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Protokol
Material: Megagametofyty izolované z nezrelych semien

Postup: V prvej polovici juna zo stromov borovice ¢iernej odoberame nezrelé Sisky, ktoré v
papierovych vreckach umiestnime do teploty okolo 4 °C po dobu 1 tyzdia. Po uplynuti tejto
doby sisky dokladne umyjeme pod te¢ucou vodou a vysusime filtraCnym papierom. Zo $isiek
izolujeme nezrelé semena, ktoré nasledne sterilizujeme 10% H,;O, po dobu 10 mindut.
Nasledne semena preplachneme v sterilnej destilovanej vode. Po sterilizovani zo semien
odstranime integument a megagametofyty s nezrelymi embryami ukladame na zivné médium.

Zivne médium: DCR (Gupta a Durzan 1985)

Kultivacia explantatov: 23-25 °C v tme. Vizualne pozorovania pod lupou robime v 2-3
dnovych intervaloch. Po indukcii pletiva (velkost 0,5 mm) pletivo oddelime od explantatu a
kultivujeme ako individudlnu bunkova liniu. Pletivd kultivujeme v pravidelnych 2-
tyzdnovych intervaloch za tfelom ich dlhodobého udrziavania. Embryogénnu kapacitu
pletiva uréujeme histologicky farbenim 2% acetokarminom a pozorovanim svetelnym
mikroskopom. Somatické embrya sa nam javia ako bipolarne utvary zlozené zo
suspenzorovych a meristematickych buniek.

Maturacia somatickych embryi: Priblizne 0,5 g embryogenného pletiva prenesieme na
maturaéné médium (DRC médium s obsahom 25 mg.I”* kyseliny abscisovej - ABA) a
kultivujeme v tme. Kontrolujeme pravidelne v 3-4 diovych intervaloch. Asi po 4-5 tyzdinoch
sa na povrchu objavia vyvijajice sa somatické embrya, ktoré su pripojené k zakladnému
pletivu mohutnym susepnzorom. Kotyledonadrne somatick¢ embrya sa objavia po 7-8
tyzdnoch kultivacie na maturacnom médiu.

Klicenie a regeneracia rastlin: Jednotlivé somatické embryd pod lupou oddelime a
prelozime na DCR médium bez ABA a rastovych regulatorov a obsahom 1% aktivneho uhlia.
Embrya kultivujeme v tme a po prediZeni hypokotylu a kotyledonov sa embryé prenesa na
svetlo v kultivatnej miestnosti. Ked somatické semenaée dosiahnu dizku priblizne 2 cm,
prenesieme ich do kultivacnych nddob Magenta, kde rastu priblizne 3-4 tyzdne. Ak sa na
rastlinkach vytvoria funkéné korene, prenest sa do pody v malych kontajneroch za t¢elom
d’alsieho vyvinu.



Mikrozozmnozovanie ihli¢natych drevin metédou somatickej embryogenézy (na priklade
borovice): (a) — embryogénne pletivo (et) vznikajuce na megagametofyte (mg), (b) - skoré
bipolarne somatické embryo v §tddiu 1 (e — embryonalne bunky, s — suspenzor), (c) -
kotyledonarne somatické embrya (Sipky), (d) - somatické semenaciky, (e) - somatické
semenaciky prenesené do pddy, (f) - somatické semenaciky rastiice v pdde po 3 tyzdioch.
Mierky: (a) — 1.2 mm, (b) — 200 um, (¢) — 5 mm, (f) — 15 mm. Podla Salaj T. et al. 2015:
Denrobiology Vol. 74.



