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Jméno: Datum:

Téma 13: Kryoprezervace izolovanych meristéma brambor

Kryoprezervace je neletalni skladovani pletiv pfi ultranizkych teplotach. Vyuziva se pro
minimalizace rastu a vyvoje in vitro, k uchovani Zivotaschopnosti a genetické stability
Slechtitelskych materialti, k zachovani plného vyvojového a funkéniho potencidlu materialu i pro
Setfeni pracnosti manipulaci. Jednou z pouzivanych metod je kryoprezervace s pouzitim

enkapsulace a dehydratace (Benson 1993). K enkapsulaci se pouziva alginat sodny. Touto

metodou lze enkapsulovat izolované meristémy, kalusy, somatickd embrya, suspenzni kultury
apod.

Obecny postup pri enkapsulaci/dehydrataci (Benson 1993)
1. Kultura pryta
2. Aklimatizace kultury (nizsi teplota, vys$si osmoticka hodnota média)
3. Izolace meristému
4. Ptenos meristému do 3% alginatu
5. Nasati alginatu s metistémy do Spicky pipety
6. Kapani kapek do roztoku s Ca®" ionty
7. Polymerace alginatu (enkapsulace)
8. Pfenos alginatovych kulicek s meristémy do roztoku sachardzy (dehydratace, 1-5 dni)
9. VysuSeni na Petriho misce v projdu vzduchu (laminarni box, 1-4 hod)
10. Rychlé zmrazeni v ttkutém dusiku (-196°C)

11. Rychlé rozmrazeni (vodni lazent 37°C)

12. Testovani zivotaschopnosti materialu



Testovani vlivu izolace a enkapsulace na Zivotaschopnost meristémi Solanum tuberosum

Pfi pouzivani metody kryoprezervace je nutno pro kazdy rostlinny material otestovat jednotlivé

kroky, aby bylo jisté, zda néktery z nich nezplsobuje ztratu zivotaschopnosti materialu. Timto

postupem ovétime, zda izolace a enkapsulace meristému nebude pro né letalni.

Material:

Kultura prytt Solanum tuberosum, 3% alginat sodny v médiu bez Ca*" iontd, 0,1M Ca®'Cl,,

Petriho misky s navlhéenym filtranim papirem, skalpel a pinzeta, kahan, laminarni box,

preparacni mikroskop, automaticka pipeta, sterilni modré Spicky se sefiznutou Spickou

Postup:

(body 3. — 7. z vySe uvedeného pracovniho schématu)

1. Z prytu sterilni kultury Solanum tuberosum izolujte na navlhéeném filtracnim papiru
s pouzitim prepara¢niho mikroskopu axilarni meristémy.

2. Izolované meristémy vlozte do roztoku alginatu sodného.

3. Pipetou se sefiznutou modrou $pickou nasajte alginat s meristémy.

4. Kolmo postavenou pipetou pomalu odkapavejte alginat do roztoku Ca®>"Cl,, tak aby se
vytvartely kapky s centralné umisténym meristémem.

5. Ponechte 30 minut polymerizovat.

6. Vytvofené kulicky algindtu obsahujici meristém pifeneste na povrch M-S media
do Petriho misky.

Hodnoceni

V nésledujicich tydnech vyhodnot'te riist meristému.
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