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Zpisob regenerace kultivard slunednice

z nezralych embryi ve tiech stupnich.

V prvnim stupni se vybtvéii embryogenni
kalus v prostiedi, které obsahuje hormon
typu cytokininu, ve druhém stupni se

bl

ziskany materidl péstuje v prostiedi ob-
dobného typu jako v prvnim stupni, potonm
se ddle pé&stuji takto ziskané rostlinky.
Pryni dva stupnd se provddéji bez auxinu.
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Vynédlez se tykd zplhsobu regenerace slunednicovych rostlin z bundk nebo tkéni soma-
tickou embryogenezi. Zplsobem podle vyndlezu je moZno ziskat slunednicové rostliny a se-
mena.

PrestoZe je moZné regenerovat rostliny z izolovanych bundk nebo z thdni velkého
podtu p¥stovangch druhl, snahy o regeneraci slunefnice (Helianthus annuus) byly dasto
bezvysledné., N&kolik mélo zplsobt je popsdno v literatube a vztahuje se na somatickou
embryogenesi, aviak tyto postupy se vztahuji pouze na vzdené genotypy nebo na mezidruhové
hybridy. Explantdty se péstuji na prvaim ¥ivném prostiedi, které indukuje tvorbu kalusu.
Xalus se potom p¥enese do druhého prost¥edi, kterd indukuje tvorbu somatickych embryi
a rostlinek. Tyto rostlinky se potom pfenesou do t¥etiho prostiedi, které indukuje tvorbu

ko¥end, v tomto stupni je potom moZno regenerovanou rostlinu pPenést do pudy.

Paterson a Everett v publikaci Plant Sci., 1985, 42, 125 navrhli prostiedi, které je
optimalizaci prostiedf, popsaného v publikaci Georgieva Todorova a daldich, Proc. 9th Int.
Sunflower Conference, Torremolinos, Spanslsko 1980, 122, kde se popisuje regenerace kulti-
vovanyeh druht slunednice 8S 415 B somatickou embryogenesi z Tragmentd hypeckotylu. Explan-
téty se p&stuji dve tydny ve tm&, potom 2 a% 4 tyany ra svitle v modifikovaném prostiedi
podle Murashigeho a Skooga (MS), doplnéném 40 mg/litr adeninsulfdtu, ! mg/l 6-benzylamino-
purinu (BAP), 1 mg/l kyseliny naftalenoctové (NAL) a 0,1 mg/l geberelinu (GA3}. V prib&hu
prvnich dvou tydnd se vytvoi{ kalus, potom je mo¥no na svétle pozorovat tvorbu zelenych
skvrn, které se mdni ve vjhonky{ Anatomické sledovdni potvrdilo, Ze uvedené zelené skvrny
jsou somatickd embrya, kterd jsou podobnd zygotickym embryim.

V publikaci Chendler a Jan, Agronomy Abstr. 1983, 58 se popisuje regenerace slunelni-
ce z nezralych embry{, ziskanych p¥i mezidruhovém k¥ifent. Nezrald embrya (4 2% 5 dnh)
se uloZi na ristové prostiedi, popsané v publikaci Chendler a Beard, Crop. Sci., 1983, 23,
1004 jeko prostPedi, vhodné pro pstovéni embryl. Po dvou a¥ tYech tydnech se ta embrya,
kterd se zvét¥ila, pPenesou na rdznéd prost¥edi, jejich¥ zdkladem je prostredi MS a kterd
obsahuji rhznd mnoZstvi auxinu a cytokininu. K produkei rostlin na téchbo prostiedich do-
chézi riznymi cestami vietnd p¥imé tvorby kalusu s nédslednou organogenezi nebo embryogene-
21, Wejlep&ich vysledkd je moZno dosdhnout pri koncentraci kyseliny indoloctové (IAA)

a kinetinu v rozmezi 0 a% | ppm. Vyhodou tohoto systému je mnoho&etnd tvorba klont z jedi-
ného embrya.

Cooley a Wilcox v evropské patentové prihldce &. 172 377 navrhuji postup, ktery byl
proveden na kultivarech sluneénice HA 89 a RHA 274 a ktery sestdvd ze shora uvedenych t¥d
stuphf, provedenych na tiech riznjch Zivnyeh prostfedich, v¥iden? ¥ivnd orostiedi v prv-
nich dvou stupnich musi obsahovat hormon typu auxinu. Tento postup viak mé Padu nevyhod,
protosie na jedné strand je moZno je] pou¥it v piipadd® embryi, jejichZ rozmir spadd do
Gzkéno rozmezi 0,1 2% 2 mm, na druhd shrand je zapobtlebi mezi prvaim a druhym stupném Ziv-
né prostPedi vymdnit a konelnd stupeh regenerace rostlin, kterdho je moZno uvedenym zpiso-
bvem dosdhnout je stdle velmi neuspokojivy.

s

Vyndlez si klade za kol navrhnoubt jednodu¥si postup pro regeneraci kultivard slunecé-
nice, z nezralych embryi, tj. buntk nebo tkénf., Tento postup se podle vyndlezu provédi
tak, Ze se:

- v prvaim stupni p¥stuji nezrald embrys v indukinim Zivném prostiedi s obsahem hormonu
tyou cytokininu vybrandho ze skupiny zehraujici kinetin, 6-benzylaminopurin, 2-isopen-
tyladenin a zeatin,

ickd embrya za podminelk, umo¥nujicich jejich kili-

- ve drundm stupni pEstuji uvedend somatl
ipodé vytvébejici koPeny, v Zivném prostPedi, vhod-

at
zeni a jejich vyvoj na rostlinky, pop?
ném pro rast rostlin,

- popPipadé se rostlinky pPeneson do t¥etiho prostied! umo¥nujiciho tvorbu koient rostli-
nek, ziskanyeh ve druném stupni,

pPidem¥ prvni dva stupné se provédéji na Zivném prostiedi stejného typu s obsahem sacharo-
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sy

zy, jeji% koncentrace se pohybuje v rozmezi 8 aZ 12 g na 100 ml v prvaim stupni a v roz-
mezi 2 a% 4 g na 100 ml ve druhém stupni, prostPedi obsahuje ufirné mnoZstvi hormonu
typu cytokininu bez hormonu typu auxinu.

Vyhodn& lze pouZit jako hormonu 6-benzylaminopurinu, pridemZ vyhodnd je koncentrace
0,1 2% 8 /umol/l v obou stupnich.

Ddle lze vyhodn® poufit koncentrace 6-benzylaminopurinu v prvnim stupni 2,2 aZ 4,4
/umol/l a ve druhém stupni 0,44 gi 4,4 /umol/l. Vihodné koncentrace sachardzy je 9 g nz
100 ml v prvhim a 3 g na 100 ml ve druhém prostdedi., Zivaé prostredi obsahuje v prvnim
stupni anorganické %ivné soli a ve druhém navic vitaminy a aminokyseliny. Vyhodné lze
k postupun pou¥it embrya stard 4 a¥ 21 dnd o velikosti 0,1 af 5 mm, pfidemZ tato embrya
lze rozdélit na n&kolik fragmentd, schopnych regenerace. Zplsob lze provédét tak, Ze se po
diuhém stupni indukuje tvorba kofend o sob& zndmymi zpisoby.

Vyhodn& se rostlinky po druhém stupni pPenesou do pidy a inkubuji se v klimatické ko-
mofe pri teplotd 15 °C p¥i intenzitd svBtla 6 000 lux a pPi dobd osvitu 15 h dennd.

. Pokud rostlinky neziskaji koPeny, lze je poufit k narowbovéni.

V ndsledujici popisné &dsti a v p¥ikladech jsou veSkeré koncentrace uvedeny
v g/100 ml, neni-li uvedeno Jinak.

Rostlinné tkdné pro odbér explantdtd k ziskdni somatickych smbryl pochdzejl z kulti-
varQ slunednice Helianthus annuus, které jsou obvykle uiivdny pri #lechténi. PHi provadént
zplisobu podle vyndlezu bylo konkrétnd uZito osmi kultivard, a to: HA 89, HA 290, HA 291,
HA 300, HA 303, T 76, RT 26 a Giant Gray Stripe. Varieta HA 89 pochdzi z Dade Counts, Flo-

. rida, variety HA 290, HA 291, HA 300, HA 303, T 76 a RT 26 pochazeji z Seedtec Internatio-
nal Ine., Woodland, Californis a Giant Gray Stripe pochdzi z Northrup King Seeds, Fresno,
California,

Explantdty se ziskaji z rostlin, péstovanych ve skleniku s pouZitim rizeného hnojeni.
Vyhodnym explantdtem pro tvorbu kalu je nezraléd embryo. Nezrald embrya s perikarpem ce
izolujf{ ze slunednice ve stdP{ 4 2% 21 dnf, jejich rozmér se pohybuje obvykle v rozmezi
0,1 a% 5 mm. Nezrald embrya vdt3ich rozmdrd je mofno rozdélit na nékolik -stejnych dild
podle rovin, prochdzejicich osou vegetabivni vrchol-kofen, &im% je mo¥no doséhnout vEt&iho
podtu klond z jediného embrya.

Zptisob podle vyndlezu je mo¥no prakticky uskutelnit ndsledujicim zplsobem:

Variety slunenice HA 89, HA 290, HA 291, HA 300, HA 303, T 76, RT 26 a Giant Gray
Stripe se kultivuji ve skleniku p¥i teplotd 26 OC, osvi&tleni 40 000 lux, svételné periodé
15 hodin dennd a za Pizeného hnojeni. Nezrald embrya se odeberou 4 a¥ 21 dnd po opyleni.
Odebrand semena se sterilizujf tak, %e se na 20 minut pono¥i do b&iné doddvaného. Javellova
roztoku ve vodé s chloromebtrif 3° s ndkolika kapkami sméfedla Tween 80 (kondenzdt ethylen-
oxidu- 8 a% 10 molé~ s nonylfenoclem), potom se semena tiikredt promyji sterilni destilova-
nou vodou. Potom se embrya izoluji za aseptickych podminek, v pi¥ipad® potieby se roz¥e-
Fou a ulo#f se na prvail, tak zvanéd indukdni prostiedi pro embrya. '

Toto prvai prostiedi obsahuje enorganické soli, vitaminy, aminokyseliny, sachardzu
a hormony v dostatedném mneZstvi pro tvorbu kalu. Anorganické soli jsou jak soli makroele-
mentt, tak soli stopovych prvkd. Makroelementy, zvolené pro prvni stupen je mo¥no volit
napifklad z ndsledujfcich sloudenin: siran hoPednaty, chlorid vdpenaty, dihydrogenfosfo-
rednen draselny, dusilnan draselny a dusidnan amonny. Ze soli stopovych prvkd mife jit
napiiklad o kyselinu boritou, siran manganaty, siran zinefnaty, molybdenan sodny, siran
m&dnaty¥, chlorid kobaltnaty, jodid draselny a cheldt Zeleza se sodnou soli kyseliny ethy-
lendiamintetraoctové., Tato smés soll je zndma pod ndzvem Murashoge a Skoog (MS).

Déle bude uvedeno vyhodnd mno¥stvi makroelementd a stopovych prvkd na 1 litr Zivného
prostiedi:
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Heptahydrdt siranu hoFednatého ‘

dinhydrdt chloridu vépenatého

dihydrdt dihydrogenfosforeénanu draselného
dusitnen draselny i
dusidnan amonny

kyselina boritd

tetrahydrédt siranu manganatého
heptahydrdt siranu zinelnatého

dihydrdt molybdenanu sodného

pentahydrdt siranu médnatého

hexahydrét chloridu kobaltnatého

jodid draselny

cheldt Zeleza a Na IDTA

#

370 ng
440 mg
170 mg
1 900 mg
1 650 ng
6,2 mg
22,3 mg
8,6 mg
0,25 mg
0,025 mg
0,025 mg
0,83 mg
36,7 mg

Prvni prostiedi také obsahuje vitaminy, napiiklad kyselinu nikotinovou, thiamin, py-
ridoxin, myo-inositol a.sminokyseliny, nep¥fklad alanin, glutamin, serin, tryptofan, cys-
tein a s vyhodou glycin. Vynodnd mnoZstvi vitaming a aminokyselin na 1 litr prostPedi jsou

ndsledujici:

kyselina nikotinova
thisminhydrochlorid
pyridoxinhydrochlorid
myo-inositol

glycin

Prvni prostiedi mife také obsahovat smés vitaming a aminokyselin, kterd sice neni
nezbytnd pro tvorbu somatickych embryi, aviak zvysuje Cetnost Jejich vyskytu. Dédle budou
uvedena vyhodnd mno¥stvi vitaming a aminokyselin v uvedené smé€si na mnoZistvi 1 litr:

kyselina nikotinové
thiaminhydrochlorid
pyridoxinhydrochlorid
myo-inositol

I-alanin

L-glubtamin

I~serin

L-tryptofan

L~cystein

glycin

0,5 mg

0, ng

0,5 mg

4 000,0 mg
1.000,0 mg
800,0 mg
160,0 ng
50,0 ng
10,0 mg
2,0 mg.

Prvn{ #ivné prostiedi obsabhuje sachardzu v mnoZstvi 8 az 12 g/100 ml, s vyhodou

v mnoZstvi 9 g/100 ml.

Hormonem pro prvai #ivné prostPedi, typickym pro zpisob podle vyndlezu je hormon typu
cytokininu, nap¥iklad kinetin nebo 6-benzylaminopurin, s vyhodou 6~benzylaminopurin. Ob-
vykle se uZivéd mnofstvi 0,5 af 1 mg/litr. Ke zpevndn{ Zivného prostiedi se ufije agaru,
nap¥iklad prostiedkd Phytagar nebo Gelrit. Dobrych vysledkd je moZno dosdhnout s konednou
koncentraci 0,6 % prostiedku Phytagar nebo 0,3 % prostfedkn Gelrit. 7ivné prostiedi se

upravi na pH 5,0 a% 6,3, s vyhodou je 5,0.

Zivné prostiedi se sterilizuje v sutokldvu s vyjimkou hormonti, které se sterilizujf

filtraci mikroporézni membrinou.

Nezrald embrya, uloZend na toto prvni prostied! se p&stuji pPibliZn& 2 aZ 3 tydny ve
tmé pri teplotd 26 %. v priéb&hu této doby se vyvinou zygotickd embrya a somatickd embrya
se objevi na hypokotylu a na vnit¥ni strané kotyledond v pPipadé kultivaru HA 291. Tato
somatickd embrya je potom moZno izolovat a uloZit na druhé prostiedi, které slouZi pro
péstovéni rostlinek. Embryogenni kalus izolovanych embry{ se pdstuje na druhém prostiedi
2 aZ 3 tydny pii teploté 26 OC na svdtle (1 500 lux) pPi dobd osvitu 12 a¥ 16 hodin denn¥,
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s vyhodou 16 hodin denné. V pribZhu této doby dojde ke klideni ewbryi a vytvorenéd rost-
linky polinaji vytvéret koiinky.

Druhé Zivné prost¥edi obsshuje stejnd jako prvni Zivné prostPedi anorganické soli,
vitaminy a aminokyseliny, sachardzu a hormon. Z anorganickyjch soli obsahuje soli mekro-
elementd a soli stopovych prvkd. Jde o stejné makroelementy, sbopové prvky, vitaminy a a-
minokyseliny jako v pripadd prvniho prostiedi a také koncentrace je stejnd, neu¥ivd se
visk doplnkové sm&s vitamind a aminokyselin. Sachardza je s vynodou obsafena v ni¥%#im
mnoZstvi neZ je tomu v prvaim prostiedf, napPiklad v mnoZstvi 2 a¥ 4 g/100 ml, s vyhodou
3 g/100 ml. PouZitym hormonem je cybckinin, s vyhodou totofny jako v prvaim prostdedf, je
viak mo¥no uZit i odliindho hormonu, s vyhodou se uZivéd 6-benzylaminopurin. Obvykle se u-
%Zije mnoZstvi 0,1 aZ 0,5 mg/litr, Ke zpevnéni Zivného prostiedi se obvykle uZije opét
Phytagar nebo Gelrit. Dobrych visledkd je moZno deséhmout pPi pouZiti koneén¥ koncentrace
0,6 % Phytagaru a O,Bv%'Gelritu. ProstPedi se sterilizuje sbejnd jsko svichu a md pH 5,0
a% 6,3, s vyhodou se uZije pH 5,0.

s

Po 2 aZ 3 tydnech péstovani na druhém prostPed{ izolovand somatickd embrya vyklidf
a prem&ni se na rostlinky o velikosti 2 aZ 5 cm. Ty rostlinky, kterd vyvinuly kofeny je
moZno pirevést do pidy, do sterilni smdsi rafeliny, vermikulitu a jemndho pisku v poméru
3:2: 1 v Jiffyho kvétindéich, Kv&tindle se ulo%i na podnos, neplnény vlhkym piskem
a pokryji prdhlednym polyethylenovym pyblem k udrZeni vysokého stupnd vlhkosti. Celek se
potom uloZi do klimabtické komory pfi teploté 15 °C, osvdtleni 40 000 Ilux, dob& osvitu 12
a% 16 hodin dennd, s vyhodou 15 hodin denné. Po 10 dnech se rostlinky pienesou do vét&ich
kvétindéh a péstuji se ve skleniku pFi teploté 26 0G, osvétleni 40 000 lux, dobd osvibtu
12 a% 16 hodin dennd, s vyhodou 15 hodin dennég.

Rostlinky, kterd nevyvinuly koPeny je mo¥no bud naroubovat na mladé rostlinky, pdsto-
vané ve skleniku obvyklym zplsobem, popsanym v publikaci Habermann a Wallace, Amer. J. Bot.
1958, 45, 479, nebo piendst na 10 a¥ 20 dnd do prostfedi pro vivoj kofent (tPet{ prostiedi).

Tret{ prostPedi obsahuje anorganické soli, vitaminy a sachardzu. Anorganickymi solemi
jsou soli makroelementd a s0li sbtopovych prvkd. Solli makroelementd v tombto t¥etim prostie-
di je moZno volit z ndsledujicich sloulenin: siran hotelnaty, chlorid vépenaty, dihydro-

" genfosforednan sodny, dusidnan draselny a siran amomny. Ze soli stopovyeh prvkd je mofno
w¥it kyselinu boritou, siran manganaty, siran zinednaty, molybdenan sodny, siran mddnaty,
chlorid kobaltnaty, iodid draselny a chelédt Zeleza se sodnou soli ¥DTA. Tato smEs anorga~
nickych soli je zndma pod ndzvenm B5. Vyhodnd mnoZstvi sloudenin makroelementd a stopovych
prvkd ve tPetim prostfedi na ! litr prostPedi jsou ndsledujici:

heptahydrdt siranu hoPelnatého 250 mg
dihydrét chloridu vépenatého ' 169 mg
dusiénan draselny - 3 000 mg
kyselina boritd 3 mg
tetrahydrdt siranu manganatého 13,2 mg
heptahydrdt siranu zinednatého ) 2,0 mg
dinydrdt molybdenanu sodného 0,25 mg
pentahydrdt siranu médnatého 0,025 mg
" hexahydrét chloridu kobalbnatého 0,025 ng
jodid draselny 0,75 ng 2
chelat Zeleza s Na EDTA 40,0 mg.

T¥eti prostPedi obsahuje také vitaminy. JIsou to kyselina nikotinové, thiamin, pyrido-
xin a myoinositol. Vyhodnd mnoZstvi téchbo vitamind na 1 1libr prostiedl! budou ddle uvedena:

Kyselina nikotinova 1 ng
thiaminhydrochlorid 10 mg
pyridoxinhydrochlorid 1 ng a

myo-inositol ‘ 100 mg.
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Ttet{ prostredi také obsahuje sachardzu, aktivovené uhli nebo hormon suxinového ty-
pu. Sachardza je pPitomna napiiklad v mpoZstvi 1 a¥ 2 g/100 ml, s vyhodou 1 g/100 ml,
aktivované uhli v mnodstvi 0,1 g na 100 ml. V p¥ipad¥, Ze je vyhodné pou?it misto aktivo-
vaného uhlf hormomu, u¥ije se obvykle kyselina 3-indoloctovd v dévece 0,1 a% 0,2 ng/1litr.
Ke zpevnéni ¥ivného prostfedi se obvykle uiije Phytagar nebo Gerlite v konedné koncentraci
0,5 g/100 ml pro Fhytager nebo 0,25 g/100 ml pro Gerlite. 7ivné prost¥edi miZe mit pH

’

v rozmezi 5,0 a% 6,0, s vyhodou 5,0. Jivné prost¥edi se sterilizuje v autokléwvu.

Rostlinky se p&stujf na tomto Zivném prostiedi 2 a¥ 3 tydny pFi teplot¥ 26 % na
svdtle p¥i osvdtleni ! 500 lux s dobou osvitu 12 a¥ 16 hodin dennd, s vyhodou 16 hodin
dennd. Rostliny za t&chto podminek vybvo¥i koleny a je moZno je premistit do pldy.

Rostliny, z{skané shora uvedenym zpisobem se mohou fenotypicky Li¥it od vychoziho ma~
teridlu, vzhledem ke stressu, kbterym je p&stovéni in vitro. Rostliny se opylujdi rudné
s uchovévaji se a¥ do sklizn® semen. NZkolik semen se ddle p&stuje k analyze novych rostlin
slunednice a k dal¥imu monému $lechtdni a vybdru vyhodnych mutant, které je potom moZno
zatadit do rdznych #lechtitelskyjch programd. ’

Vyndlez bude podrobndji popsén v souvislosti s ndsledujicimi piiklady.
Priklad 1!
Piiprava zdsobnich roztokd
a) Zdésobni roztok B5

Zésobni roztok BS v desebindsobné koncentraci se p¥ipravuje tak, Ze se baleni Zivného
prostPedi BS5 rozpusti bez sachardzy (vyrobce Flow Laboratories). Prostded{ obsahuje snorga-
nické soli prostiedi B5, ! mg kyseliny nikotinové, 1 mg hydrochloridu pyridoxinu, 10 mg
hydrochloridu thisminu a 100 mg inositolu ve 1 000 ml destilované a deionizované vody. Zé-
sobni roztok se rozd¥li na podily po 100 ml 2 skladuje se p¥i teploté -20 .

b) Zdsobni roztok BAP '

74sobni roztok BAP s obsahem 1 g/litr se pripravi tak, Ze se roszpusti 100 mg 6-ben-
zyleminopurinu v nékolika ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,15 mol/l, roztok se
opatrnd zah¥eje a zfed! na objem 100 ml destilovanou a deionizovanou vodou. Potom se roz-
tok sterilizuje filtraci pres filtr o velikosti otvord 0,2 /o (membréna Minisart NML, Sar-
torius), potom se roztok piiddvd k prvaimu a druhému Zivnému prostiedi,

c¢) Zasobni roztok IAA

Roztok IAA s obsahem 0,2 g/litr této latky se pripravi tak, Ze se 20 mg kyseliny
3-indoloctové rozpusti v n&kolika ml ebsolutniho ethanolu a potom se roztok z¥edi na 100 ml
destilovanou a deionizovanou vodou. Ziskany roztok se potom sterilizuje filtraci pies filtr
s otvory 0,2 ,um (membréna Minisart NML, Sartorius), potom se roztok priddvad ke tretimu
prostiedi, :

d) Doplikovy roztok vitamind a aminokyselin
Slo¥eni roztoku bylo uvedeno v publikaci Chandler a Beard (Crop. Sci. 1983, 23, 1004).

74s0bni roztok vitamind a aminokyselin 20x koncentrovany se ziskd tak, Ze se rozpusti
39 g myoinositolu, 10 g I-alaninu, 8 g L-glutaminu, 1,6 g L-serinu, 0,5 g L-tryptofanu
a 0,1 g L-cysteinu ve 500 ml destilované a deionizované vody. Z4dsobni roztok se rozd&li na
podily po 50 ml a potom se skladuje p¥i teplot& -20 °c.
Priklad 2
Priprava Zivaych prostiedi
a) Prvni prostiedi - pro indukei ristu embryi

Toto prostPedi se piipravuje tak, Ze se rozpusti baleni prostledi podle Murashigeho

a. Skooga bez sachardzy (Flow Leboratories), které obsahuje anorganické soli prostPedi MS,
0,! mg hydrochloridu thiaminu, 0,5 mg kyseliny nikotinové, 0,5 mg hydrochloridu pyridoxinu,
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2 mg glycinu a 100 mg inositolu a 90 aZ 120 g sachardzy v destilované a deionizované vo-
d&. Po piipadném priddni doplnkd vitamind a aminokyselin (500 ml) se pH upravi na 5,0
piiddnim hydroxidu sodného o koncentraci 0,! mol/l, objem se doplni na ! 1litr a po piidé-
ni 6 g prostPedku Phytagar (Gibco) nebo 3 g prost¥edku Gerlite (Kelco) se smés sterili-
zuje v autoklévu 20 minut p¥i tlaku 0,84 MPa. Jakmile je pfostfedi vlazné, p¥idd se 2,2
aé 4,4 v/umolﬂ_ (0,5 aZ 1 ml) prostdedi BAP sterilizovaného shora uvedenym zpisobem. Po-
tom se smds vlije do Petriho misek.

b) Druhé prostiedi - pro ridst rablinek

Druné prost¥edi se pPipravi stejné jako prvai prostfedi tak, Ze se rozpusti baleni
prostPedi MS, 30 g sacharézy a 6 g Phybagaru nebo 3 g Gelritu a po sterilizsci v autoklévu
se p¥idd 0,44 aZ 2,2 /uxnol/l (0,t a% 0,5 ml) sterilnfho roztoku BAP. Prost¥edi se vliije
do Plantconovych misek (Flow Laboratories).

¢) Treti prostiedi -~ pro tvorbu kodinkd

Tret{ prost¥edi se pPipravi tak, Ze se pridd 10 aZ 20 g sachardzy ke 100 ml zésobné-
ho roztoku prostiedi BS v destilované a deionizované vodd. Potom se pH upravi na hodnotu
5,0 pPiddnim hydroxidu sodného o koncentraci 0, mol/l, objem se doplnf na 1 litr a p¥idd
sé 5 g prostPedku Phytagar a ! g akbtivovanédho uhli. Po sterilizaci v autokldvu se prostie-
di vlije do ban&k (Mason). V p¥ipad®, Ze tPeti prostiedi md obsahovat IAA, nepPiddvd se
aktivované uhli, aviak po sterilizeci v autokldvu se pPids 0,57 a2 1,14 /o mol/l, 0,5 aZ
1 ml sterilnfho roztoku IAA k vla¥nému Zivnému prostPedi. Potom se prostfedi viije do ba-
nék (Mason).

" Kapelnd varianta tfetiho prost¥edi obsahuje pouze anorganické soli prostiedi BS a2 1 g
sacharézy p¥i pH 5,0. Smés se rozdéli na podily po 10 ml do sklendnych zkumavek s mistky
z filtra¥niho papiru zptsobem, popsanym v publikaci Chandler a Beard, Crop. Sci. 23, 1004
(1983) a potom se prostiedi sterilizuje v autoklévu. '

Priklad 3

Nezrald embrya s perikarpy se odddli ze slunednice (Helianthus annuus, var. T 26 B)
po dosa¥eni velikosti 0,5 a% 1,5 mm. Semena se sterilizujfl 20 winut v Javellové roztoku
ve vodé s chlorometrii 3° a potom se promy;ji destilovanou vodou. Nezrald embrya se potom
vyjmou ze slupek a ulo¥i do Petriho misek na prvni Zived prost¥edi. Prvni Zivné prostiedd
se pPipravi shora uvedenym zptisobem s obsahem 90 g/litr sachardzy a 0,5 mg/litr, 2,2 o

- BAD.

Petriho misky se potom inkubuji ve tmé tHi tydny, eby do3lo k tvorbé sdmatickych
embryi.

V tombto stupni se somatickd embrya, kterd podnou k1i%it, 0ddéli od zygotickych embryi
a ulo¥f na druhé Zivné prost¥ed! do misek (Plantcon). Drubé Zivaé prostiedi se piipravi
také shora uvedenym zplisobem a obsshuje 0,1 mg BAP v 1 litru (0,44 a mol/1l). Potom se
embrya péstuji na svdtle t¥i t¥dny, v této dob& dochdzi k jejich diferenciaci na rostlinky.

Rostlinky o vy¥ce 2 aZ 5 ¢m se potom pPenesou na tieti prostfedi k vyvoldni tvorby
koPinkid. Tieti prostitedi se pFipravi shora uvedenym zptsobem a s vyhodou obséhuje 10 g sa-
chardzy. V.pfipads, ¥e b&#{ o gelovité Zivné prostfedi, je moZno priddnim sktivniho uhli
v mnoZstvi 1 g/litr odstranit zbytkovou t&innost BAP v predchozim prostredi, jak bylo
popséno v publikaci Maene a Debergh, Plant Cell Tissue Organ Culture 5, 23-33 (1985) a do-
sdhnout rychlého rlistu kofent. Po pfibliZng dvou t¥dnech je moZno rostlinky prendst do
pady. ‘

V pripadd, Ze rostlinky podaly vyvijet kofinky ji% na druhém Zivném prostiedi, je moZ-
no je ulofit do styku s kapalnym tretim prostiedim zpisobem, popsanym v publikaci Chandler
a Beard, Crop. Sci. 23, 1004, 1983. Timbo uspotddénim je moZno dosdhnout dobrého vyvoje
kotenového systému a soudasnd se vyvarovat pofkozeni koPend pri prendfeni rostlinek do
pady. "
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Priklad 4

Nezrald embrya Helianthus annuus, var. HA 89 se odstrani, jalmile dosdhnou velikosti
0,1 a% 0,5 mm a i s endospermem se uloZi na prvni Zivné prostPedi. Prvni Zivné prostiedi
obsahuje 90 g sachardzy v litru a 0,5 ung, 2,2 /> mol BAP v litru. Po tiech tydnech ve tme
se somatickd embrya izoluji a wloZi stdle jeité ve tmé na Zerstvé prvai Zivné prostredi.
Na izolovanych ewbryich se vytvo¥{ sekunddrni somatickd embrya. Po trech tydnech ve tmé
se sekunddrni somatickd embrya izoluji a uloZi na druhé Zivné prostredi. Druné Zivné
prostPed! obsahuje 30 g\sacharézy v ! litru a 0,! mg, 0,44 Va mol BAP v 1 litru.

Rostlinky, které se vyvinou je pobom moZno pPenést do ti¥etiho prost¥edi, kapalného ne-
bo melovitého k tvorbd koremd. Teak je mo¥no dosdhnout vivoje rostlinek s kofeny, které je
votom ji¥ mo¥no prenést do pldy.

Pitfklad 5

Nezrald embrya Helianthus annuus, var. HA 89 se odstrani 2! dnd po opyleni. V této do-
b& maji rozmdr 5 mm. Semena se vyjmou ze slupek a pFed uloZenim na prvai Zivné prostredi
se semena podélnd rozPefou na StyPi stejné &dsti podél dvou rovin, na sebe kolmych a rovno-
bE¥ngeh s osou pupen-ko¥en. V tombo pripadé obsahuje prvii %ivné prostPedi 90 g sachardzy
v 1 litru a | mg BAP v 1 litru. Po t¥ech tydnech ve tmé se somatickd embrya izoluji a ulo-
%1 se na druhé %ivné prostiedi. Toto drunhé Zivné prostiedi obsahuje 30 g sachardzy v 1
litru a 0,5 mg BAP v 1 litru.

Rostlinky, kterd se vyvinou je potom moZno pienést do tfetiho #ivného prostPedi, kaw
palného nebo gelovitého k tvorbé korent s néslednym prenesenim rostlinek do pldy. Rostlin-
ky, které koteny nevytvoiily je moZno naroubovat na mladé rostliny zpisobem popsanym
v publikaci Hebermann a Wallace, Amr. J. Botan. 45, 479, 1958,

Priklady 6 aZz 27

V ndsledujicich p¥ikladech jsou uvedeny alespon ndkberé moZnosti kombinaci, kterjych je
mo¥no dosdhnout pii provadéni zpdsobu podle vyndlezu.

‘r'\’g S 1 'du g —f
% S 5 =R 0 P S g »
= o B2y B g% Zw H % .
b3 5 °of 9 $8 g | @ 8 8 &
4 = P = N o 0 & INEeH ) P Tvorba kofent
6 TT76 1,5 - modMs™ 9 1 modMs™ 3 1 modMS™+3%sa-
chardza + 0,5
mg BAP
7 T76 1,5 -  modMs™ 9 1 modMs™ 3 1 III SC
85 T76 1,5 - modMs® 9 1 nodMs™ 3 1 IIT I
9 176 1,5 - MS 9 1 MS 3 1 III SC
10 T76 1,5 - MS 12 0,5 MS 3 0,1 IIT SC
1 T 76 1,5 - NS 12 0,5 MS 3 0,1 IIT L
2 176 1,5 -  supMs™ 9 0,5 MS 3 0,1 III St 0,1
17 776 <=3 - NS 9 0,5 S 3 0,5 III SC
14 TT76 =3 - M 9 0,5 MS 3 0,5 III L
15 T 76 5 + M8 9 0,5 NS 3 0,5 I1I SC
16 T76 5 +MS 9 0,5 MS 30,5 II1 L
17 R0 26 1,5 - NS 12 0,5 MS 3 0,1 III L
18 RD 26 =<3 - supMs™ 9 0,5 MS 3 0,1 III SC
19 HA 89 =1,5 =~ NS 12 0,5 MS 3 0,5 IIT SC
20 HA 89 =3 - MS 9 0,5 MS 3 0,5 III SC
21 HA 89 =<3 - M8 9 0,5 uS 3 0,5 III L
22 HA 89 ==89 - supMS®™ 9 0,5 MS 3 0,1 11T 8¢
23 HA 89 5 +  MS 9 0,5 uS 3 0,5 III SC
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24 HA 89 5 + NS 9 0,5 NS 3 0,5 III L
25  HABY =5 + S 9 1 NS 3 0,5 III SC
26 HA 291 < 1,5 -  supMS™ 9 0,5 s 3 0,1 III S4 0,1
27 HA 291 5 +  supMs®™ 9 0,5 us 3 0,1 IIT S 0,2

Pozndmky k tabulce:

* = modifikované prostiedi MS obsahuje 600 mg dihydrdtu chloridu vépenatého, 1 260 mg du-

siénanu draselného, 1 100 mg dusidnanu amonného a 250 ug myo-inositolu na 1 litr #iv-
ného prostiedi, ostatni sloZky zlstdvaji beze zm&ny.

X doplnéné prostiedi MS

III SA = pevné prostPedi III + 0,1 nebo 0,2 mg/litr IAA
III SC = pevné prostPedi III + aktivované uhlf

III I = kepalné prostiedi III

PATENTOVE NAROXY

1. Zptsob regenerace slunelnicovych rostlin Halianthus annuus somatickou embryogenezi
z bun&k nebo tkéni, vyznalujici se tim, Ze se postupné

- v prvoim stupni péstuji nezrald emtryn v indukdnim Zivném prostiPed! s obsahem hormonu
typu cytokininu ze skupiny kinetin, 6~benzylaminopurin, 2-isopentyladenin a zeatin,

- ve druhém stupni péstuji uvedensd somatickd embrya za podminek, umoZnujicich jejich k1i-
geni a Jejich wyvoed na rostlinky, popFipadé vybvdPejici kofeny v prostiedi, vhodném pro
rist rostlin,

- popPipadé se rostlinky pienesou do tietiho prostiedi umpéﬁujiciho tvorbu ko¥end rostli~
nek, ziskanych ve druhém stupni,

pridenZ prvai dva stupné se provédéji na #ivném prost¥edi stejného typu s obsahem sachard-
zy, jeji% koncentrace se pohybuje v rozmezi 8 aZ 12 g/100 ml v prvnim prost¥edi a v rozme-
zi 2 a¥ 4 g/100 ml ve druhém prostPedi, prostPedi obsahuje “linné mnoZstvi hormonu typu
cybokininu bez hormonu typu auxinu,

2. Zpisob podle bodu 1, vyznalujici{ se tim, Ze se jako hormon ufije 6-benzylaminopu-
rinu v koncentraci 0,1 aZ 8 Vol mol/l v prvaim i ve druhém prostiedi.

3. Zplsob podle kteréhokoliv 2 bodl 1 a 2, vysznadujici se tim, Ze se uZije koncentra-
ce 6-benzylaminopurinu v prvnim prostiedi 2,2 aZ 4,4 Ve mol/1l a ve druhém prostiedi se ufi-
je koncentrace 0,44 2% 4,4 J4 mol/l této slouleniny.

4. Zptsob podle bodu 1, vyznedujici se tim %e se v prvaim prostiedi ufije koncentrace
sachardzy 9 g/100 ml a ve druhém prostdedi 3 g/100 ml.

5. Zplhsob podle bodld ! aZ 4, vyznadujici se tim, Ze Zivné prostlPedi ve druhém stupni
obsahuje anorganické soli, vitaminy a aminokyseliny ve stejném mnoZstvi jako prvni prostie-
di, které potom neobsahuje doplnék vitamind a aminokyselin.

6. Zplsob podle kterghokoliv z bodd 1 a% 5, vyznalujicf se tim, Ze se péstuji nezrald
embrya ve std¥{ 4 a¥% 21 dnd s rozmdrem 0,1 &% 5 mm, piidem? tato embrya je moZno rozdélit
na n&kolik fragmentll, schopnych regenerace.

7. Zpusob podle bodu !, vyznalujici se tim, #e se po druhém stupni u ziskanych rostli-
nek induluje tvorba korend.

8. Zplsob podle kterdhokoliv z bodd ! aZ 7, vyznalujici se tim, Ze se po druhém
stupni rostlinky, které majl koFeny pPenesou do pddy a inkubujl v klimetické komoPe p¥i
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teplotd 15 g p¥i intenzitd svitla 6 000 lux a p¥i dob& osvitu 15 hodin dennk.

9. Zpusob podle bodh ! aZ 8, vyznadujici se tim, %e se po druhém stupni ziskané rost-
linky uZijf{ k narvoubovdni.
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