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Jméno: Datum:

Téma 06a: Iniciace kalusové kultury mrkve Daucus carota ssp. carota L.

Na segmentech rGznych orgdn vétSiny dvoudéloznych rostlin, obzvlasté pokud jsou
v segmentech pfitomny meristematické bunky primarniho nebo sekundérniho meristému
(stonkovy nebo kotfenovy apikalni meristém, kambium, felogén), se po inokulaci do
vhodného média (vétSinou v pfitomnosti auxinu) za¢nou bunky pomérné rychle délit a
vznikaji neorganizované shluky bunék, tzv. kalus. Mén¢ Casto se na tvorb¢€ kalusu podileji
zralé, diferencované bunky.

Material: kofeny mrkve (karotky) Daucus carota ssp. carota L.

Pomiicky:

Médium: 1D = MS zékladni soli, B5 vitaminy, sacharéza 20 g.I'!, 2,4-D (0,1 mg/1),
ztuzeno 0,7% agarem, pH 5,7

Postup prace:
1. Odstranit vS§echny nemocné, poSkozené nebo nepravidelné utvarené koteny.

2. Vydrhnout kofeny mrkve malym kartd¢kem a mydlem pod tekouci vodou, odstranit
veskeré povrchové necistoty.

3. Segmenty kotenti asi 10 cm dlouhé desinfikovat ve 20% roztoku SAVO ve sterilni
destilované vodé¢ (SDV) (v/v) za mirného michani 20 minut (tfepacka).

4. Oplachovani 3x po dobu 3 minut v SDV, pro dostate¢né odstranéni desinfekéniho
roztoku.

5. Pfenos desinfikovanych segmenti ozihanou pinzetou do sterilni Petriho misky.

6. Sterilné¢ v laminarnim boxu oZihanym skalpelem odfiznout z kazdé strany kofenového
segmentu 1 cm a segment pienést do dalsi Petriho misky. Kontrolujte polaritu
segmentu.
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Obr.1. Reinert et Yeoman (1982) upraveno

7. Krajejte pricné fezy kotfenem o tloust’ce asi 2 mm a z nich pfipravte dily o velikosti asi
10 x 10 mm tak, aby obsahovaly ve stfedni ¢asti kambium. Velikost a tloustka
explantati by méla byt jednotna. Tento postup opakujte, az ziskate dostatecny pocet
explantatl pro pokus. Po kazdé manipulaci uzavirejte vicko Petriho misky.

8. Ozihejte okraj vicka a po jeho sejmuti i okraj kultivacni nadoby. Do kazdé kultiva¢ni
nadoby vlozte 4 — 5 explantatt bazalni feznou plochou do agarového média 1D (MS,
2% sacharéza, 0,1 mg/1 2,4-D, 0,7% agar).

9. Mezi jednotlivymi operacemi odkladejte skalpel a pinzetu do 96% ethanolu a
opakovang nastroje ozehavejte. Kazdy ptipravi 20 explantata.

10. Po inokulaci ozihejte opét okraj kultiva¢ni naddoby a uzaviete vickem.
11. Zaznamenejte si poCet segmentil v kulture (v kultivacni nddobé& a pocet nadob).

12. Kultivacni nddoby umistéte do termostatu a kultivujte ve tme pfii teplote 25°C.

Hodnoceni:

V nasledujicich tydnech kontrolujeme Cistotu kultur a vyhodnotime ¢etnost segmentti, na
kterych doslo k iniciaci tvorby kalusu.

Téma 06b: Pasazovani kalusové kultury mrkve Daucus carota ssp. carota L.

Za 4 tydny se vétSinou na explantatu vytvoii vyrazny kalus a kazdy explantat by mél byt
rozdélen na 2 — 3 ¢asti ne mensi neZ 10 x 10 mm a pfenesen na Cerstvé médium. Buiiky na
spodni stran¢ explantatu jsou Casto nekrotické a nejsou vhodné pro dalsi kultivaci. Tyto
nekrotické Casti oddélte a odstraiite.

Pokud pasazujeme jiz odvozenou kalusovou kulturu, odebirame pinzetou nejmladsi ¢ast
kalusového pletiva a inokulujeme ji na povrch Cerstvého média. Pro udrzeni kalusové kultury
pouzivame stejné médium s 2,4-D, pro iniciaci tvorby somatickych embryi v kalusu auxin

v médiu vynechame.
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Pomiicky:

Postup:
1. Pfenést kultury z termostatu do laminarniho boxu.
2. Ozehnout okraj uzavéru a po jeho sejmuti i okraj kultiva¢ni nadoby.
3. Ozihanou pinzetou vyjmout explantat a prenést jej do sterilni Petriho misky.
4. Po rozdéleni inokulovat explantaty do zkumavky s cerstvym médiem.
5. Ozehnout hrdlo kultiva¢ni nddoby a uzavtit vickem.
6. Poznamenat datum a potadi pasaze.
Planovany postup Dny od poéatku pokusu
Izolace Cerstvych explantat z kofene 0
Prvni pasaz 28
Vyrazna proliferace kalusu 42 — 48
Izolace vlastniho kalusu 91-98
Perioda pasazovani kalusu 4 tydny
Vysledky:

Zaznamenejte do protokolu detaily pokusu = datum pocatku iniciace kalusové kultury,
pocet explantatt, pocet kultur, ¢etnost infekci, rtizné pouzité postupy. Kultury kontrolujte
v pravidelnych tydennich intervalech a zaznamenejte zmény v jejich morfologii. Popiste

prubéh experimentu.

Otazky:

l.

2. Rostou vSechny explantaty stejné? Jaké diivody mohou vést k rozdilnému vyvoji

Ze kterého pletiva primarniho explantatu pochazi kalus?

explantata?
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