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MINIST 3 STVO SKOLSTVI OP Vzdélavani

EVROPSKA UNIE v HOVY pro konkurenceschopnost *IA NABY
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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

Téma 02: Primarni meristémy, meristémy vegetativni a generativni

Uvod

Aktivita meristémtl umoznuje rust (obecné ozna¢ovany jako primarni rist, né¢kdy také
vegetativni), kterym jsou tvofeny nové organy a vede ke zvySeni délky stonku a kofent a
zvétSovani poctu listl. Po pfeméné meristému vegetativnich na meristémy generativni vede
jejich aktivita 1 k vyvoji generativnich organii umoziujicich generativni rozmnozovani.

Ukolem cvideni je pozorovat vegetativni apikalni a axilarni stonkové meristémy na
podélnych parafinovych fezech kli¢nich rostlin husenicku a tabdku a generativni meristémy
tabaku.

A. Apikalni meristém Arabidopsis

Material: huseni¢ek Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
podélny parafinovy tez kli¢ni rostlinou 2, 7 nebo 15 dnl od vysevu na agarem ztuzené MS
médium (Murashige et Skoog 1962). (Experiment ¢. 243)

Nékolik riiznych transgennich linii se systémem transkripéni aktivace pOp-ipt-
GUS/LhG4 odvozenych od ekotypu Columbia. Aktivatorové linie husenicku CaMV35S-
LhG4 poskytl profesor Klaus Palme (Max Planck Institute, Kolin nad Rynem, Némecko).
Reportérové linie husenicku byly odvozeny pomoci vakuové infiltrace suspenze
Agrobacterium tumefaciens v Laboratofi funkéni genomiky a proteomiky na Ptirodovédecké
fakulté¢ Masarykovy univerzity v Brné. Aktivace transkripce konstruktu pOp-ipt-GUS byla
provedena kiiZenim aktivatorové a reportérové linie (Guo Jianchun 2002).

Ihned po odbéru rostlinnych vzorkii byla provedena jejich fixace pomoci fixdze CRAF
IT (chromic acid — acetic acid — formaldehyd) (Lux, Erdelska a kol. 1998), v ledni¢ce pies
noc. U starSich kli¢nich rostlin byly jesté pred fixaci odstranény délohy (popft. 1 pravé listy)
kvli lepsi orientaci vzorkill v parafinu a vétsi pfehlednosti podélnych fezi.

Etanolovou dehydratacni fadou a xylenem byly objekty preneseny do parafinu.
Odparafinované fezy byly nabarveny podvojnym barvenim: Safranin — Fast Green (Jensen
1962) a po odvodnéni byly fezy uzavieny do syntetické pryskyfice Eukitt®.

Vyhledejte na sériovych fezech stonkovy apikalni meristém, zakreslete medidnni fez,
event. proved’te jeho fotodokumentaci. Na schématu popiste jednotlivé struktury fezu.



B. Apikalni a axilarni meristém tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1

Materidl: tabak Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1 a dvé nezavislé transgenni
homozygotni linie s chemicky indukovatelnou expresi ipf pomoci transkripcné
aktivovatelného systému pOp::ipt/CaMV35S::LhGR, oznacené 303 a 307. Aktivaci
dexamethasonem byla v transgennich rostlindch spusténa biosyntéza cytokinint.) (Experiment
¢. 300).

Rostliny byly vypéstovany vysevem semen do substratu a kultivovany v klimaboxech
Percival po dobu 5 tydni pfi fotoperiodé 16h/8h, intenzité osvétleni 120 pmol fotond.m™2.s™.
Teplota kultivace 24°C ve dne, 21°C v noci. Po zélivce s pfidavkem dexamethasonu (DEX)
nebo kontrolnim blankem (K) byly odebirany apikalni segmenty a urcité stonkové nody pro
hodnoceni vlivu exprese ipt na vyvoj apikalnich a axilarnich meristémi. Doby odbéru byly 1,
3 a 5 dni po zélivce. Fixace vzorku byla provedena ve smési FAA.

Butanolovou dehydrata¢ni fadou byly objekty pteneseny do parafinu. Odparafinované
fezy byly nabarveny podvojnym barvenim alcianovou modii a jadernou cerveni (Benes$ a
Kaminek, 1973). Po odvodnéni byly fezy uzavieny do syntetické pryskytice Eukitt®.

Vyhledejte na preparatech se sériovymi fezy stonkovy apikdlni meristém, zakreslete
medidnni fez, event. provedte jeho fotodokumentaci. Na schématu popiSte jednotlivé
struktury fezu. Posud’te, zda se jedna o vegetativni nebo generativni meristém.

Na fezech nodalnich segmenti stonkti vyhledejte podélny fez axilarnim meristémem a
dokumentujte jej podobné jako u apikdlnich meristémii.
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