Mikroskopie zivych rostlin znaéenych GFP

Priprava roztoku a pomucek

Steriliza€ni roztok
e 5 g hypochlorid vapenaty
e 100 mldd H20
e 500 ul 10 % Tritonu X 100 (vysledna koncentrace Tritonu X 100 je 0.05 %)

Michédme nejméné 2 hodiny, zbytek nerozpusténé soli nechame sedimentovat a teprve pak
pouzivame. Uchovavame 1 mésic pti 4 °C ve tmé.

0.05% roztok Tritonu X 100

e 100 ml dd H20
e 500 pul 10 % Tritonu X 100

Musi byt vzdy sterilni; tzn. je nutno pted kazdym pouzitim vysterilizovat.

Pozn.: TRITON SLOUZI JAKO SMACEDLO. JE NUTNE JEJ PRIDAT
DO STERILIZACNIHO ROZTOKU I DO VODY NA OPLACH SEMINEK

MS médium 500 ml

2.15gMS

0.25 g MES

5 g sacharozy

upravime pH na 5.7-5.9 pomoci 1M KOH
5 g Plant agaru (1%)

Sterilizujeme a po ochlazeni rozlévame do Petriho misek steriln¢ ve flowboxu. Pouzivame ihned
po ztuhnuti nebo uchovavame v lednici pii 4 °C k pozd¢jSimu pouziti.

Sterilni filtra¢ni papiry

Sterilni paratka

Roztok 75 % etanolu na sterilizaci
pouzivame na pinzetu, kterou si v roztoku namac¢ime,ozehneme a
pouzijeme na sterilni pfipravu paratek a filtracnich papirt
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1. Priprava MS pevného média

e podle zakladniho rozpisu si pfipravime tekut¢ MS médium a upravime u n¢j pH

e do ldhve k navazenému Plant agaru pfidame tekuté MS médium

e vysterilizujeme a po ochlazeni steriln€ rozlijeme v boxu do Petriho misek, kde
nechdme v nedovienych miskach médium ztuhnout

2. Sterilizace seminek

e do mikrozkumavky o objemu 1.5 ml ddme potfebné mnozstvi seminek, které chceme vysit
a dobfe oznac¢ime

e pfidame 1 ml steriliza¢niho roztoku, michdme 15 minut
Pozn. Nenechavame ve sterilizaénim roztoku déle, protoze hypochlorid vapenaty je pro
seminka toxicky.

J DALE PRACUJEME STERILNE VE FLOWBOXU {

e seminka v mikrozkumavce oplachneme 3 x 0.05% roztokem Tritonu X 100 tak, Ze nejdiive
zcela odpipetujeme sterilizacni roztok a ptidame 1 ml 0.05% roztoku Tritonu X 100,
zavieme, ota¢enim mikrozkumavky dnem vzhliru promichavame a nasledné roztok
odebereme.

e po trojnasobném proplachnuti pfiddme 0.5 ml 0.05% roztoku Tritonu

e do Petriho misky si pfipravime sterilni filtra¢ni papir

e roztok se seminky nasajeme mikropipetou a pieneseme na filtrani papir v Petriho misce

3. Vysev na pevné médium

e vysev na MS médium provadime tak, Ze nabereme paratkem jedno seminko a lehce jej
polozime na médium (NEZATLACUJEME!)
e po vyseti zavieme misku, kterou dokola omotame prodysnou paskou SPOFAPOREM
e takto pfipravené misky zabalime do alobalu a inkubujeme 2 dny v lednici pii 4°C,
aby doslo k ,,probuzeni seminek z dormance (,,spanku)

4. Kultivace

e po dvou dnech inkubace, nasledujici den rano vlozime misky vertikaln¢ do kultiva¢niho
boxu s pfedem nastavenymi podminkami kultiva¢niho cyklu:
a) den-noc
b) teplota ve dne
¢) teplota v noci
d) vlhkost
e) osvétleni
podle pokynt vyucujiciho

5. Priprava preparatu k mikroskopii

e po asi 10 dnech madme na miskach malé semenacky, které opatrné€ pinzetou preneseme
z média na podlozni sklo s dd H20

e piikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pod mikroskopem



