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I. Cil metodiky

Cilem predkladané metodiky je etablovat komplexni, rychlejsi a spolehlivéjsi
postup, umoznujici pripravu vychozicho rostlinného materialu, nedestruktivni
identifikaci a nasledné dopéstovani genotypt nesoucich gen obnovy pro CMS
Ogu-INRA s vyuzitim metod molekularniho markerovani v ¢asnych fazich pro-
dukce dihaploidd, tj. jiz ve stadiu mikrosporovych embryi.

I. Vlastni popis metodiky

11.1. Uvod

Repka olejka se fadi mezi nejvyznamnéjsi olejniny, odhad svétové produkce
pro rok 2016 je 67 mil. tun semene (ANONYM 2016). Ceské republika patfi diky
vysoké intenzité péstovani a propracované agrotechnice stabilné mezi pét nej-
vétsich producentt fepkového semene v EU. Ozima fepka je tak v CR po ozi-
mé pSenici a jarnim jeCmeni treti nejvyznamnéjsi trzni plodinou na orné puade,
s kazdoro¢ni plochou péstovani v rozsahu 350-400 tis. ha. Celosvétovym tren-
dem ve §lechténi fepky olejky je setrvaly riist zastoupeni hybridnich odrtid; v CR
dnes ¢ini podil téchto typt odrtd na péstitelskych plochach pres 80 % (BARANYK
et al. 2015) a predpoklada se dalsi nartst. V hybridnim $lechténi je v EU nejroz-
sifenéjsi francouzsky systém cytoplazmatické pylové sterility (CMS) Ogu-INRA
(RENARD et al. 1998), kde 2-liniovy, fertilni F hybrid vznika kiiZenim sterilni ma-
terské s fertilni otcovskou komponentou — obnovitelem fertility (Rf). Tradi¢nim
postupem zlepsovani Rf linii je jejich kfizeni s donorem kvality — vykonnou li-
niovou odrtidou ¢i Slechtitelskym materialem, samospraseni F, kiizenct, dopés-
tovani vSech F, rostlin do generativni faze, kiiZeni jednotlivych fertilnich rostlin
na sterilni mateiské komponenty a stanoveni poméru sterilniho/fertilniho po-
tomstva z kazdého ktizeni (KopPrNA et al. 2009). Tento zdlouhavy proces je u ozi-
mé fepky dale prodluzovan nutnosti jarovizacni periody. Vysledkem je vysoka
prostorova, ¢asova a tim i finan¢ni naroc¢nost celého postupu.

V soucasnosti se do procesu zlepsovani Rf linii pro CMS Ogu-INRA zava-
di technologie dihaploida (DH), kdy lze vytvorit zlepsené, uniformni obnovite-
le béhem jedné generace (KrimA et al. 2008). JelikoZ je obnova fertility zaloZena
jednim dominantnim genem, vysledna populace DH linii $tépi v poméru 1:1 (tj.
jen cca 50 % DH regenerantti nese Rfo gen). Pozadované DH linie se pak selek-
tuji na zakladé fenotypového projevu (fertilita a schopnost obnovy fertility po
kfizeni na sterilni matefskou komponentu, viz vyse) nebo pomoci molekular-
nich markerti (KUuCgRra et al. 2013). Jejich vyuziti v produkci Rf DH linii vyzadu-
je kultivaci DH regenerantt do stadia, ve kterém je dostate¢né velka listova plo-
cha pro izolaci DNA a nasledné analyzy. Zde popisovany postup umoziuje od-
béry rostlinného pletiva v casnéjsich fazich in vitro kultivace.



11.2. Priprava a udrzovani donorovych rostlin

Technické vybaveni a material

Vysevni substrat

Kvétinace o priméru 8 cm a kontejnery 19 x 19cm

Viceslozkové tekuté hnojivo

Klimatizovana ristova komora — fotoperioda 16 /8 h, teplota 18/14°C (den/
/noc), intenzita osvétleni 84 umol/m?/s

Sklenik — fotoperioda 16/8h, teplota 15-25/10-15°C (den/noc), s pii-
svétlovanim (sodikové vybojky —210 W)

Jarovizacni komora - fotoperioda 8/16h, teplota 2 -5°C, prisvétlovani za-
fivkami

Lednice —teplota 4-5°C

Pracovni postup

Vysev semen F kiiZencii obnovitele fertility a donora kvality ve dvou ob-
dobich, dle etapy odbéru poupat:

a) Odbér poupat zari — leden
- vysev v prubéhu Cervna (rostliny ve fazi nastupu kveteni umistit do kli-
matizované kultivacni komory)

b) Odbeér poupat unor — kvéten

—-vysev zafi-fijen (odbéry poupat lze provadét téz ve sklenikovych pod-
minkach, pokud teploty nepresahnou 25 °C)

Prepichovani klicenct do kvétinackti o prumeéru 8 cm s vysevnim substra-
tem (10 rostlin od genotypu)

Jarovizace rostlin ve fazi 6 — 10 pravych listti po dobu 7 -8 tydnt
Presazeni jarovizovanych rostlin do kontejnertt 19 x 19 cm se zahradnic-
kym substratem a péstovani ve sklenikovych podminkach (kontrola zdra-
votniho stavu, pfipadné osetfeni pesticidy)

Premisténi rostlin ve fazi prodluzovani pred tvorbou kvétenstvi do klima-
tizované komory nebo do skleniku, pokud neni k dispozici klimatizovana
komora

Prihnojovani v prabéhu kveteni roztokem tekutého viceslozkového hno-
jiva 1-2 x tydneé

Pravidelné odstranovani odkvetlych kvétenstvi, aby se podpofrila tvorba
novych poupat

11.3. Odbér poupat

Technické vybaveni a material

Nuzky

Kadinky (200 - 250 ml) s vychlazenou destilovanou vodou
Lihovy fix na popis kadinek

Cestovni chladnicka (termotaska)

- 8-



Pracovni postup

- Odstfizeni ¢asti terminalnich a axilarnich kvétenstvi s neotevienymi pou-
paty

- Umisténi kvétenstvi jednotlivych genotypt v kadinkach do termotasky

- Ulozeni kvétenstvi v lednici pfi 4-5°C az do vlastniho odbéru jednotli-
vych poupat (po dobu maximalné péti dnti)

I1.4. Stanoveni vyvojové faze mikrospor

Nezrala pylova zrna jsou schopna prochazet embryogenezi pouze v urcité fazi
svého vyvoje —ve stfedné az pozdné jednojaderném stadiu. Proto se pted zalo-
zenim mikrosporové kultury stanovuje délka poupat, ktera je v korelaci s vyvo-
jovym stadiem mikrospor.

Technické vybaveni a material

- Milimetrovy papir

- Pinzeta

- Podlozni a kryci sklicka
- Opticky mikroskop

Pracovni postup

- Priprava roztlakovych preparatt z prasnikt vyjmutych z poupat tii az
ctyt velikosti, obvykle v rozsahu 3 -4 mm

- Hodnoceni vyvojového stadia mikrospor pod mikroskopem pii zvétseni
400 x az 600 x

- Stanoveni optimalni velikosti poupat pro mikrosporové kultury jednot-
livych genotypti (pfevazujici zastoupeni stfedné jednojadernych mikro-
spor, které se vyznacuji castecné trojbokym az kulovitym tvarem, ¢irou
cytoplazmou a vakuolou, vyplnujici pfes 50 % objemu burky (obr. 1); zfe-
telné generativni jadro v blizkosti exiny v kombinaci se zrnitou cytoplaz-
mou predstavuje pozdni jednojaderné nebo dvoujaderné stadium (obr. 2)

11.5. Mikrosporové kultury

Technické vybaveni a material

- Flowbox pro praci ve sterilnim prostiedi

- Stolni centrifuga

- Laboratorni horizontalni tfepacka

- Binokularni lupa

- Inverzni mikroskop

- Biologicky termostat

- Lednice

- Stolni autoklav

- Kultivaéni mistnost — fotoperioda 16/8 h (den/noc), trubicové zatrivky,
svételna intenzita 250 pmol/m?/s, 25°C

- Kultivaéni mistnost — fotoperioda 16/8 h (den/noc), trubicové zarivky,
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svételna intenzita 250 pmol/m?/s; 19°C

Laboratorni sklo a pomucky - plynovy nebo lihovy kahan, pipety, ky
vety (10 — 20 ml), sterilni plastové (PS) Petriho misky o praméru 90 mm, pa-
rafilm, silné sklenéné tyc¢inky, nylonové filtry (40 a 70 pm)

Etanol (Cisty a denaturovany)

SAVO

Tekuté kultiva¢ni médium NLN (sloZeni viz pfiloha)

Roztok diploidizacni latky trifluralinu (pfiprava viz priloha)
Redestilovana voda

Pracovni postup

Odbér poupat odpovidajici velikosti do ledem chlazené kadinky v co nej-
kratsim mozném case, aby se predeslo dehydrataci

Sterilizace poupat 70 % etanolem 2 min. nebo 10 % SAVO 10 min. pfi vétsim
riziku kontaminace

Oplachnuti chlazenou sterilni destilovanou vodou 3 x po 5 minutach
Macerace poupat ve 20 ml kadince v chlazeném NLN médiu pomoci skle-
néné tycinky

Filtrace pres dvojity nylonovy filtr do 20 ml kadinky a doplnéni na celko-
vy objem suspenze mikrospor 9-10 ml

Purifikace mikrospor centrifugaci v 10ml kyvetach pti 100g (1000 RPM)
po dobu 10 minut

Odpipetovani supernatantu a resuspendovani sedimentu v cerstvém chla-
zeném médiu NLN

Dvé dalsi centrifugace po 5 minutach se stejnym postupem

Priprava zasobniho a pracovniho roztoku diploidiza¢ni latky trifluralinu
(viz priloha)

Resuspendovani procisténych mikrospor v 10 ml roztoku trifluralinu
(5umol/l) a v 90 mm sterilni Petriho misce ulozeni na 18 —24 hodin v ter-
mostatu bez osvétleni pii 30°C

Prepipetovani suspenze do 10ml centrifugacni kyvety a odstfedéni pii
1000 RPM po dobu 10 minut

Resuspendovani sedimentovanych mikrospor v temperovaném kultivac-
nim NLN médiu v 50 ml Erlenmeyerové bance a upraveni hustoty na 10*
mikrospor na 1 ml média

Kultivace mikrospor v 90 mm Petriho misce uzaviené parafilmem v ter-
mostatu pfi 30°C az do objeveni globularnich embryi (10— 14 dni)
Premisténi kultur na tiepacku (70 RPM) do kultiva¢ni mistnosti s teplotou
25 °C, kde dochazi k vyvoji kotyledonarnich embryi (obr. 3, 4)

I1.6. Odbér materialu na extrakci DNA a regenerace celistvych rostlin

Technické vybaveni a material

Flowbox
Kultiva¢ni mistnost pro explantatové kultury
Lednice



Mrazici box (20 az —80 °C)

Autoklav

Mikrocentrifugac¢ni zkumavky s vickem (tj. eppendorfky o objemu 1,5 ml
s konickym dnem)

Kultivacni média (viz pfiloha)

Etanol cisty

Pracovni postup

Subkultivace kotyledonarnich embryi o délce 4 — 7 mm (obr. 5) na agarové
diferencia¢ni (DM) médium v 90 mm plastovych Petriho miskach po 20 ks
Umisténi kultur v kultiva¢ni mistnosti s teplotou 19°C po dobu 8 -14 dni
(obr. 6)

Odfiznuti ¢asti obou déloznich listka (2/3 az 3/4) (obr. 7)

premisténi odfiznutych déloznich listkti do mikrocentrifuga¢nich zkuma-
vek

Ocislovani zkumavky a premisténi do mraziciho boxu pro extrakci DNA
Shodné oznaceni embryi a odebraného materialu pro DNA analyzu, sub-
kultivace na regenera¢nim médiu (RM) v 90 mm plastovych Petriho mis-
kach po 20 ks pro podpofreni vyvoje vrcholového meristému

Extrakce DNA a markerovani genu obnovy (viz kapitola I1.8)
Subkultivace vybranych regenerantti s 1-2 pravymi listky (dle vysledka
molekularnich analyz) na RM médium v 90 mm plastovych Petriho mis-
kach

Subkultivace regenerantd ve fazi 3-4 pravych listkii na MS médium
v plastovych kultiva¢nich nadobach

Subkultivace regenerantti ve fazi 4 -5 pravych listkii na MS médium ve
100 ml Erlenmayerovych bankach

Vysazeni regenerantd s dobfe vyvinutym kofenovym systémem do neste-
rilnich podminek

I1.7. Dopéstovani regenerantt do generativni faze a premnozeni

Technické vybaveni a material

Sklenik

Jarovizac¢ni komora

Vysevni a zahradnicky substrat

Previcur

Viceslozkové tekuté hnojivo

Perforovana folie

Izolatory na jednotlivé rostliny z netkané textilie
Kvétinace o primeéru 8 cm

Kontejnery 19 x 19 cm

Pracovni postup

Vyjmuti regenerantii z kultiva¢nich nadob a oplachnuti pod tekouci vo-
dou a odstranéni zbytkt agarového média



Ponofeni celych rostlinek do 0,15 % roztoku Previcuru na 20 minut
Vysazeni rostlin do kvétinaca o priméru 8 cm s vysevnim substratem
azaliti roztokem Previcuru

Zakryti kvétinact perforovanou félii na 7-10 dni pro vytvoreni vlhké-
ho mikroklima a péstovani ve skleniku az do doby aktivniho rtstu rostlin
(14-18 dni)

Jarovizace rostlin v klimatizované komote po dobu 6 az 8 tydnt
Vysazeni jarovizovanych regeneranti do kontejnerti o velikosti 19 x 19 cm,
naplnénych zahradnickym substratem

Umisténi vysazenych rostlin do vytapéného skleniku s prisvétlovanim
(v zimnich mésicich) nebo do venkovnich izolatort

Provadéni pravidelné kontroly zdravotniho stavu a preventivni oSetfeni
rostlin proti chorobam a sktidcim

Pribézna izolace celych rostlin pred pocatkem kveteni sacky z netkané
textilie

Poznamka:

Presné rozliseni haploidnich a dihaploidnich regenerantt se provadi kary-
ologickou analyzou nebo pratokovou cytometrii. V praxi se vyuziva pre-
devsim hodnoceni rostlin podle morfologie kvétenstvi a fertility/ sterili-
ty kvéta.

11.8. Extrakce DNA a markerovani genu obnovy pro CMS Ogu-INRA

Technické vybaveni a material

Centrifuga

Mikrohomogenizator

Sada automatickych pipet

Vortex

Trepaci vodni lazen nebo trepaci dry-blok
Termostat

Analytické vahy

pH metr

Lednice

Mrazici box (-20°C)

Autoklav

PCR thermocykler

Horizontalni elektroforéza se zdrojem
Gel-dokumentacni systém

Mikrocentrifugacni zkumavky s vickem (eppendorfky o objemu 1,5ml
s konickym dnem)

SDS extrakéni pufr (200mM Tris-HCI (pH=7,5), 250mM NaCl, 25mM
EDTA, 0,5% SDS)

Isopropylalkohol (2-propanol, isopropanol)

TE pufr (10 mM Tris-HCL, pH=7,5; 0,1 mM EDTA)
PPP Master Mix (TopBio)



Primery (IDT)

BSA (Sigma)

PCR ladder - velikostni marker — 100 bp DNA ladder (NEB)

TBE pufr pro elektroforézu

Agaroza

Ethidium bromid (Sigma)

dH,O (PCR dH,0, nebo Millipore dH,0)

Rostlinny material pouzivany pro izolaci DNA: somaticka embrya, koty-
ledonarni pletiva

Pracovni postup

DNA je izolovana z cerstvého materialu (odebraného v in vitro kulture
aihned zpracovavaného), nebo z materidlu zamrazeného (po odebrani je
material hluboce zmrazen a uchovavan pri teploté —80°C, kratkodobé je
mozné uchovani i pfi teploté —20°C)

Izolace DNA pomoci SDS: tento postup izolace se vyuziva jako rychla
ajednoducha metoda izolace DNA pii skriningu velkého mnozstvi vzorka
a vychazi z postupu publikovaného v praci EDWARDS et al. (1991):

Rostlinné pletivo (1 - 200 mg) rozdrtime homogenizatorkem pfimo v 1,5 ml
mikrocentrifugac¢ni zkumavce ve 100 pl SDS extrak¢niho pufru

K homogenatu pridame 300 pl extrakéniho pufru a 5 s vortexujeme (tato
extrakéni smés muze byt ponechana piilaboratorni teploté i déle nez 1 ho-
dinu, dokud nejsou vsechny vzorky homogenizovany)

Extrakt centrifugujeme 1 min pfi 13 000 rpm a 300 pl supernatantu prene-
seme do Cisté mikrocentrifuga¢ni zkumavky

K supernatantu pridame 300 pl isopropylalkoholu vychlazeného na -20°C,
jemné promichame (3 -4 x prevratit zkumavku) a smés nechame 2 min
srazet. Centrifugujeme 5 min pfi 13 000 rpm

Osuseny pelet rozpustime v 50 pl TE pufru; DNA je stabilni ve 4°C déle
nez 1 rok

Postup markerovani genu obnovy pro CMS Ogu-INRA je zalozen na PCR
detekci rostlin nesoucich gen pro obnovu fertility (Rfo) pomoci specific-
kych primert pro usek genu PPR-B pochazejiciho z redkve (Raphanus sa-
tivus). Pro detekci genu Rfo jsou pouzity primery RsPPRB-F/RsPPRB-R,
doplnéné o druhy primerovy par 208F/208R, ktery slouzi jako pozitivni
kontrola (amplifikace fragmentu vzdy pfitomného u B. napus)



Sekvence primert pouzivanych pro PCR analyzu (HAvLICKOVA et al. 2015):

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing
RsPPRB-F GAAGCTCTTGCTACCCATCG |59°C

RsPPRB-R TGACATGCTTCGATCTCGTC 59°C
208F TCGGGATGGAAACCATACTC |59°C
208R GGTCCCAGATAAGGGGAAAA |59°C

Duplex PCR byla provedena v objemu 20 pl, tvofeného 1 x reakénim puf-
rem PPP (Top Bio), 1x BSA, 0,25 uM kazdého primeru (IDT) a 5-10 ng
templatové DNA
Schéma pipetovani: 10 pl PPP master mixu, 1 pl DNA, 0,5 pl kazdého pri-
meru (10 pM), 2 pl 10 x BSA, 5 pul dH,O (voda do objemu 20 pl)
Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profi-
lu:

pocatecni denaturace: 5 min, 95 °C;

35 cykla:
30s, 95°C,
45 s, 59°C,
2 min, 72 °C;
konec¢na elongace: 10 min, 72°C;
stop: 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru
Podminky separace: 30V 30 min, 90V 1 hod a 30 min. Jako marker se po-
uziva 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se barvenim pomoci
ethidium bromidu na UV transiluminatoru (obr. 8)



I11. Srovnani novosti postupt

Predkladana metodika je svého druhu prvni ¢esky vydanou komplexni praci, po-
jednavajici o pripravé mikrosporovych embryi fepky olejky s naslednym nede-
struktivnim markerovanim genu obnovy pro CMS Ogu-INRA v délohach téchto
embryi. Metoda extrakce DNA, optimalizovana na nizké navazky zelené hmo-
ty umoznuje spolehlivou izolaci DNA s naslednou PCR reakci a detekci prislus-
ného genu.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urcena predevsim pro pracovniky vyzkumnych a slechtitelskych
pracovist, ktefi budou jeji vysledky vyuzivat ve vyzkumu a v zemédélské pra-
xi. Metodika bude uplatnéna ve $lechtitelskych a vyzkumnych programech, za-
méfenych na efektivni produkeci dihaploidnich linii obnovitela fertility pro cyto-
plazmatickou pylovou sterilitu, zalozenou na systému Ogu-INRA

V. Ekonomické aspekty

V pripadé typického prubéhu in vitro regenerace je k dispozici pro detekci genu
obnovy dostatek rostlinného pletiva ve formé odfezanych déloznich listkd jiz za
cca 4 tydny od zalozZeni mikrosporové kultury. Je tedy mozné provést operativ-
ni selekci regenerant jesté pred pasazovanim na regeneracni médium, ¢imz se
usetii naklady na udrzovani, manipulaci a dopéstovani regenerantti bez pozado-
vaného genu. V praxi to znamena usporu minimalné 50 % naklada na vyse uve-
denou ¢innost.

Dalsi vyznamna aspora je dana aplikaci metody dihaploidt v procesu zlep-
sovani obnovitela fertility. Klasickym postupem je jejich kfizeni s donorem kva-
lity, samospraseni F, kiizencl, dopéstovani vSech F, rostlin do generativni faze
a krizeni jednotlivych fertilnich rostlin na sterilni matefské komponenty a sta-
noveni pomeéru sterilniho/fertilniho potomstva z kazdého krizeni. Pokud je po-
dil fertilniho potomstva ~100 %, u dané vychozi fertilni rostliny se predpoklada
homozygotni stav genu obnovy. Aby bylo mozné podil fertilniho / sterilniho po-
tomstva objektivné stanovit, je tfeba béhem testi udrzovat jednotlivé ovérova-
né rostliny i sterilni materské komponenty v technické izolaci. Stanoveni obno-
vy muize byt dale ovlivnéno i extrémnimi klimatickymi podminkami. Vysledkem
je jak vysoka prostorova, casova a tim i financ¢ni naroc¢nost celého postupu, tak
i nizsi objektivita hodnoceni. Dihaploidni systém v kombinaci s ¢asnou selekci
pozadovanych genotypt v in vitro vyse uvedené nedostatky eliminuje. Aplikace
DH systému vede k 100 % homozygotizaci béhem kratkého casového tseku (na
rozdil od béznych postupt inbreedingu). Takto vysoké hodnoty se prakticky
neda zadnou jinou metodou dosdhnout. Je tak zajisténa geneticka cistota obno-
vitele a jeho naprosta stalost v ¢ase, ¢cimz je dan predpoklad k tvorbé uniform-
nich F, hybridd.



Naklady spojené s aplikaci metodiky lze rozdélit do dvou skupin; na fixni
naklady, souvisejici s pofizenim a odpisy kultivacnich komor a pfistrojového
vybaveni, koupi nebo pronidjmem pozemkt, mzdami kmenovych pracovnikt
apod., a na naklady variabilni, jako je napi. spotfeba energii, materialu a ukolo-
vych mezd personalu.

Nezbytnym vybavenim je specializovana kultiva¢ni komora(-y) s fizenym
svételnym a teplotnim rezimem (250 tis.—1 mil. K¢), laminarni box pro praci
v aseptickém prostredi (150 -300 tis. K¢), autoklav pro pripravu kultivac¢nich
médii a sterilizaci nastroja (70-120 tis. K¢), biologicky termostat (30 —-200 tis.
K¢), analytické vahy (20 -100 tis. K¢), piistroj pro pripravu deionizované vody
(20 - 60 tis. K¢), laboratorni varic (10 — 30 tis. K¢), magneticka michacka (10 - 20 tis.
K¢), predvazky (5 - 10 tis. K¢), nastroje pro davkovani kapalin (3 -5 tis. K¢) a pH
metr (2 - 10 tis. K¢). V ptipadé udrzovani donorovych rostlin v fizenych podmin-
kach, resp. dopéstovani a pfemnozeni rostlin ve skleniku je tfeba kalkulovat i po-
fizeni dalsi kultivacni komory (300 tis. — 1 mil. K¢), resp. skleniku. Predpoklada
se, ze uzivatelé metodiky jiz maji ¢astecné nebo kompletné vybavenou laboratoft
explantatovych kultur, potfebné kultivacni komory a zaskoleny personal.

Vyznamnou polozkou nakladt variabilnich je spotfeba elektrické ener-
gie na provoz osvétlovacich téles kultivacnich boxt a chlazeni na pozadovanou
teplotu. Na jednu donorovu rostlinu fepky je tieba pocitat s prikonem 17 -20 W
(sodikova vybojka), na rostlinu v in vitro podminkach 1,5-2,0 W (linearni zariv-
ka). Naklady na chlazeni se odvijeji od zptisobu odvodu prebytecného tepla (od-
savani, izolace osvétlovacich téles od prostoru s rostlinami apod.). Naklady na
pripravu kultivacnich médii (250 - 600 K¢/1 média) souvisi s kvalitou (¢istotou)
vychozich chemikalii a slozenim jednotlivych typti médii. Vysledné jednotko-
vé naklady na produkci pozadovanych rostlinnych materiald vyrazné ovliviu-
jii dalsi faktory, jako je fyziologicky stav donorovych rostlin v prabéhu odbeé-
rl, regeneracni schopnost pouzitych genotypt, vyskyt kontaminaci aj. K dalsim
vyznamnym nakladovym polozkam patfi i napt. vydaje spojené s periodickou
udrzbou a revizi pristrojového vybaveni apod.
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VIII. Prilohy

Tabulka 1. Médium NLN —13 (Lichter 1985)
Slozka Slozka
A) navazky [mg/] média] pH | 5,8-6,0
MgSO, x 7H,0 125,0 navazky B) a C) (v mg na 100 ml zas. roztoku)
KNO, 125,0 navazky mikroprvki
KH,PO, 125,0 H,BO, 1000,0
Ca(NO,), x 4 H,O 500,0 MnSO, x H,O 1894,0
L-serin 100,0 ZnSO, x 7H,0 1280,0
L-glutamin 800,0 Na,MoO, x H,0 25,0
L-glutathion 30,0 CuSO, x 5 H,0 2,5
myo—inositol 100,0 CoCl2 x 6 HO 2,5
sachardza 130 000,0 navazky vitamina
zasobni roztoky (po 1 ml na | média) kys. nikotinova 500,0
B) zasobni roztok mikroprvka thiamin (L) |50,0
C) zésobni roztoky vitaminu I. - IV. pyridoxin 50,0
D) ostatni slozky kys. listova * (1) 50,0
Ferrous sulfate/chelate so- 10 ml (na I média) biotin * (Or) 15,0
lution” glycin (IV) | 200,0
slozky 1. — IV. rozpustit samostatné
* - rozpustit v 1IN KOH
1) - firma SIGMA
sterilizace filtraci
Tabulka 2. Médium MS (Murashige a Skoog 1962)
Slozka Navazka (mg/1) Slozka Navazka (mg/1)
NH,NO, 1650,000 FeSO, x 7H,0 27,800
KNO, 1.900,000 Na, x EDTA x 2H,0 37,300
CaCl, x 2H,0 440,000 kys. nikotinova 0,500
MgSO, 7 H,0 370,000 pyridoxin x HCI 0,500
KH,PO, 170,000 thiamin 0,100
KI 0,830 glycin 2,000
H,BO, 6,200 inositol 100,000
MnSO4 x 4 HZO 22,300 agar 8 000,000
ZnSO, x 7H,0 8,600 sachardza 30 000,000
Na,MoO, x 2H,0 0,250 kasein 1 000,000
CuSO, x 5 H,0 0,025 pH 58
CoCL x 6 HO 0,025




Tabulka 3. Diferenciacni médium DM (Klima et al. 2004)

Slozka Navazka (mg/1)
Makroelementy (NH,), SO, 134
KNO, 3000
NaH,PO, x 2H,0 150
MgSO, x 7H,0 500
CaCl, x 2H,0 750
FeNa-EDTA 40
Mikroelementy H,BO, 3
MnSO, x 4 HO 10
ZnSO, x 7H,0 2
NazMOO4 x 2 HZO 0,25
CuSO, x 5H,0 0,025
CoCl, x 6 H,O 0,025
Vitaminy Thiamin HCI 10
Pyridoxin HCI 1
Kys. nikotinova 1
Myo-inositol 100
Aminokyseliny Glutamin 800
Serin 100
Fytohormony 6-BAP 0,2
IAA 0,2
Sacharoza 20g
Agar 8g
pH 5,8-6,0




Tabulka 4. Regeneracni médium RM (Klima et al. 2004)

Slozka Navazka (mg/1)
Makroelementy [ (NH,) NO, 1650
KNO, 1900
KH,PO, 170
MgSO, x 7H, O 370
CaCl, x 2H,0 440
FeNa-EDTA 36,7
Mikroelementy H,BO, 6,2
MnSO, x 4 H,0O 22,3
ZnSO, x 7H,0 8,6
NaZMoO4 x 2 HZO 0,25
CuSO, » 5 H,0 0,025
CoCl x 6 H,O 0,025
KI 0,83
Vitaminy Thiamin 0,1
Pyridoxin 0,5
Kys. nikotinova 0,5
Myo-inositol 100
Glycin 2
Sachardza 10g
Agar 10g
pH 5,9

Priprava roztoku trifluralinu

- Rozpusténi 16,76 mg trifluralinu v malém mnozstvi acetonu ve sterilnich podminkach
ve flowboxu, odpareni acetonu

- Konecné rozpusténi v dimetylsulfoxidu (DMSO) a upraveni koncentrace roztoku na
5 mmol/I

- Ulozeni zasobniho roztoku ve sterilnich bankach se sroubovacim vickem pri teploté
22°C ave tmé

- Priprava pracovniho roztoku o koncentraci 5 pmol/| pfidanim NLN média o teploté
vyssi nez 20 °C tésné pred pouzitim pro mikrosporové kultury






Obr. 1. Mikrospory — prevazujici zastoupeni stredné jednojaderného stadia

Sipky oznacuji vakuolu (zvétseni 400 x)

Obr. 2. Mikrospory — prevazujici zastoupeni pozdné jednojaderného az dvouja-
derného stadia

Sipky oznacuji vegetativni jadro (zvétseni 400 x)



Obr. 3. Vyvojova stadia mikrosporovych embryi
A-globularni, B-srdcité, C-torpédovité, D-kotyledonarni, E-dobfe vyvinuté kotyledonarni
stadium pro pasazovani na diferencia¢ni médium

Obr. 4. Populace mikrosporovych embryi na tekutém médiu NLN v riiznych vyvo-
Jovych stadiich

Délka nejvétsich embryi 5 mm
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Obr. 5. Dobre vyvinuta kotyledonarni embrya k pasaZovani na tuhé médium

Délka nejvétsich embryi 8 mm

Obr. 6. Embrya na diferenciacnim médiu pred orezavanim déloznich listku

Primeér kultiva¢ni misky 90 mm



Obr. 7. Embryo pred- a po oriznuti déloh na diferenciacnim, resp. regeneracnim
médiu

bp M rfo Rfo

«— detekce genu Rfo

<— kontrolni amplikon

Obr. 8. PCR detekce se specifickymi primery pro tsek genu PPR-B
Pro detekci genu Rfo pouzity primery RsPPRB-F/RsPPRB-R (1528pb).
Druhy primerovy par (208bp) slouzi jako pozitivni kontrola.
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