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Sterilní kultivace Arabidopsis

Úkol:

Vypěstovat sterilní semenáčky A. thaliana z nesterilních semen.

Materiál a roztoky:

Semena Arabidopsis thaliana  Columbia. 

Kultivační médium  - standardní MS (Murashige-Skoog) agar (pro analýzu kořenů zvýšit koncentraci agaru na 1.6 %).

Roztoky – čistý líh (96 %), sterilní dest. voda, komerční Savo čerstvě zředěné ster. vodou 1:1, sterilní 0.1 % roztok agaru (není nezbytný).

Materiál: eppendorfky, pipety, špičky standardní a se širokým ústím.

Postup:

1. Za pomoci špachtle odebereme nesterilní semena do eppendorfky. (Zvykáme si pracovat nad čistým papírem, abychom mohli zachránit příp. rozsypaný materiál.)

2. Semena zalijeme lihem, protřepeme a líh odsajeme. V lihu ponecháme max. 1 min. V tomto i následujícch krocích dbáme, aby všechna semena zůstala ponořena a abychom do promývací kapaliny spláchli vše ze stěn a víčka.

3. Zalijeme polovičním Savem a inkubujeme 10 minut. Odsajeme Savo.

4. Promyjeme 4x sterilní dest. vodou, v poslední vodě semena necháme. Nyní buď dáme semena vernalizovat na 2-3 dny do chladničky ve vodě (vhodné při mnoha vzorcích a nedostatku místa), nebo rovnou vysejeme na misky a dáme pak vernalizovat i s miskami.

5. Výsev: pomocí pipety se špičkou se širokým ústím buď rovnou z vody (obtížnější nabírání, semena sedimentují), nebo po odsátí vody a resuspendování v 0.1 % agaru (semena ve vznosu).

Poznámka: Uvedený postup je nepraktický v situacích, kdy potřebujeme vysévat tisíce semen „nahusto“ (typicky selekce transformantů). Tam lze s výhodou využít sterilizaci zasucha plynným chlorem, po níž lze semena sypat přímo z eppendorfky na agar. Postupujeme tak, že do dobře těsnícího exsikátoru umístěného v zapnuté digestoři vložíme stojánek s otevřenými eppendorfkami obsahujícími semena (mohou být i plné) a kádinku s 50 mL koncentrovaného Sava. Do Sava 10 mL pipetou vstříkneme 1.5 ml konc. HCl, rychle zamícháme, zavřeme exsikátor a ponecháme jej zavřený do druhého dne. Ráno opět v běžící digestoři exsikátor otevřeme, necháme krátce vyvětrat a eppendorfky zavřeme. Pozor, většina popisovačů se chlorem odbarvuje – je dobré použít k popisu nálepek na zkumavkách také obyčejnou tužku.

