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CWICZENIE 1
Przygotowanie podtoza do hodowli kultur in vitro

Informacje wstepne do zadan 1A i B

Sktad roztworéw wyjsciowych do pozywki MS (wg Murashige i Skooga, 1962)

Makroelementy 5. -3 Mikroelementy mg' dm3 Fe EDTA g dm3
KNOj3 19,0 KJ 166,0 NagEDTA x 2Hy0 7472
MgSO4 x7H,O 3,7 ZnSO4 x THO 1720,0
KHyPOy4 1,7 CoClyx 6H,O 5,0 Witaminy mg: dm -3
CuSOy4 x SHyO 5,0 Kwas nikotynowy 100,0
Wapn g dm-3 H3BOy4 1240,0 Pirydoksyna HCI 100,0
CaClyx2H,O 4,4 NapMOy x 2H,O 50,0 Tiamina HCI 20,0
Glicyna 400,0
Uwaga! Inozytol 20.000,0
Roztwér wyjsciowy makroelementow jest 10x stezony.
Roztwory wyjsciowe: mikroelementy, Fe EDTA, witaminy i wapn 200x stezZone.
Skiad roztworéw wyjsciowych do pozywki R (dla roslin migsozernych)
A mg’ dm-3 B mg’ dm-3 C g dm-3
Fe EDTA 4006,8 CoCly x 6H,O 28 NH4NO3 16,5
H3BO4 628 CuSoyx 5SH50 24 KH,POy4 1,7
MnSO4 x4H,O 2412 NapMOyx 2H50 240 KNO3 19,0
ZnSOy4 x7TH,O 84
KJ 8
E mg' dm -3
D g dm-3 D’ mg* dm -3 Kwas nikotynowy 50
CaClyx2H,O 5392 MgSO4x7H,0O 7400 Pirydoksyna HCl 50
KJ 166,0 Tiamina HCI 1000
ZnSO4xTH,O 1720,0 Glicyna 200
CoClpx6H,O 5,0 Inozytol 10000
Uwaga!

Roztwory wyjsciowe sa: A- 333,3x stezony, B- 3333,3x stezony, C- 33,3x stezony, D- 60,6x stezony, D’- 60,6x stezony,

E- 100x stezony.

Pozywki stosowane na zajgciach z ro$linnych kultur in vitro

Rodzaj oraz Sktad hormonéw Zastosowanie
symbol pozywki
MSO bez regulatoréw wzrostu Kietkowanie nasion, kultury wierzchotkowe pgdow
MS naa NAA [0,1 mg‘dm’3 ] Ukorzenianie pedéw po mikronamnarzaniu
MS pap BAP [5 mgdm™] oraz NAA [1 mgdm™] Indukcja kalusa (Pharbitis nil)
MS (G) BAP [5 mgdm™] oraz NAA [0,]1 mgdm™] Rozw6j pakéw kwiatowych (Pharbitis nil)
uzupelniona 3% sterylna glukoza
MS (F) BAP [5 mgdm™] oraz NAA [0,]1 mgdm™] Rozw6j pakéw kwiatowych (Pharbitis nil)
uzupelniona 3% sterylng fruktoza
MS (S) BAP [5 mgdm™] oraz NAA [0,1 mgdm™]i  |Rozwdj pakéw kwiatowych (Pharbitis nil)
uzupeltniona 3% sterylng sacharoza
MS kino3 kinetyna [0,3 mg'dm'3] i NAA [0,1 mg'dm'3] Organogeneza pedéw (Nicotiana tabacum)
MS Kinoa kinetyna [0,1 mg'dm'3] i NAA [0,5 mg'dm'3] Organogeneza korzeni (Nicotiana tabacum)
MS, 4p 2,4D [0,125 mg'dm'3] Somatyczna embriogeneza (Nicotiana tabacum)
F BAP [2 mgdm”] Mikropropagacja (Petunia hybrida)
P BAP [0,3 mgdm”] i IAA [1 mgdm”] Mikropropagacja (Ficus elastica)
G Kinetyna [2 mgdm™] i IAA [0,] mgdm”] Mikropropagacja (Gerbera jasmoni)
R bez regulator6w wzrostu Mikropropagacja (Drosera rotundifolia)




ZADANIE 1A
Przygotowanie pozywki MS (wg Murashige i Skooga, 1962)

Procedura na 1 dm’

1)

9)

Do butelki Schotta wla¢ niewielka ilo§¢ wody bidestylowamej————®Makroelementy

Doda¢ odpowiednia nawazkg sacharozy (st¢zenie konicowe 3%). 100 ml
Doda¢ odpowiednie objgtosci roztworéw wyjsciowych.
Wszystkie sktadniki dobrze wymieszac. Mikroelementy
Doda¢ odpowiednie ilosci regulatoréw wzrostu. Fe EDTA
Uzupetni¢ woda bidestylowana do 1000 ml. Wapn
Doprowadz pH uzyskanej mieszaniny do 5,7. Witaminy
Doda¢ odpowiednia nawazke agaru (stgzenie koncowe 0,6%). Sml

5ml

5ml

5ml

Pozywke ogrza¢ do rozpuszczenia agaru (mikrofaléwka). UWAGA! Pozostaw rozszczelniona butelke.

10) Rozla¢ do odpowiednich naczyh (probéwki lub kolbki, zawina¢ folia aluminiowa i pisakiem napisa¢ symbol

pozywki). UWAGA! Pozywki przeznaczone do rozlania na szalki pozostaw w butelkach.

11) Pozywke wyjatowi¢ przez autoklawowanie w temperaturze 121°C przez 20 minut.

Po uwaznym przeczytaniu powyzszej procedury wykonaj obliczenia i wpisz do tabelki, zamieszczonej ponizej, ilo$ci
potrzebnych sktadnikéw do przygotowania 2 pozywek wskazanych przez prowadzacego. Nastgpnie przygotuj te pozywki i
rozlej do wskazanych przez prowadzacego naczyn.

Wykonaj obliczenia:

Symbol pozywki

Skladniki Jednostka
Makroelementy ml
Mikroelementy ml
Fe EDTA ml
CaCl, ml
Witaminy ml
Zrédio wegla:

...................... g/ml

(podaj rodzaj)

Agar g
Kinetyna wl

Regulatory | BAP ul

wzrostu NAA ul
TIAA ul
2,4D ul

Objetos¢ koncowa ml




Regulatory wzrostu

Substancja Rozpuszczalnik Masa molowa
auksyny 2,4-D — kwas dwuchlorofenoksyoctowy 50% EtOH lub 1 N KOH 221,0 g/mol
NAA — kwas 3-naftylooctowy 1 N KOH 186,2 g/mol
TAA — kwas 3-indolilooctowy 1 N KOH 175,2 g/mol
IBA - kwas 3-indolilobutyrylowy 1 N KOH 203,2 g/mol
cytokininy |Zea — zeatyna 1 NHCL 219,2 g/mol
Kin - kinetyna 1 NHCL 215,2 g/mol
BAP — 6-benzyloaminopuryna 1 NHCL 225,3 g/mol
2iP — 2-izopentyloadenina 1 NHCL 203,3 g/mol
gibereliny | GA; — kwas giberelinowy 50% EtOH 346,4 g/mol

ZADANIE 2
Przygotowanie roztworéw wyjsciowych regulatorow wzrostu

Po analizie informacji wstgpnych opisz dokladnie jak przygotujesz roztwér wyjSciowy regulatora wzrostu, ktérego
uzyjesz aby przygotowaé pozywkeg na zajgciach (podaj wielko$¢ nawazki, okre$l rodzaj naczynia laboratoryjnego jakiego
uzyjesz aby przygotowaé roztwér, w czym rozpuscisz zwigzek oraz objgto$¢ rozpuszczalnika). Przygotuj 10 ml roztworu
okreslonego regulatora wzrostu (podanego przez prowadzacego) o st¢zeniach: A -1mg/ml oraz B - 10 mmol/ml



ZADANIE 3
Przygotowanie sterylnego roztworu sacharozy, fruktozy lub glukozy przy uzyciu filtra mikrobiologicznego

1. Przygotuj 25ml 12% roztworu sacharozy/fruktozy/ glukozy)*.
Wykonaj obliczenia:

2. Przygotuj zestaw do filtrowania (strzykawka, filtr mikrobiologiczny jednorazowego lub wielokrotnego uzytku) oraz
sterylng butelkg¢ 100 ml.
3. Filtrowania dokonaj pod komora laminarng.
)* - skre$l niepotrzebne

ZADANIE 4
Przygotowanie pozywki MS ze skladnikiem rozkladajacym si¢ w autoklawie

W przypadku pozywki z zastosowaniem glukozy lub fruktozy jako zrédta wegla roztwér tych zwiazkéw powinien by¢
dodany po autoklawowaniu, gdyz rozkladaja si¢ one pod wptywem wysokiej temperatury. Dlatego przy ustalaniu objgtosci
koncowej przygotowywanej pozywki nalezy to uwzgledni¢ i rozpusci¢ wszystkie sktadniki w mniejszej iloSci roztworu.
Dodatkowo do pozywki mozna takze doda¢ sterylnie przygotowanych roztworéw regulatoréw wzrostu.

Wykonaj obliczenia: Ile ml 12% glukozy lub fruktozy nalezy doda¢ do wczesniej przygotowanej pozywki aby stgzenie
koncowe wynosito 3% a objgtos¢ koficowa pozywki wynosita 100 ml. Dodatkowo podaj w ilu ml nalezy rozpuscié
poszczeg6lne sktadniki pozywki przed dodaniem tego cukru prostego.

PRACA WLASNA STUDENTA

Wykonaj obliczenia: Ile ul BAP i NAA (sterylnych roztworéw) nalezy doda¢ do 100 ml pozywki aby stgzenie koncowe
wynosito odpowiednio 5mg/dm™~ i 0,1 mg/ dm™ (stezenie wyjsciowe wszystkich regulatoréw wzrostu wynosi 1mg/ml).

Wykonaj obliczenia: Ile ul IAA i BAP (sterylnych roztworéw) nalezy doda¢ do 500 ml pozywki aby stezenie w pozywce
wynosito odpowiednio 10 pM i 25 pM. Dane do obliczen: stezenie wyjsciowe wszystkich regulatoréw wzrostu wynosi
1mg/ml, masy molowe: IAA=175,2 g/mol; BAP=225,3g/mol



CWICZENIE 2
Sterylizacja réznorodnego materialu roslinnego (fragmentéw roslin — korzen, lodyga, paki
kwiatowe)

ZADANIE 1
Zalozenie kultury kalusa z korzenia marchwi (Daucus carota) lub todygi tytoniu (Nicotiana tabacum)

Procedura

1y
2)
3)
4)
5)

6)
7

8)

Korzen marchwi lub todyge tytoniu oczy$¢ z ziemi i umyj detergentem.

Pokréj organy na 3-4 cm fragmenty i wt6z do butelki Schotta.

Dokonaj wstgpnej sterylizacji 70% alkoholem przez 30 s (ciagle mieszajac).

Nastgpnie wysterylizuj materiat 20% r-rem podchloryn sodu (AChE) przez 30 min (ciagle mieszajac).

Co najmniej 4x dokladnie wyplucz material destylowana, sterylng H,0, pracujac w warunkach sterylnych (pod
nawiewem).

Wyizoluj tkanke¢ migkiszowa z rdzenia wysterylizowanych organéw i przygotuj eksplantaty wielkosci 0,5/0,5/0,5cm.
(czynnosci te nalezy wykona¢ wykorzystujac sterylne szalki, pensety i skalpele).

Fragmenty wyizolowanej tkanki migkiszowej wyt6z do kolbek Erlenmajera, zawierajacych 100 ml pozywki do
indukcji kalusa (MSKin 0,3/NAA (),1).

Hodowle kalusa nalezy prowadzi¢ w ciemno$ci, w temperaturze 24°C przez 2-6 tygodni. Po uptywie 2 tygodni
dokonaj analizy stopnia sterylno$ci oraz ocen ilo§¢ utworzonego kalusa.

Wykonaj obliczenia: Jaka objgtos¢ ACHE (roztwér wyjsciowy jest 100%) i jaka objgtos¢ sterylnej wody nalezy pobrac aby
przygotowaé 200 ml sterylizatora o st¢zeniu 20%. Wyniki zapisz w tabeli ponize;j.

Stezenie sterylizatora ACHE / Domestos [ml] H,0 [ml] Objetosé koncowa
20% 200 ml

Analiza wynikow:

Efekt indukcji korzen marchwi - MS i, 03na401 fodyga tytoniu - MS i, 03naA01

rozwoj kalusa

liczba niezainfekowanych
eksplantatow/calkowita
liczbe eksplantatow

% sterylnoSci

Whioski:

ZADANIE 2
Sterylizacja pakéw kwiatowych i zalozenie kultury pakéw kwiatowych wilca kwiatowego (Pharbitis nil)

Przygotowania wstepne

1y

2)

3)

4)

Rozgrzej w mikrofaléwce pozywke MS (wcze$niej przez Ciebie przygotowana) tak aby agar ulegt catkowitemu
rozpuszczeniu.

Do schtodzonej do temperatury pokojowej pozywki dodaj odpowiednia objgto$¢ sterylnego roztworu fruktozy,
glukozy lub sacharozy (patrz ¢w. 1. zad.4A i B, stezenie wyjsciowe 12%, stezenie koncowe 3%) oraz odpowiednig
objetos$¢ sterylnych roztworéw regulatoréw wzrostu: BAP i NAA (stgzenie wyjsciowe 1mg/ml, stezenie koncowe
odpowiednio 5Smg/dm™ i 0,1 mg/ dm™. Objeto$¢ konicowa pozywki 100ml.

Nastepnie rozlej pozywki do sterylnych szalek Petriego o $rednicy 5 cm (okoto 10 ml pozywki na szalkg), na ktére
beda wyktadane paki kwiatowe.

Oznacz za pomoca pisaka na brzegu szalki odpowiedni wariant pozywek: MSgapsnano.1 (F) (Zrédlo wegla — fruktoza),
MS gapsnano (G) (zrédlo wegla — glukoza) Iub MS gapsinaso.s (S) (zrédlo wegla — sacharoza). Pozostaw przykryte
szalki na kilkana$cie minut do zastygnigcia.



Procedura sterylizacja materiatu
1) Z 3-tygodniowych ro$lin P. nil hodowanych w warunkach in vivo odizolowa¢ wierzchotki wzrostu oraz fragmenty
pedu, zawierajace wezet wraz z pakiem kwiatowym (li$¢ usuna¢ pozostawiajac 2-3 mm ogonek li§ciowy).
2) 20-30 wyizolowanych fragmentéw pedu umiesci¢ w butelce Schotta.
3) Dokona¢ wstgpnej sterylizacji 70% etanolem przez 30s.
4) Nastgpnie sterylizowac¢ 15% r-rem ACHE przez 20 min (caly czas wytrzasajac).
5) W warunkach sterylnych (pod nawiewem) usuna¢ sterylizator, wykorzystujac sterylne sitko z gazy miynskie;j.
6) Material przeptukaé 4-krotnie sterylng woda destylowana (500-600 ml).

Wykonaj obliczenia: Jaka objgtos¢ ACHE (roztwér wyjsciowy jest 100%) i jaka objgtos¢ sterylnej wody nalezy pobrac aby
przygotowaé 100 ml sterylizatora o st¢zeniu 15%. Wyniki zapisz w tabeli ponize;j.

Stezenie sterylizatora ACHE / Domestos [ml] | H,O [ml] Objetos¢
koncowa
15% 50 ml

Procedura zatoZenia kultury pakéw kwiatowych
1) Z wysterylizowanych fragmentéw pedéw nalezy wyizolowaé paki kwiatowe (na sterylnej suchej szalce) i wylozy¢ na
szalki zawierajace pozywki: MSgapsinaao.1 (S), MSgapsinaso,1 (F) oraz MSgapsnaao.1 (G) (okoto 15 sztuk na szalke).
2) Szalki starannie owina¢ parafilmem (odpowiednio go rozciagajac, 1 pasek lcm szeroko$ci na 2 szalki), podpisaé
odpowiedni wariant i przenie$¢ do komory hodowlanej (ciagle $wiatto biate, 25°C).
3) Po 7-dniach hodowli ocen sterylno$¢ kultury a po 3 i 5 tygodniach okre$l stopien rozwoju pakéw kwiatowych i ilo§¢
kalusa w obu wariantach do§wiadczenia.
Analiza wynikow:

Efekt Warianty pozywek
MSgapsnano (S) MSgapsnanos (F) MSgapsnanos (G)

liczba niezainfekowanych
eksplantatow/ catkowita liczbe
eksplantatow

% sterylnoSci

rozwoj elementow kwiatow
(dzialki kielicha, platki korony)
masa kalusa *)

liczba eksplantatéw z
korzeniami / calkowitg liczbe
eksplantatow

% organogenezy korzeni

liczba eksplantatéw z pedami/
catkowita liczbe eksplantatow
% organogenezy pedow

*) poréwnaj ilo$¢ kalusa na poszczegdlnych wariantach pozywek i ocen uzywajac nastgpujacych znakéw (,,.+°- niewielka
ilos¢, ,,++” — intensywny rozwoj, , ,,+++ — najintensywniejszy rozwoj)

Whioski:



CWICZENIE 3
Sterylizacja réznorodnego materiatu roslinnego -nasion o réznej wielkosci

ZADANIE 1
Whplyw stezenia sterylizatora na sterylnos¢ i sile kietkowania nasion A. thaliana

Przygotowania wstepne

1) Rozgrzej w mikrofaléwce pozywki: MSO, tak aby agar ulegt catkowitemu rozpuszczeniu.

2) Nastepnie schtodzona do temp. pokojowej pozywke MSO rozlej do sterylnych szalek Petriego o $rednicy 9 cm
(okoto 20 ml pozywki na szalkg) — do kietkowania nasion A. thaliana. Czynno§¢ wykonuj w sterylnych warunkach -
pod nawiewem.

3) Pozostaw przykryte szalki na kilkanas$cie minut do zastygnigcia.

Procedura sterylizacji materiatu
1) Przygotuj w 4 réznych probéwkach typu Falkon roztwory podchlorynu sodu (ACHE lub Domestos) o st¢zeniach:
5%,20%,60% i80%.
Wykonaj obliczenia: Jaka objgtos¢ ACHE (roztwér wyjsciowy jest 100%) i jaka objgtos¢ sterylnej wody nalezy pobrac aby
przygotowaé 5 ml sterylizatora o wyzej wymienionych st¢zeniach. Wyniki zapisz w tabeli ponizej.

Stezenie sterylizatora ACHE / Domestos [ml] H,0 [ml] Objetos¢ koncowa
5%
20%
60 %
80%

2) Za pomoca pipety wlej 1 ml sterylizatora do odpowiednio oznakowanych probéwek Eppendorfa z nasionami A.
thaliana (do kazdej probéwki inne stgzenie sterylizatora) i mieszajac od czasu do czasu odczekaj 10 min. Pamietaj
odpowiednio oznacz probowki.

3) Probéwki Eppendorfa wtéz do wiréwki i odwiruj 30 sekund przy max. przyspieszeniu aby nasiona opadty na dno.

4) W warunkach sterylnych (pod nawiewem) usun sterylizator za pomoca pipety i sterylnych tipséw. Czynnos¢ wykonaj
ostroznie aby nie pozby¢ si¢ nasion.

5) Dodaj 1 ml sterylnej wody do kazdej probéwki, kilkakrotnie zamieszaj, odwiruj (30 sekund, max. przyspieszenie),
usun za pomoca pipety roztwdr. Czynno$¢ powtérz jeszcze 2-3 krotnie (wyplukiwanie sterylizatora). Pamietaj o
zachowaniu aseptycznosci.

6) Wysterylizowane przez Ciebie nasiona A. thaliana nalezy sterylng wykataczka nanie$¢ na pozywke w szalkach,
wedlug ponizszego schematu (pamigtaj aby szalki podpisa¢ pisakiem na denku a nie na wieczku szalki).

5% 20%

60% 80% /

7) Szalki szczelnie owin parafilmem i pozostaw w lodéwce na 24h (stratyfikacja). Nastgpnie przenie$ szalki z nasionami
do komory hodowlanej (ciagte $wiatto biate, 25°C) na okoto 7dni.




Analiza wynikéw:

Stezenie Sterylnos¢ Liczba skielkowanych %0 Morfologia siewek
sterylizatora hodowli nasion/ calkowitg liczbe | skielkowanych
nasion nasion

5%

20%

60 %

80%
Whioski:
ZADANIE 2
Wplyw czasu sterylizacji na sterylnos¢ i sile kielkowania nasion A. thaliana
Procedura

1) Przygotuj w probéwce typu Falkon r-r podchlorynu sodu (ACHE) o stezeniu 20% (patrz zadanie 1).

2) Za pomoca pipety wlej 1 ml sterylizatora do 4 odpowiednio oznakowanych probéwek Eppendorfa z nasionami A.
thaliana i mieszajac od czasu do czasu odczekaj: 60min (1 probéwka), 30 min (2 probéwka), 10 min (3 probéwka), 1
min (4 probéwka).

3) Probéwki Eppendorfa wt6z do wiréwki i odwiruj 30 sekund przy max. przyspieszeniu aby nasiona opadty na dno.

4) W warunkach sterylnych (pod nawiewem) usun sterylizator za pomoca pipety i sterylnych tipséw. Czynno$¢ wykonaj
ostroznie aby nie pozby¢ si¢ nasion.

5) Dodaj 1 ml sterylnej wody do kazdej probéwki, kilkakrotnie zamieszaj, odwiruj (30 sekund, max. przyspieszenie), usun
za pomocg pipety roztwér. Czynno$¢ powtérz jeszcze 2-3 krotnie (wyplukiwanie sterylizatora). Pamietaj o
zachowaniu aseptycznoSci.

6) Wysterylizowane przez Ciebie nasiona A. thaliana nalezy sterylng wykataczka nanie$¢ na pozywke w szalkach, wedlug
schematu.

1 min 10 min
|
/
30 min 60min
7) Szalki szczelnie owin parafilmem i pozostaw w lodéwce na 24h (stratyfikacja). Nastgpnie przenie§ do komory

hodowlane;j (ciagte $wiatto biate, 25°C) na okoto 7dni.

Analiza wynikow:

Czas sterylizacji | Sterylno$é Liczba skielkowanych % Morfologia siewek

sterylizatorem nasion nasion

20% hodowli nasion/ calkowitg liczbe | skielkowanych

1 min

10 min

30 min

60 min

10



Whioski:

ZADANIE 3
Wplyw stezenia sterylizatora na sterylnosé i site kietkowania nasion Pharbitis nil

Procedura
1) Okoto 10 nasion P. nil po uprzednim zeskaryfikowaniu skalpelem (nalezy uszkodzi¢ tuping nasienna po
przeciwnym biegunie niz znaczek) wsyp do butelki Schotta.
2) Przygotuj w 3 réznych menzurkach roztwory podchlorynu sodu (ACHE) o st¢zeniach: 10%, 40 %, 80 %.
Wykonaj obliczenia: Jaka objgtos¢ ACHE (roztwér wyjsciowy jest 100%) i jaka objgtos¢ sterylnej wody nalezy pobrac aby
przygotowaé 50 ml sterylizatora o wyzej wymienionych st¢zeniach. Wyniki zapisz w tabeli ponize;j.

Stezenie sterylizatora ACHE / Domestos [ml] H,0 [ml] Objetos¢ koncowa
10%
40 %
80%

3) Nastgpnie nasiona wysterylizuj powierzchniowo 70% etanolem przez 30s

4) Usun alkohol i wlej 50 ml sterylizatora, dodajac 1krople Tween 20, mieszajac od czasu do czasu odczekaj 20
min.

5) W warunkach sterylnych (pod nawiewem) usun sterylizator. Czynno§¢ wykonaj ostroznie aby nie pozby¢ si¢
nasion.

6) Wyplucz sterylizator dodajac sterylnej wody, wymieszaj, usufi - czynno$¢ powtérz 3-4 krotnie, az do usunigcia
piany. Pamietaj o zachowaniu aseptycznosci.

7) Nasiona w wodzie destylowanej pozostaw do spgcznienia na 24h w temperaturze 24°C.

8) Sterylne, spgczniale nasiona nalezy sterylng penseta przetozy¢ pojedynczo do probédwek, zawierajacych 10 ml
pozywki MSO. Nastgpnie szczelnie zawin folig aluminiowa probéwki i podpisz statyw (wariant do§wiadczenia).
Przenie$¢ do komory hodowlanej (ciagte $wiatto biate, 25°C) na okoto 7dni.

Analiza wynikéw:

Stezenie Sterylno$¢ | Liczba skielkowanych nasion/ % skielkowanych Morfologia siewek
sterylizatora hodowli calkowita liczbe nasion nasion
10%
40%
80%
Whioski:
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CWICZENIE 4
Analiza sterylnoS$ci nasion i ocena ich zywotnosci
Zakladanie kultury kalusa z materialu pochodzacego z siewek

ZADANIE 1A
Zakladanie kultury kalusa z liscieni wilca (Pharbitis nil)

Przygotowanie wstepne
1) Rozgrzej w mikrofaléwce pozywki: MS gapsnano,1 (przygotowana na ¢wiczeniach 1) do indukcji kalusa u wilca, tak
aby agar ulegl catkowitemu rozpuszczeniu.
2) Nastgpnie schtodzong do temp. pokojowej pozywke rozlej do sterylnych szalek Petriego (okoto 10ml na szalke) i
poczekaj az zastygnie. Oznacz za pomoca pisaka na brzegu szalki rodzaj pozywki.

Procedura
1) Ze sterylnych 7-dniowych siewek Pharbitis nil odizolowa¢ liscienie.
2) LiScienie pocia¢ na sterylnej szalce: I wariant- na fragmenty o powierzchni 0,3-0,5 cm’

II wariant — na p6t wzdluz nerwu gtéwnego usuwajac ten nerw
Zaznacz linia przerywana miejsca cigcia skalpelem.

I wariant II wariant

3) Eksplantaty wyl6z na pozywki MS gaps/naao.1
4) Szalki zawin parafilmem.
5) Hodowlg kalusa prowadz na ciaglym $wietle w temperaturze 24°C przez 2 tygodnie. Nastgpnie dokonaj obserwacji:

okres$l miejsce w ktérym nastepuje indukcja kalusa.

Whioski:

ZADANIE 1B
Zakladanie kultury kalusa z hypokotyla wilca (Pharbitis nil)

Procedura
1) Ze sterylnych 7-dniowych siewek Pharbitis nil odizolowa¢ fragment hypokotyla o dlugosci 2-3 cm bezposrednio pod

wezlem liScieniowym.
2) Hypokotyl pociaé na sterylnej szalce: I wariant- na fragmenty o dlugosci 8-10 mm
II wariant — na fragmenty o dtugosci 1 mm

Zaznacz linia przerywana miejsca cigcia skalpelem hypokotyla siewki Parbitis nil.

= =

I wariant II wariant
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3) Eksplantaty WleZyé na pOZkal MS BAPS5/NAAO, 1
I wariant - horyzontalnie
II wariant - powierzchnia cigcia do pozywki (Uwaga! Zachowaj naturalng biegunowos$¢ eksplantatu.)
4) Szalki zawina¢ parafilmem.
5) Hodowlg kalusa prowadzi¢ na ciaglym §wietle w temperaturze 24°C przez 2 tygodnie a nastgpnie dokona¢ obserwacji:
okres] miejsce w ktérym nastgpuje indukcja kalusa.
Whioski:
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Cwiczenie 5
Zadanie 1.

Namnazanie kalusa pochodzacego z rdzenia korzenia marchwi i fodygi tytoniu.

Roséliny posiadaja bardzo duze zdolno$ci do regeneracji. Zgodnie z koncepcja totipotencj, kazda komérka posiada
zdolnos$¢ réznicowania tkanek, organéw a nastgpnie calego organizmu. Metoda hodowli tkanek pozwala w petni wykorzysta¢
naturalny potencjal regeneracyjny, jakim cechuje si¢ kazdy organ roslinny.

Opracowano technikg, nazwana poézniej rozmnazaniem klonalnym lub mikrorozmnazaniem, dzigki ktérej z
pojedynczej rosliny matecznej mozna otrzymac duza liczbg roslin potomnych o tych samych cechach.

Jest kilka metod rozmnazania klonalnego, m.in.
® réznicowanie pakow przybyszowych w hodowli tkanki kalusowej oraz
®  rozw6j pakéw bocznych w hodowli fragmentéw pedéw.

Wykonanie
Zaktadanie kultury.
Fragmenty pedu mtodej rosliny tytoniu lub korzenie marchwi wysterylizowa¢ powierzchniowo 70% etanolem przez 1-3 min.
nastegpnie 3-5 min. w podchlorynie Ca, po czym material przemy¢ 4x w sterylnej wodzie destylowane;.
Wyizolowaé rdzen i przenie$¢ sterylnie fragmenty tej tkanki do kolb zawierajacych 50 cm® pozywki MS z dodatkiem
e kinetyny (0,1 mg cm™) i NAA (0,3 mg dm™) lub
e 24-D (0,05 mgdm>)
Inkubacjg¢ eksplantaéw prowadzi¢ w ciemnos$ci, w temp. 27°C przy wilgotno$ci wzglednej ok. 70% az do wytworzenia kalusa.
Namnazanie kalusa.
Po uplywie ok. 4 tygodni, przenie$¢ jasna tkanke kalusa na pozywke MS z dodatkiem
e kinetyny (0,2 mg dm™) i IAA (2 mg dm™) lub
e 24-D (0,05 mgdm™).
Inkubacje¢ prowadzi¢ jak wyzej.
Po trzech tygodniach fragmenty kalusa przenie$¢ na pozywke MS zawierajaca kinetyng i [AA w nastgpujacych st¢zeniach:
e kinetyna — 0,05; 0,5; 1,0; 3,0 mg dm”
e TAA-1,0;2,0;3,0mgdm”
Przeprowadzi¢ obserwacj¢ wzrostu i organogenezy kalusa.

Tabela 1. Kalus tytoniu inkubowany przy réznych stezeniach IAA i kinetyny.

ir?gAde Kinetyna mg dm™
0,05 0,5 1,0 3,0
1,0
2,0
3,0

Tabela 2. Kalus marchwi inkubowany przy réznych stezeniach IAA i kinetyny.

ﬁgAdmﬂ Kinetyna mg dm™
0,05 0,5 1,0 3,0
1,0
2,0
3,0
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Whioski.

Zadanie2
Regeneracja roslin Pharbitis nil z pakow, w zaleznosci od ich lokalizacji na pedzie.

Wykonanie

Nasiona Pharbitis nil podda¢ mechanicznej skaryfikacji i wysterylizowa¢ podchlorynem Ca. Po kilkakrotnym
przeptukaniu w wodzie sterylnej, pozostawi¢ je do specznienia w warunkach sterylnych, w wodzie, w temp, 27°C na 24
godziny.

Speczniate nasiona wysiaé na pozywke MS i umieéci¢ w komorze hodowlanej, w temp. 27°C, przy nieindukcyjnym
16h fotoperiodzie
Czes$¢ siewek podda¢ indukcji fotoperiodycznej, przez wystawienie ich na dziatanie 16 godzinnego okresu ciemnosci.

Po 3-4 tygodniach hodowli, gdy rosliny wytworza kilka weziow, ped nalezy podzieli¢ na fragmenty sktadajace si¢ z wezta oraz
dolnej czgsci migdzywezla.

Kolejne fragmenty umies$ci¢ w opisanych (numer kolejny wezta) probéwkach, zawierajacych pozywke MS bez dodatku
substancji wzrostowych. Hodowlg prowadzi¢ w komorze, w warunkach dnia dlugiego.

Po 3-4 tygodniach hodowli przeprowadzi¢ obserwacj¢ zregenerowanych roslin, okreslajac ich wzrost oraz zdolno$¢
do rozwoju generatywnego, w zalezno$ci od warunkéw hodowli oraz utozenia eksplantatéw na roslinie macierzystej.

Wryniki i wnioski.
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CWICZENIE 6
Organogeneza pedow i korzeni oraz somatyczna embriogeneza u tytoniu (Nicotiana tabacum)

ZADANIE 1
Zakladanie kultury wierzcholkow wzrostu tytoniu (Nicotiana tabacum)

Procedura
1) Ze sterylnej 12-tygodniowej kultury tytoniu odizolowaé wierzchotki pgdu zawierajace 1-2 liscie i przepasazowac na
Swieza pozywke MSO w magentach.
2) Dokona¢ analizy sterylnosci kultury i okresli¢ czas ukorzeniania si¢ pgdow.
Whiosek:

ZADANIE 2
Wplyw $wiatla na indukcje¢ kalusa i somatyczng embriogeneze na fragmentach lodygi tytoniu (Nicotiana
tabacum)

A. Wplyw warunkéw swietlnych na indukcje kalusa

Procedura

1) Ze sterylnej kultury tytoniu wyizolowa¢ fragmenty todygi i na sterylnej szalce pocia¢ je na fragmenty o dtugosci 2-3
mm

2) Eksplantaty po 3-4 wylozy¢ na pozywki z 2,4-D

3) Hodowlg kalusa prowadzi¢ w ciemnosci i na ciaglym $wietle w temperaturze 24°C przez 4-6 tygodnie

4) Dokonaj makroskopowej oceny ilo$ci rozwijajacego si¢ kalusa (,,-"— brak, ,,+”- niewielka ilo&¢, ,,.++” — intensywny
rozwdj) i jego morfologii — obecnos¢ chlorofilu, spoisto§¢ (zbity lub luzny), brunatnienie tkanki).

5) Przy uzyciu lupy binokularowej poréwnaj kalus hodowany na $wietle i ciemo$ci.

Analiza wynikéw:

Efekty MS 2,4D

Swiatlo ciemnosé

Ilos¢ kalusa

Morfologia kalusa

‘Whioski:

B. Wplyw warunkéw $wietlnych na somatyczng embriogeneze

Procedura

1. Dokonaj analizy materiatu pod katem obecnosci zarodkéw somatycznych (wypetnij tabelg ponizej).

2. Przy uzyciu lupy binokularowej poréwnaj kalus hodowany na $wietle na pozywkach: MS 5 4p i MS kino.1/nAA05-
Analiza wynikow:
Efekty MS 2,4D

Swiatlo ciemnos¢

% eksplantatéw
wykazujacych somatyczng
embriogeneze
$rednia liczba zarodkow na 1
eksplantat
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Whioski:

ZADANIE 3
Wplyw stosunku cytokinin do auksyn w pozywce na indukcje¢ kalusa i proces organogenezy na fragmentach
lisci tytoniu (Nicotiana tabacum)

Procedura
1) Ze sterylnej kultury tytoniu odizolowa¢ pojedyncze liscie i na sterylnej szalce pociaé je na fragmenty o powierzchni
0,3-0,5 cm”.

2) Eksplantaty po 4-5 WleZyé na pOZkaI do 1ndukC]1 kalusa MS Kin0,1/NAAO,5 i MS Kin0,3/NAAO, 1
3) Hodowlg kalusa prowadzi¢ na ciagltym $wietle w temperaturze 24°C przez 4 tygodnie a nastgpnie dokonaé analizy
dos$wiadczenia.
Analiza wynikéw:

Typ regeneracji

Rodzaj pozywki organogeneza pedow organogeneza korzeni

% eksplantatow | Srednia liczba pedow | % eksplantatéw z | S$rednia liczba korzeni
Z pedami na 1 eksplant korzeniami na 1 eksplantat
MS
Kin 0,1/NAA 0,5
MS
Kin 0,3/NAA 0,1

Whioski:
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CWICZENIE 7
Techniki klonowania i mikropropagacji roslin - uzyskiwanie materialu genetycznie jednorodnego.
Zmienno$¢ somaklonalna

ZADANIE 1
Klonowanie roslin

A. Klonowanie roslin o fodygach wzniesionych - fikusa (Ficus beniamina) lub petuni (Petunia hybrida)

Narysuj schematy: rosliny macierzystej wykorzystanej do klonowania (A) oraz eksplantat wyktadany na pozywke (B)

Wplyw cytokinin

Przygotowania wstegpne
1) Pobrac¢ rosliny ze sterylnej kultury.
2) Wyizolowa¢ fragmenty pedéw zawierajace 1-2 wezly liciowe.
3) Umiesci¢ eksplantaty, zachowujac biegunowo$¢, w kolbach Erlenmajera lub meagentach, zawierajacych
pozywki F (fikus) lub P (petunia) umozliwiajace mikropropagacjeg tych ro§lin.
4) Po 6-8 tygodniach hodowli dokonaj analizy materiatu roslinnego.

Analiza wynikow:

Efekty Gatunek rosliny

obecnos¢ kalusa

obecnosc¢ korzeni

$rednia liczba pedéw
przybyszowych/eksplantat

‘Whioski:

Wplyw auksyn

Procedura
1) Pobraé rodliny ze sterylnej 6-8 tygodniowej kultury (materiat analizowany powyzej).
2) Wyizolowa¢ fragmenty pedéw zawierajace 1-2 wezly liSciowe.
3) Umiesci¢ eksplantaty w kolbach Erlenmajera lub meagentach, zawierajacych pozywki ukorzeniajace
(z auksyna), zachowujac biegunowos¢.
4) Po 4 tygodniach hodowli dokonaj analizy materiatu ro§linnego.
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Analiza wynikéw:

Efekty Gatunek rosliny

%
ukorzenionych eksplantatéw

analiza rozwoju pedu
(Srednia liczba nowo wytworzonych
wezlow i lisci)

‘Whioski:

B. Klonowanie roslin rozetowych - rosiczki (Drosera rotundifolia) lub gerbery (Gerbera jamesonii)

1) Pobra¢ rozetki potomne ze sterylnej 12-tygodniowej kultury.

2) Odizolowa¢ pojedyncze rozetki z kultury macierzyste;.

3) Umiesci¢ rozetki w kolbach Erlenmajera lub stoikach na pozywce R (rosiczka) lub G (gerbera) zachowujac
biegunowos¢.

4) Dokonaé obliczenia wskaznika namnazania po 2, 4 i 8 tygodniach kultury oraz okresli¢ warunki i czas ukorzeniania.

Analiza wynikéw:

Efekty Czas w tygodniach
2 4 8

wskaznik namnazania
(Srednia ilo$¢ rozet potomnych bez
rozety macierzystej)
% ukorzenionych eksplantatow

‘Whioski:
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ZADANIE 2

Zmienno$¢ somaklonalna

Ocena parametrow morfologicznych lisci w kulturze in vitro i in vivo dziewig¢éscita beztodygowego (Carlina
acaulis)

Po analizie pedéw przybyszowych uzyskanych w kulturze in vitro i in vivo (patrz kolorowe plansze) ocen zmienno$¢
nastgpujacych paramete6w:
- ksztatt lisci
- ilo$¢ wtoskéw kutnerowych.
Wyniki umie$¢ w tabeli.
Analiza wynikow:

Parametry Carlina acaulis Carlina acaulis
w kulturze in vitro w kulturze in vivo

Ksztalt lisci

Obecnos$é¢ wloskow

‘Whioski:

ZADANIE 3
Zmiennos$¢ somaklonalna

Zanalizuj fotografie A, B, C, D (patrz kolorowe plansze) przedstawiajace komorki kalusa w trakcie podziatu i wpisz
do tabeli jakie zaobserwowate$§ anomalie.

Analiza wynikow:

Nr Wynik obserwacji
fotografii

A

Whioski:
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CWICZENIE 8
Kultury korzeniowe pomidora (Lycopersicon esculentym)

ZADANIE 1
Przygotowanie podloza do hodowli wierzchotkéw korzeni

10 ml ptynnej pozywki MS przela¢ sterylnie do sterylnej probéwki typu Falcon. Do odmierzonej objgtosci podtoza doda¢
sterylnego roztworu glutationu (GSH) o st¢zeniu 0,06 M tak aby otrzymaé w pozywce:

a) 1ImM

b) 0,5 mM

c) 0,25 mM stgzenie tej substancji.

Nastepnie pozywke rozla¢ do szalek Petriego o $rednicy 5 cm. Do czwartej szalki doda¢ 10 ml MS — préba kontrolna, bez
GSH.

Przedstaw obliczenia.

ZADANIE 2
Zalozenie hodowli wierzchotkow korzeni pomidora (Lycopersicon esculentym)

Kietkujace nasiona pomidora (Lycopersicon esculentym) przenie$¢ na szalkg Petriego (na szalce powinna znajdowac
si¢ niewielka ilo$¢ pozywki MS w celu zapobiezenia wysychaniu korzeni). Kofcowy fragment korzenia gtéwnego o dtugosci 1
cm odcig¢ i przenie$¢ do szalki z odpowiednim wariantem pozywki postugujac si¢ sterylnym skalpelem i pgseta. Szalkg
zaparafilmowac, zawina¢ folia. Hodowlg prowadzi¢ w ciemno$ci w temperaturze 25 °C.

Analiza wynikow:

Kontrola 0,25 mM GSH 0,5 mM GSH 1 mM GSH

Dlugos$é korzenia glownego

Dlugos¢ korzeni bocznych

Liczba korzeni bocznych

‘Whioski:
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CWICZENIE 9
Zawiesina komoérkowa tytoniu (Nicotiana tabaccum)

ZADANIE 1
Zalozenie kultury zawiesinowej tytoniu (Nicotiana tabaccum)

Porcj¢ tkanki kalusowej tytoniu przenie$¢ za pomoca sterylnej pgsety na sterylng szalkg Petriego. 3-5 g tkanki
umieéci¢ w kolbie o pojemnosci 300 ml (zawierajacej 100 ml pozywki do hodowli zawiesiny). Do zalozenia kultury
wykorzysta¢ tylko zywa (zielong lub jasng) tkank¢ kalusowa.

ZADANIE 2
Pasaz kultury zawiesinowej

W warunkach sterylnych przela¢ 50 ml kultury zawiesinowej tytoniu do sterylnej probéwki typu Falcon o poj. 50 ml.
Zawarto$¢ probéwki przelaé sterylnie do kolby o pojemnosci 300 ml, zawierajacej 250 ml pozywki do hodowli zawiesiny. Po
zakorkowaniu kolbe ustawi¢ na wytrzasarce. Hodowle utrzymywa¢ w 25C° w warunkach statego wytrzasania (150 rpm).
Uwaga! Aby unikna¢ sedymentacji komérek w kolbie nalezy ja od czasu do czasu delikatnie zamiesza¢!

ZADANIE 3
Ocena gestosci zawiesiny

W warunkach sterylnych otworzy¢ kolbg z zawiesing, delikatnie zamiesza¢. Sterylnie pobra¢ prébke zawiesiny o
objetosci 500 pl. Do pobrania zawiesiny nalezy uzy¢ sterylnych kofcéwek do pipety o pojemnosci 1 ml z obcigtym koncem.
Pobrang prébke umiesci¢ w probéwcee typu eppendorf. Probke w razie potrzeby rozcienczy¢ i umiesci¢ w komorze Thoma.
Zliczyé komoérki z 10 pél. Usredni¢ wyniki. Obliczyé gestos$é zawiesiny i wyrazié ja jako liczbe komérek/cm® pozywki,
wiedzac, ze jedno pole w komorze Thoma odpowiada 4 mm®. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczy¢ objeto$¢ inokulum,
ktére zapewni minimalng efektywna gesto$¢ przepasazowanej zawiesiny.

Przedstaw obliczenia i ich wyniki.
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CWICZENIE 10
Aklimatyzacja regenerantéw do warunkéw kultury in vivo

ZADANIE 1
AKklimatyzacja regenerantow do warunkow Kkultury in vivo.

Procedura:
1 Dobrze ukorzenione regeneranty (uzyskane w ¢wiczeniu 8, zadanie 1) wyjac z kultury i starannie, ale bardzo delikatnie

usunaé pozywke z korzeni (optukaé¢ w wodzie sterylnej, starajac si¢ nie uszkodzi¢ korzeni)

2 Rosliny przenies¢ do doniczek wypetnionych sterylnym podtozem: wermikulit:piasek w proporcjach 1:1 i kloszowaé
przez 4-5 dni (hodowlg prowadzi¢ w komorze hodowlanej o fotoperiodzie 16 godzin $wiatla i 8 godzin ciemnosci)

3 Rosliny kloszowaé, a nastgpnie hartowac prze usunigcie klosza przez kolejnych kilka dni wedtug schematu:

Dni hodowli Czas hartowania
6 30 min.
7 1 godz.
8 2 godz.
9 3 godz.
10 4 godz.
11 6 godz
12 8 godz (NOC)

Uwaga! Kazdy ze studentow zobowigzany jest do uczestniczenia w procesie hartowania. Harmonogram zostanie
ustalony na ¢wiczeniach.

4 Rosliny podlewa¢ przez 4 dni wodg sterylna, a nast¢pnie pozywka Knoppa przez kolejnych 7 dni.
5  Przesadzi¢ do ziemio ogrodniczej po 7 dniach od zakonczenia procesu hartowania.
6  Zahartowane ro$liny przenie$¢ do szklarni (zaindukowa¢, jezeli wymagaja indukcji fotoperiodycznej do zaindukowania

kwitnienia). Hodowlg prowadzi¢ do momentu wydania nasion.

Przenie$ zgodnie z procedura powyzej regeneranty z kultury in vitro do warunkéw in vivo nastgpujacych gatunkow
ros$lin wskazanych przez prowadzacego: tyton (Nicotiana tabaccum), szarotka alpejska (Leontopodium alpinum), petunia
(Petunia hybrida), fikus (Ficus beniamina), dziewig¢scit beztodygowy (Carlina acaulis).

Analiza wynikow:
Podaj procent zaaklimatyzowanych regenerantéw poszczegdélnych gatunkéw roslin.

Whioski:
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