitro, protoze na semena je mozné pouzit razantnéjsi desinfekcni
postupy nez na rostlinné organy, jako jsou listy nebo kvétni poupata.

Mala semena vysévame (pomoci navlhéenych $pejli nebo paratek) na povrch agarem nebo
Gelritem ztuzeného média, které ma vétSinou snizenou koncentraci anorganickych soli i
sacharosy. Velka semena, jako hrach, okurky apod., je mozné vysévat na povrch
navlh¢ené bunicité vaty nebo na povrch sklenénych perel s tekutym médiem.

Material: (napsat podle vlastnich experiment1)
semena raznych linii tabaku Nicotiana tabacum L. SR1, len sety Linum usitatissimum L.,
nazky mrkve seté Caucus carota L. ssp. sativus (Hoffm.) Arcang cv. , spory kapradiny

kiidelnice krétské (Pteris cretica), semena orchideji (Phalaenopis hybr.) apod.

Pomiicky: (vypsat)

A. Desinfekce vétSich semen

Uzavieni semen do sklenéné epruvety nebo gazového vacku (podle velikosti semen)
Desinfekce v 50% etanolu a 3% peroxidu vodiku 1 minuta

Oplach sterilni destilovanou vodou (SDV)

Desinfekce ve 20% roztoku SAVO v SDV (v/v) 20 minut

3x po dobu 3 - 5 minut oplachovani SDV, posledni vodu slit a nechat uzavieno v boxu
Bobtnéni 24 hodin

Opakovana desinfekce ve 20% roztoku SAVO v SDV (v/v) 20 minut

3x po dobu 3 - 5 minut oplach SDV
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Desinfikovand semena pieneseme v lamindrnim boxu do sterilni Petriho misky
s filtracnim papirem.
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
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Sterilni vysev

10. Provedeme sterilné vysev semen pomoci pinzety nebo steilniho paratka do Petriho
misek na povrch agarem ztuzeného média (MS médium, 2% sacharosa, 0,65% agar).
Viko misky zajistime proti otevieni prouzkem folie.

11. Oznacime kultury popisem (datum, material), poznamename si pocet semen vysetych
na misku.

12. Nakli¢ovani provadime ve tmé v termostatu, pii teplot¢ 25°C nebo na svétle
v kultiva¢nim regélu.

B. Desinfekce malych semen nebo spor kapradin

1. Suspendovani semen nebo spor ve sterilni destilované vod¢ a jejich kratké nabobtnani
(ve Falkon. zkumavce)

Dekantace desinfekéniho roztoku

2. Centrifugace na ru¢ni centrifuze 1 minuta
3. Dekantace vody

4. Desinfekce v 7% chlornanu vapenatém 10 minut
5. Centrifugace na ru¢ni centrifuze 1 minuta
6.

7.

Oplachovani sterilni destilovanou vodou (SDV) 3 — 4x, mezi kazdou vyménou vody
centrifugujeme suspenzi a slévame supernatant

8. Posledni oplachovaci vody piidavame men$i mnozstvi a po resuspendovani sedimentu
nalévame malé mnoZstvi suspenze na povrch agarového média.

Hodnoceni:

Prvni kontrola kultur by méla probihat jiz po nékolika dnech. Zpravidla jiz 3. den od
pocatku experimentu je patrnd pifitomnost nezddoucich infekci (tydenni interval mezi
praktiky muize byt pfili§ dlouhy). Pokud je vyskyt infekci limitovany a kulturu
kontrolujeme vcas, je mozné pasaZovat neinfikovand semena na Cerstvé médium.

V piipadé, ze je desinfekce nedostateCna a infekce se projevuje u mnoha semen, je nutné

provést razantnéj$i desinfekci (opakovanim desinfekce, prodlouzenim doby plisobeni
desinfek¢ni latky nebo pouzitim jiné desinfikujici latky)

V nésleduyjicich tydnech vyhodnotime % kliCivosti osiva, kontrolujeme Cistotu kultur a
sledujeme vyvoj kli¢nich rostlin nebo ptipadné projevy sensitivity pokud jsme vysévali
semena na selekéni médium.

Podle dalSich pokynt pracujeme s kli¢nimi rostlinkami v dalSich tlohéch.



