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1 Uvod

Len sety je jednoleta, dvoudé€lozna, samosprasna rostlina. Jedna se o velmi sta-
rou kulturni plodinu (péstovan jiz ve starovékém Egypté pted 10 000 lety), ktera
ma mnoho forem a je rozsifena téméef na vSech kontinentech v riznych klima-
tickych a pidnich podminkach. Len (Linum usitatissimum L.) ma tfi technolo-
gické typy: pradny len (vyuziti na vldkno), olejny len (péstovany pro ziskani
oleje) a prechodny olejnopradny len (dvoji moznost vyuziti). Botanicky nazev
Inu vyjadiuje jeho mnohostranné vyuziti (usitatissimum = nejuzite¢néjsi) —
prakticky cela nadzemni biomasa mize byt komplexné zpracovana na pramys-
lové, farmaceutické nebo potravinaiské produkty.

V ramci $lechténi Inu setého jsou pouzivany predevsim klasické postupy
ziskavani novych odrtid, jako je kfizeni a naslednd selekce. Alternativni meto-
dou ke klasickému postupu — opakovanym selekcim je odstraiiovani genetické
variability ve Slechtitelském materidlu pomoci prasnikové kultury.
V konven¢nim procesu $lechténi Inu trva Sest az osm let k ziskani inbrednich
linii, které jsou homozygotni. Vznik dihaploidnich jedincti v§ak umoziuje pro-
dukci zcela homozygotni materialu za méné neZ rok a tim urychluje proces
dihaploidnich linii, ov§em celkova G¢innost regenerace rostlin Inu je velmi niz-
ka.

V ramci projektu TA04020547 byly pouZity v zavedeném postupu prasni-
kové kultury Inu nové syntetické derivaty cytokinind. Aplikaci novych derivati
nebo inhibitori degradace cytokinini byla v minulosti vyfeSena, respektive
pteklenuta tzv. rekalcitrantnost nékterych odrud, a to tak Zze doslo ke zlepSeni
regeneracnich schopnosti nebo kvalitativnimu vylepSeni regeneranti produko-
vanych uréitym typem in vitro kultury

1.1 Cil metodiky

Cilem metodiky je inovace jiz zavedeného postupu pfi tvorbé uplné homozy-
gotnich linif Inu cestou regenerace rostlin z haploidnich mikrospor v prasnikové
kultute. Pti pouziti klasickych ristovych reguldtorti je procento regenerovanych
prytd z pragnikd velmi nizké, 2—-3 % (Rutkowska-Krause, 1995). Diky aplikaci
derivat cytokini do media se zvysilo procento ziskanych pryti i u odrtad jevi-
cich se jako rekalcitrantni v in vitro podminkach (graf ¢.1, Pfilohy). Vypracova-
ni metodiky s aplikaci derivatt ristovych regulatorti tedy umozni zavést metodu
prasnikové kultury do praxe s vét§im diirazem na moznost ziskani nové odridy.

1.2 Srovnani novosti postupt

Len sety (Linum usitatissimum L.) je jednoleta pievazné samospras$na rostlina.
Klasicky postup, ktery je dosud pii Slechténi Inu pouzivan, zahrnuje kiizeni,



pozitivni a negativni selekce. VySlechténi nové odridy trva 17-24 let (Poliakov
et al., 1995), nebot po rozsifeni genetické variability kiizenim nasleduje selekce
jedinct s pozadovanymi kombinacemi vlastnosti a ustaleni Slechtitelského mate-
rialu (odstranéni variability) i v dalSich sledovanych znacich, které cely Slechti-
telsky cyklus podstatné prodluzuje. Jestlize byly pfi poc¢atecnim kfizeni pouzity
jako rodice genotypy morfologicky podobné, mize trvat vyslechténi nové odra-
dy krat$i dobu (9—-12 let), ale pfi potiebé kombinovat vlastnosti vzdalenéjSich
genotyptl (napf. pii vnaseni odolnosti k padli z olejného typu do pfadného) trva
ustaleni materialu mnohem delsi dobu. K rychlému sniZeni genetické variability
ve Slechtitelském materialu mize u Inu poslouzit prasnikova kultura (Friedt et
al., 1995). Rutkowska-Krause et al. (2001) popisuji dihaploidni linii odvozenou
prasnikovou kulturou z odriady ptadného Inu Alba s vy$§im stupném odolnosti
k fusariovému vadnuti ve srovnani s pivodni odradou. Prasnikovou kulturou
vznikaji dihaploidni jedinci — upln¢ homozygotni, v dalSich generacich nestépici
— béhem jediného roku. Metoda prasnikové kultury vyraznym zptisobem zkra-
cuje Slechtitelsky cyklus a urychluje tak tvorbu novych odrid Inu. Zatazeni
prasnikové kultury do Slechténi mutize zkratit Slechtitelsky cyklus nejméné o
6 let. Pouziti metody prasnikové kultury umozni $lechtitelim Inu rychleji reago-
vat na ménici se poZzadavky na vlastnosti novych odrud jak pfadného, tak i olej-
ného Inu. V piipadé aplikace derivatii cytokininl se navic jedna o zvySeni poctu
regerovanych jedinct u §ir§iho spektra genotypd, coz opét otevira §ir§i prostor
pro ziskani novych odrud.

1.3 Dedikace

Metodika byla vypracovana za prispéni finanénich zdroji ¢erpanych
z technologické Agentury Ceské Republiky v ramci projektu TA04020547
., Progresivni biotechnologie na bazi novych syntetickych derivati cytokinini
K ziskani dihaploidnich linii kminu, Inu a hrachu® (2014-2017) a poskytnuti
institucionalni podpory na dlouhodoby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace
¢.RO1016.

1.4 Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Metodika je urcena studentim vysokych skol s vyukou zaméfenou na §lechténi
rostlin avyuziti biotechnologickych metod, pfedev§im vSak je urCena
k praktickému vyuziti pti Slechténi Inu. Materialni i personalni vybaveni nutné
pro pouziti metody prasnikové kultury je v porovnani s jejim pfinosem zanedba-
telné. Navic, v souCasné dobé je mozné navazat vyhodnou spolupraci mezi
Slechtiteli, ktefi nemaji potfebné laboratorni vybaveni pro praci s in vitro kultu-
rami, a organizacemi s potiebnym technickym zazemim pro tuto praci.



1.5 Ekonomické aspekty

Realizace inovované metodiky za pouziti cytokininovych derivati a tim poten-
cialni zvyseni produkce dihaploidnich linii Inu pfedstavuje pro Slechtitele ptimy
finan¢ni pfinos jednak ve formé zkraceni $lechtitelského cyklu, jednak formou
uspor pii péstovani a Slechténi. Dojde zejména k uspofe ¢asovych, materialnich
a tedy 1 finan¢nich zdroju u $lechtitelskych organizaci. Rok slechtitelské prace
predstavuje naklady ve vysi zhruba 100.000,-K¢ jedna se tedy o tsporu v fadu
500.000,-K¢ za dobu, o kterou se diky dihaploidizaci zkrati ¢as nutny Kk ziskani
nové odridy.

2 Popis

Metodika prasnikové kultury u Inu byla ve firmé Agritec vyvijena na zakladé
fady publikovanych praci (Sun a Fu, 1981, Nichterlein et al., 1989, Nichterlein
et al. 1991, Rutkowska-Krause et al., 1995 a dal$ich) a dlouhé fady vlastnich
experimentll majicich za cil prostudovat vliv riznych faktorti na prasnikovou
kulturu a nalézt co nejefektivnéjsi zpuisob produkce dihaploidnich linii Inu apli-
kovatelny na Siroky Slechtitelsky material. Vysledky mnohaleté prace byly pou-
Zity pfi vypracovani vnitini metodiky pro Slechténi Inu firmy Agritec (Tejklova,
2003b). V ramci projektu TA04020547 byly v poslednich 3 letech (2014-2016)
provedeny dalsi experimenty a podle jejich vysledkt pak byla metodika prasni-
kové kultury optimalizovana do nyné&jsi podoby.

Cyklus regenerace rostlin z prasnikd u Inu probihd v nasledujicich kro-
cich: indukce kalogeneze v prasnicich, regenerace pupent z kalusu, kultura
mnohonasobnych prytl, zakofefiovani prorustajicich prytd, pfevod kompletnich
rostlin do nesterilnich podminek, kolchicinovani haploidnich regenerantt, do-
péstovani rostlin do zralosti, sklizeni semen.

2.1 Tvorba donorového materialu

Donorové rostliny pro odbér prasniki jsou péstovany pokud mozno pfi nizsich
teplotach (minimalni denni teploty 5-10 °C, maximalni denni teploty 15—
20 °C).

Pokud jsou rostliny péstovany ve vegetaénich nddobach, kontejnerech
apod., doporucuje se zakladni hnojeni pfed vysevem: 0,857 g NH,;NO3;+ 1,717 g
Ca(H,P0,),.H,0 + 1,665 g K,SO4 na jednu vegetaéni nadobu o objemu 5 I.
Vysev do sponu 3x3 cm. Od faze rychlého ristu pfihnojovat 1x za 14 dni plnym
hnojivem, napf. Wuxal Super (AgroBio, Opava) dle navodu. Regenerac¢ni
schopnost mikrospor je vyssi pfi péstovani donorovych rostlin na kratkém dni,
proto je vhodné pii péstovani Inu béznym zptusobem, kdy rostliny zacinaji kvést



V prvni poloviné Cervna, kratit svételnou periodu asi tyden pred butonizaci na
cca 8-9 hodin zakryvanim rostlin cernymi platénymi kryty (obr. 1).

2.2 Zalozeni prasnikovych kultur
2.2.1 Zasady prace ve sterilnich podminkach

Piiprava kultivaéniho média pro in vitro kulturu — obecné
K ptipravé kultiva¢nich médii se pouzivaji chemikalie v ¢istoté p.a. Za spolehli-
ve kvalitni Ize povazovat chemikalie z nabidky firem Vitrum, Duchefa a Sigma-
Aldrich. Pti ptipravé kultivaéniho média se vzdy pouZziva destilovana nebo dei-
onizovana voda. Agar lze rozvafovat bud’ ve vodni lazni, nebo v mikrovinné
troubé; nesmi se nechat vicekrat ztuhnout a znovu rozvarovat. Sterilizace médii
probiha v autoklavu 15 minut pii 121 °C.

Meédia se pfipravuji bezprostiedné pted pouzitim. Pokud nejsou pouzita ke
kultivaci ihned, je vhodné je kratkodob¢ uskladnit v chladnicce pii 4 °C.

2.2.2 Izolace a sterilizace poupat Inu

Natrhat poupata o délce asi 5-6 mm a Sifce asi 1,8 mm u olejnych Ind a 0 délce
asi 4-5 mm a $ifce asi 1,5 mm u ptadnych Ind (poupata o maximalni velikosti,
pri které je$té nejsou zabarveny korunni listky), odstranit ptipadné priléhajici
listy (obr. 2a). Nejuspésnéjsi je regenerace z nékolika prvnich poupat vyristaji-
cich na rostliné.

Poupata kratce oplachnout 70% etanolem, poté kratce proplachnout desti-
lovanou vodou, zalit 1% Chloraminem B (Bochemie a.s., Bohumin), protfepavat
3 min., slit pouzity a nalit Cerstvy roztok Chloraminu B, opét na 3 min. na tie-
packu a nakonec (od této chvile pracovat sterilné - ve sterilnim boxu, se steril-
nimi nastroji) Chloramin B slit a poupata 3x diikladné proplachnout sterilni
destilovanou vodou (destilovanou vodou sterilizovanou v autoklavu 15 min. pfi
121 °C). Misto uvedeného pouziti Chloraminu B je mozné poupata protiepavat
20 min. v 7% roztoku chlorového vapna (JOVI-FERT, Praha).

2.2.3 Izolace prasniki, prasnikové kultury a indukce kalogeneze

Pinzetou uchopit poupé€, ze strany kvétni stopky odkrojit skalpelem asi 1 mm
segment z kalichu (prasniky nesméji byt poskozené), rozhrnout kali$ni a korunni
listky a vyjmout prasniky bez nitek (obr. 2b). U barevné¢ kvetoucich genotypt
by mély byt korunni listky jesté bélavé, u bélokvétych je urCeni spravné faze
viz Ptilohy, Tabulka 1) pro indukci kalogeneze do Petriho misek (maximalné 50
pra$nik do misky o praméru 10 cm s 20 ml kultivaéniho média), misky uzavtit
parafilmem (Parafilm M, PECHINEY, Chicago) nebo prouzkem potravinové
folie.



Izolace poupat, jejich sterilizace a izolace prasniku se musi provadét rych-
le, nebot’ pletiva prasnikd rychle podléhaji nepfiznivému vlivu nedostatku vyzi-
vy a pfitomnosti sterilizacni latky, kterou je obtizné z poupat vyplachnout beze-
zbytku.

Indukce kalogeneze: Vyjmuté prasniky jsou kultivovany 1 tyden na svétle
(16 hod. fotoperioda, 22/20 °C den/noc), pak jsou pieneseny na 1 tyden do tmy
pti 21 °C a poté opét na svétlo. V prasnikovych pouzdrech se zacinaji vytvaret
z mikrospor kalusy, prasnikova pouzdra praskaji a kalusy nadale zvétsuji sviy
objem (obr. 3). Indukce kalogeneze je nejvyssi tfeti az paty tyden po izolaci
prasnikda.

2.3 Aplikace regulatorti metabolismu cytokinini, regenerace pupe-

ni

Zelené kalusy o velikosti 2-5 mm v pruméru (obr. 4) pienést na regeneracni
médium AB-I (viz Piilohy, Tabulka 2; po 5 ks do 100ml Erlenmayerovych ba-
nék s 25 ml média) a kultivovat na 16 hod. dni, 22/20 °C den/noc. Vzdy po 3
tydnech kalusy pasazovat na Cerstvé médium stejného slozeni, pfitom odstranit
nekrotické (hnédnouci) casti, velké kalusy rozdélit na kousky o priméru cca
5mm (obr. 6). Kalus muize rovnéZz vznikat ze somatickych pletiv —
z prasnikového pouzdra nebo i z nitky, pokud nebyla od prasniku oddélena.
Regenerant z takového kalusu ma genotyp donorové rostliny a k produkci diha-
ploidd je tedy nepouzitelny. Zdrojem genetické variability u regeneranta mutize
byt vzacné rovnéz projev somaklonalni variability. Regenerace pupent
v kalusech (obr. 5a) probihd hlavné b&hem prvnich tfi subkultur na regenerac-
nim médiu, pozdé&ji jen vzacné.

2.4 Dlouhodoba kultura mnohonasobnych pryti

Dlouhodoba kultura mnohonasobnych pryti: Vyvijejici se shluky pupent o
velikosti cca 3 mm udrZovat na médiu L (viz Ptilohy, Tabulka 3). Pravidelné po
2-4 tydnech pfenaset explantaty na Cerstvé médium, pfitom odstranovat nekro-
tické Casti a kalus, vyvijejici se pryty pouzit pro zakofenovani. Kultivovat na
16 hod. dni, 22/20 °C den/noc, vyssi teploty vedou K silngjsi kalogenezi.

V uvedenych podminkach se neustale zakladaji nové pupeny, které se
prodluzuji v pryty (obr. 5b, 7a).

Oziveni kultury: Je-1i kultura udrzovana tak dlouho, Ze se snizi produkce
novych pupent a pryt, je vhodné bud’ kulturu pfepasazovat na tyden na médi-

.....

opét kulturu udrzovat na L médiu.



2.5 Regenerace kompletnich rostlin

Zakotenovani prytd: Z dlouhodobé kultury mnohonasobnych pryti se postupné
odebiraji 2-3 cm dlouhé pryty normalniho vzhledu (ne sklovité) (obr. 7b), odie-
zavaji se ostrym skalpelem a vpichuji se svisle (ne zeSikma) do zakofenovaciho
média R (viz Ptilohy, Tabulka 4). Casto zakofeiuji pryty i na médiu MS bez
rustovych regulatort. Pryty vytvoti dostatek kofenii zpravidla do dvou tydnt
(obr. 8).

Pfevod do nesterilnich podminek: Zemina pro regenerované rostliny musi
byt jemnd, hlinitopis¢ita, s malym podilem humusu: smichaji se piscitohlinita
ornice, pisek araselina v poméru 6:2:1, pH kolem 5,5; zakofenéné pryty s co
nejmensim kalusem na bazi se dikladné oplachnou, aby se zbavily agaru, ponofi
se na minutu do 0,15% roztoku Previcuru, vysadi do kvétinace s vysterilovanou
zeminou (autoklav — 1 hod. pfi 121 °C) a pro zadatek se zakryji prihlednym
krytem (sklo, igelit); vysazené rostlinky je vhodné umistit do klimatizované
a vybojkami osvétlené komory (16 hod. den, 8 hod. noc, 12 000 Ix, 22 °C); po
ujmuti (po cca 7 dnech od vysadby) se kryt poodkryje a dalsi den, pokud rost-
linky nevadnou, Gipln¢ odstrani (obr. 9a).

Dopéstovani rostlin do semen: K tomu, aby rostliny Inu vykvetly, je nutny
dlouhy den (15-16 hod.) a dostate¢na intenzita svétla (nad 10 000 Ix); zalivka
vodou tak, aby zemina na povrchu kvétinace obcas vyschla, ale aby rostliny
neuvadaly; podle potfeby pfihnojovat kombinovanym hnojivem, velmi vhodny
je Wuxal Super, kterym se provadi zalivka jednou za 14 dni pfi doporu¢ované
koncentraci 2 ml/l.

2.6 Determinace ploidie regeneranti

Urceni ploidie u ziskanych regenerantii probiha pomoci flow-cytometrie. Touto
metodou lze rozlisit haploidni, diploidni, tetraploidni jedince. K tomuto tcelu
byl pouzit maly vzorek kontrolni (dihaploidni) rostliny (pivodni genotyp,
Z jehoz oprasnikid regenerujeme haploidni pryty) — standard, a nasledné pletiva
z jednotlivych testovanych rostlin.

2.7 Indukovana diploidizace a tvorba dihaploidniho potomstva

Pasobenim kolchicinu se zdvojnasobi pocet chromozémi v d€licich se bunkach
meristémi, takze z pavodné haploidni bunky vznik4 diploidni pletivo (v tomto
piipadé se oznacuji jako dihaploidni), jehoZ buiiky maji dvé sady naprosto stej-
nych chromozoémi a z kterého pak vyriasta fertilni rostlina, ptipadné vétev. Po-
tomstvo té€chto regenerantii tedy nebude §tépit v Zadném ze znaki.

Rostlina regenerovana z prasnikové kultury, u které byl cytometricky sta-
noven haploidni pocet chromozému nebo ktera vykazuje znaky haploida (sub-
tilni rostlina, priduchy dosahuji jen dvou tietin velikosti priducht kontroly, po



odkvétu se nezakladaji tobolky), se dekapituje. Stonek se ohne a asi 1 cm dlou-
hy konec s feznou plochou se ponoii na 24 hod. Do epruvety s 1 ml 1% kolchi-
cinu. Epruveta se ke stonku pfipevni alobalem (obr. 9b,c). Epruveta se z vrcholu
rostlin odstrani difve nez za 24 hod. v ptipadé, Ze na rostliné jsou listy jiZ silné
povadlé. To znamena, Ze kolchicin se do rostliny dostal v dostatecné mife a jeho
dalsi pronikani by mohlo zptsobit tthyn rostliny. Vétve vyrtstajici z axilarnich
pupent nejblize k dekapitovanému vrcholu jsou obvykle dihaploidni a vyvijeji
se na nich semena.

Plisobenim kolchicinu mohou teoreticky vznikat i pletiva s vy$Sim stup-
ném ploidie nebo aneuploidni. Vétve vyvinuté z téchto pletiv budou pravdépo-
dobneé sterilni. Tyto ptipady zatim nebyly pozorovany.

Osetfeni kolchicinem se neprovadi u spontannich diploidi.
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5 Prilohy

Obr. 1: Zkracovani dne na 8 az 9 hodin zakryvanim rostlin
cernym platénym krytem.

Obr. 2: Poupata pripravena ke sterilizaci (a) a prasniky izolované
z poupat (b). Usecka = 5 mm.
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Obr. 5: Vyvoj prytl z regenerovanych pupent.
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Obr. 6: Kalusy s pryty na A) ptivodnim AB B) obohacené o INCYDE

Obr. 7: Pryty z dlouhodobé kultury A) na kalusu B) pasadzované na
zakorenovaci médium

Obr. 8: Ukazka zakofenénych pryth a délky kotend po 8 tydnech
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Obr. 9: Rostliny po vysazeni A) mésic B) detail aplikace Kolchicinu
C) cela rostlina

Graf ¢.1: Porovnani primérného poctu prytd regenerujicth z jednoho
kalusu na médiu AB (pGvodni médium) a AB-I (s pfidanym derivatem
INCYDE)

Porovnani prumérného poctu prytu
regenerujicich z jednoho kalusu
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Tab. 1: Médium AC (pro indukci kalogeneze v prasnicich Inu)

Slozky média mg/| Zasobni | Postup
kult. roztok
média

NH,NO; 165| 1,65g | Roztok ACA

KNO; 1900 19,0 g | Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

CaCl,.2H,0 440 4,4 g | v malém mnozstvi vody a slévat do litrové od-

MgS0,.7H,0 370 3,7 g | mérné bariky.

KH,PO, 170 1,7g

H3BO; 62| 0,062g

MnS0,.H,0 16,8| 0,168g

ZnS0,.7H,0 8,6 0,086g

Kl 0,83 | 0,083 g | Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

Na,Mo00,.2H,0 0,25| 0,025 g | v malém mnoiZstvi vody a slévat do 100 ml od-

CoCl,.6H,0 0,025 | 0,0025 g | mérné bariky. Doplnit vodou do 100 ml, oznacit

CuS0,.5H,0 0,025 | 0,0025 g | jako AC B, odebrat 10 ml a odebranou ¢ast nalit
do litrové banky s roztokem A. Doplnit vodou do
1000 ml a tim se ziska zasobni roztok makro- a
mikroprvkd AC makro-mikro. Pouziva se 100 ml
zas. roztoku na 1 litr kultivacniho média.

Na,EDTA 37,3 7,45 g | Chemikalie rozpustit kazdou zvlast, pak smichat,

FeS0,.7H,0 27,8 5,57 g | doplnit do 1000 ml, zahfivat pomalu za stalého
michani, aZ je roztok FeEDTA tmavozluty, opales-
kujici. Nesmi se vafit. Pouziva se 5 ml na 1 litr
kultiv. média.

kyselina nikoti- 0,5 0,05 g | AC vit.

nova Jednotlivé slozky rozpoustét ve vodé a slévat do

pyridoxin HCI 0,5 0,05 g | 100 ml bariky, doplnit do 100 ml vodou. Vznikne

thiamin HCI 1 0,1 g | tak zasobni roztok vitamind, ze kterého se pouzi-
va 1 ml na 1 litr kultivaéniho média.

myo-Inositol 100 1g | ACinositol
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média pouzivat
10 ml.

glycin 2 0,02 g | AC glycin
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média pouzivat
10 ml.

NAA 1 0,05 g | ACNAA
Rozpustit v ¢istém lihu na lodicce, slit do 50 ml
odmérné banky s asi 25 ml horké vody, zamichat,
doplnit do 50 ml studenou vodou. PouZziva se 1 ml
na 1 litr kultivacniho média.

meta-topolin 2 0,05 g | AC meta-topolin
Dukladné rozpustit v 1 N KOH na lodicce, slit do
50 ml odmérné barky, doplnit do 50 ml studenou
vodou. Pouzivaji se 2 ml na 1 litr kultivacniho
média.

L-glutamin 0,75g Navazit a pridat pfimo do kultivacniho média

16




maltdza 30,0g Navazit a pfidat pfimo do kultivacniho média

sachardza 30,0g Navazit a pfidat pfimo do kultivacniho média

Agar rozvazo- |5,5¢g Navazit a pfidat pfimo do kultivacniho média

vany

pH 5,5 Upravit pH roztoku prikapnutim 1N KOH za stalé-
ho michani pred pridanim agaru

POSTUP pfripravy 1 | kultivacniho média: do 250 ml kadinky nalit cca 80 ml vody, pak
postupné odmérovat mnozstvi na 1 | z jednotlivych zasobnich roztokd AC makro-mikro,
FeEDTA, AC vit., AC inositol, AC glycin, AC NAA, AC meta-topolin, pfidat navazené
mnozstvi glutaminu, zamichat a rozpustit, pridat maltdzu a sacharézu, na michacce
rozpustit. Upravit pH pridanim 1N KOH. Do odmérné banky o objemu 1 | navazit agar,
prilit pripraveny roztok soli, vitamind, doplnit vodou do 1 |. Autoklavovat

v Erlenmeyerové barice o objemu 1 |, zakryté alobalem, pak ve flowboxu rozlit po 20 ml
do sterilnich Petriho misek o priméru 10 cm (50 misek zabalenych po 10 ks do alobalu
se sterilizuje pfedem v horkovzdusném sterilizatoru pfi 150 °C). Po zchladnuti média
misky opét zabalit do alobalu.
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Tab. 2: Médium AB-I (pro indukci pupent v kalusech z prasniki Inu)
tedy ptivodni AB dle Metodiky prasnikové kultury Inu, obohacené o INCYDE

Slozky média mg/| Zasobni | Postup
kult. roztok
média

NH,NO; 1650 16,5 g | Roztok AB A

KNO3 1900 19,0 g | Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

CaCl,.2H,0 440 4,4 g | v malém mnoZstvi vody a slévat do litrové

MgS0,.7H,0 370 3,7 g | 0dmérné bariky.

KH,PO, 170 1,7g

H3BO; 62| 0,062g

MnS0,.H,0 16,8| 0,168g

ZnS0,.7H,0 8,6| 0,086g

Kl 0,83 0,083 g | Pouzit zasobni roztok AC B - odebrat 10 ml a

Na,Mo00,.2H,0 0,25 0,025 g | odebranou ¢3st nalit do litrové bariky

CoCl,.6H,0 0,025| 0,0025 g |s roztokem AB A. Doplnit vodou do 1000 ml a

CuS0,.5H,0 0,025| 0,0025 g |tim se ziskd zasobni roztok makro- a mikroprv-
kG AB makro-mikro. PouZivd se 100 ml zas.
roztoku na 1 litr kultivacniho média.

Na,EDTA 37,3 7,45 g | PouZit FEEDTA z roztoku AC. PouZivd se 5 ml na

FeSO,.7H,0 27,8 5,57 g | 1 litr kultiv. média.

kyselina nikoti- 0,5 0,05 g | Pouzit AC vit. — 1 ml na 1 litr kultivacniho mé-

nova dia.

pyridoxin HCI 0,5 0,05g

thiamin HCI 1 01g

myo-Inositol 100 1 g | Pouzit AC inositol — 10 ml na 1 litr kultivacniho
média.

INCYDE 0,27| 0,0027 g|AB INCYDE
Dukladné rozpustit v 1 N NaOH na lodicce, slit
do 50 ml odmérné barky s cca 10 ml vody,
doplnit do 50 ml studenou vodou. PouzZiva se
1 ml na 1 litr kultivaéniho média.

BAP 1 0,05 AB BAP
Duakladné rozpustit v 1 N KOH na lodicce, slit do
50 ml odmérné bariky s cca 25 ml horké vody,
doplnit do 50 ml studenou vodou. Pouziva se 1
ml na 1 litr kultivacniho média.

sacharoza 30,0g Navazit a pridat pfimo do kultivacniho média

Agar rozvazova- 55g Navazit a dat rozvafit do asi polovi¢niho mnoz-

ny stvi vody z celkového mnozstvi kultivacniho
média.

pH 5,8 Upravit pH roztoku prikdpnutim 1N KOH za

stalého michani pred pridanim agaru

POSTUP pripravy 1 | kultivacniho média: do 250ml kadinky nalit cca 80 ml vody, pak
postupné odmérovat mnoZstvi na 1 | z jednotlivych zasobnich roztokd AB makro-mikro,
FeEDTA, AC vit., AC inositol, AB BAP, AB INCYDE, pridat navaZzené mnoZstvi glutaminu,
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zamichat a rozpustit, pridat sachardzu, na michacce rozpustit. Upravit pH. Do kalibrova-
né kadinky navazit agar, prilit cca 0,5 | vody, rozvafit agar, za rychlého michani prilit
ptipraveny roztok soli, vitamin(, doplnit vodou do 1 | a dikladné zamichat. Médium

rozlit po 25 ml do 40 ks 100ml Erlenmeyerovych banék, zakryt alobalem a vyautoklavo-
vat.
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Tab. 3: Médium L (pro produkci prytt v dlouhodobé kultuie)

Slozky média mg/l kult. |Z&sobni |Postup

média roztok

NH,NO; 1650 16,5 g | Roztok AB A

KNO; 1900 19,0 g | Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

CaCl,.2H,0 440 4,4 g | v malém mnozZstvi vody a slévat do litrové

Mg50,.7H,0 370 3,7 g | odmérné bariky.

KH,PO, 170 1,7¢g

H3BO; 62| 0062g

MnS0,.H,0 16,8| 0,168g

ZnS0,.7H,0 86| 0,086g

Kl 0,83 0,083 g | PouZit zasobni roztok AC B - odebrat 10 ml a

Na,Mo00,.2H,0 0,25| 0,025 g |odebranou ¢ast nalit do litrové bariky

CoCl,.6H,0 0,025| 0,0025 g | s roztokem AB A. Doplnit vodou do 1 000 ml a

CuS0,.5H,0 0,025| 0,0025 g | tim se ziska zdsobni roztok makro- a mikro-
prvk( AB makro-mikro. PouZiva se 100 ml
zas. roztoku na 1 litr kultivacniho média.

Na,EDTA 37,3 7,45 g | PouZit FREDTA z roztoku AC. PouZiva se 5 ml

FeS0,.7H,0 27,8 5,57 g | na 1 litr kultiv. média.

kyselina nikoti- 0,5 0,05 g | L vit.

nova Jednotlivé slozky rozpoustét ve vodé a slévat

pyridoxin HCI 0,5 0,05 g | do 100 ml bariky, doplnit do 100 ml vodou.

thiamin HCI 0,1 0,01 g | Vznikne tak zasobni roztok vitamind, ze kte-
rého se pouziva 1 ml na 1 litr kultivacniho
média.

myo-Inositol 100 1 g|ACinositol
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média
pouZzivat 10 ml.

glycin 2 0,02 g | AC glycin
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média
pouzivat 10 ml.

NAA 0,005 uM 0,018 g | Rozpustit v Cistém etanolu na lodicce, slit do
100 ml odmérné bariky s cca 50 ml horké
vody, doplnit do 100 ml studenou vodou.
Odebrat 0,5 ml do 100 ml bariky, dolit do 100
ml. Tak vznikne roztok L NAA. PouzZiva se 1 ml
na 1 litr kultivacniho média.

BAP 0,05 uM 0,022 g | Dlkladné rozpustit v 1 N KOH na lodicce, slit
do 100 ml odmérné barky s cca 50 ml horké
vody, doplnit do 100 ml studenou vodou.
Odebrat 5 ml do 100 ml bariky, dolit do 100
ml. Tak vznikne roztok L BAP. Pouziva se 1 ml
na 1 litr kultivacniho média.

sachardza 400¢g NavaZi se a prida pfimo do kultivacniho média

Agar rozvazova- 55g Navazi se a da se rozvafit do asi polovi¢niho

ny

mnozstvi vody z celkového mnozstvi kultivac-
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niho média.

pH 5,5 Upravit pH roztoku pfikapnutim 1N KOH za
stalého michani pred pridanim agaru

POSTUP pripravy 1 | kultivaéniho média: do 250 ml kadinky nalit cca 80 ml vody, pak
postupné odmérovat mnoiZstvi na 1 | z jednotlivych zasobnich roztok(t AB makro-mikro,
FeEDTA, L vit., AC inositol, AC glycin, L NAA, L BAP, pfidat sachardzu, na michacce
rozpustit. Upravit pH. Do kalibrované kadinky navazit agar, pfilit cca 0,5 | vody, rozvafrit
agar, za rychlého michani pftilit pfipraveny roztok soli, vitamind, doplnit vodoudo 1 | a
dikladné zamichat. Médium rozlit po 25 ml do 40 ks 100 ml Erlenmeyerovych banék,
zakryt alobalem a vyautoklavovat.
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Tab. 4: Médium R (pro zakoreniovani pryti)

Slozky média | mg/l kult. | Zasobni | Postup
média roztok

NH,NO; 1650| 16,5 g|Roztok RA

KNO; 1900 19,0 g | Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

CaCl,.2H,0 440 4,4 g | v malém mnoZstvi vody a slévat do litrové od-

MgS0,.7H,0 370 3,7 g | mérné bariky.

KH,PO, 170 1,7g

H3BO; 62| 0,062g

MnS0,.H,0 16,8| 0,168g

ZnS0,.7H,0 8,6| 0,086g

Kl 0,83| 0,083 g|Jednotlivé chemikalie navaZovat, rozpoustét

Na,Mo0,.2H,0 0,5 0,025 g |v malém mnozstvi vody a slévat do 100 ml

CoCl,.6H,0 0,025 | 0,0025 g | odmérné bariky. Doplnit vodou do 100 ml,

CuS0,.5H,0 0,025 | 0,0025 g | oznacit jako R B - odebrat 10 ml a odebranou
Cast nalit do litrové bariky s roztokem R A. Do-
plnit vodou do 1000 ml a tim se ziska zasobni
roztok makro- a mikroprvkd R makro-mikro.
Pouziva se 100 ml zds. roztoku na 1 litr kulti-
vacniho média.

NayEDTA 37,3 7,45 g | Pouzit FEEDTA z roztoku AC. PouZiva se 5 ml na

FeSO,4.7H,0 27,8 557¢g 1 litr kultiv. média.

kyselina nikoti- 0,5 0,05 g | L vit.

nova Jednotlivé slozky rozpoustét ve vodé a slévat do

pyridoxin HCI 0,5 0,05 g | 100 ml bariky, doplnit do 100 ml vodou. Vznikne

thiamin HCI 0,1 0,01 g | tak zasobni roztok vitamin(, ze kterého se
pouziva 1 ml na 1 litr kultivaniho média.

myo-Inositol 100 1 g | ACinositol
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média pouzi-
vat 10 ml.

glycin 2 0,02 g | AC glycin
Rozpustit ve 100 ml vody, do kult. média pouzi-
vat 10 ml.

NAA 0,005 uM | 0,0186 g | PouZit roztok L NAA. Pouzivéd se 1 ml na 1 litr
kultivaéniho média.

sachardza 400¢g NavaZi se a pfida pfimo do kultivacniho média

Agar rozvazo- S5g Navazi se a da se rozvafit do asi polovi¢niho

vany mnozstvi vody z celkového mnozstvi kultivacni-
ho média.

pH 5,5 Upravuje se 1N KOH
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POSTUP pripravy 1 | kultivacniho média: do 250 ml kadinky nalit cca 80 ml deionizova-
né vody, pak postupné odmérovat mnozstvi na 1 | z jednotlivych zdsobnich roztok( AB
makro-mikro, Fe EDTA, AB vit., AC inositol, AC glycin, L NAA, pridat sachardzu, na
michacce rozpustit. Upravit pH. Do kalibrované kadinky navazit agar, pfilit cca 0,5 | vody,
rozvafit agar, za rychlého michani prilit pfipraveny roztok soli, vitamin(, doplnit vodou
do 1| a dikladné zamichat. Médium rozlit po 25 ml do 40 ks 100ml Erlenmeyerovych
banék, zakryt alobalem a vyautoklavovat.
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