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1 UvoD

Kmin kofenny (Carum carvi L., 2n=20) je tradi¢ni pfevazné cizosprasna
fakultativné dvouleta plodina cenéna pro jeji nutri¢ni a farmaceuticky vyuzitelné
latky obsazené piedevsim v semenech (nazkach). U cizosprasnych rostlin, které
maji vyvinuté riizné zabrany pro opyleni vlastnim pylem, neni jednoduché ziskat
homozygotni potomstvo vzhledem k projevu inbredni deprese (inzucht vlivem
pribuzenského sprasovani). Mohou se pfitom projevit recesivni, letalni geny.
Mechanismy cizosprasnosti (heterogamie) u kminu jsou zndmé (Németh1998).
Pievazujici cizosprasnost u kminu (60-70%) mutze byt pfi¢inou nizké Grovné
cilené dihaploidizace. V konven¢nim procesu polniho S$lechténi trva proces
homozygotizace nékolik let (7-10 let), aplikaci metod in vitro se zkracuje tento
proces na 2—4 roky. Produkce dihaploidi je jednou z alternativnich (vzhledem ke
konvenénim polnim metodam) a velmi uzite¢nych metod pro §lechtitelskou praxi.
Biotechnologie aplikovana na tuto plodinu se pomalu rozviji, nicméné predstavuje
velky potencial.

V ramci projektu MZe €. QF4056 (2004-2007) se na nasem pracovisti ovétila
nejen moznost indukce haploidnich jedincti cestou indukované androgenetické
embryogeneze, ale také se dosahlo obecné zavedeni kminu kofenného do kultur
in vitro. Ackoliv urovenl indukce je stdle povazovana za velmi nizkou, byla
stanovena u celého souboru pouzitych donorovych rostlin, genotypové odlisnych
(Smykalova a kol. 2009, 2012). Z tohoto pohledu je mozné piedpokladat aplikaci
vyvijené metodiky na $irS§im spektru Slechtitelského materialu. V porovnani
s protokoly pro tvorbu dihaploidi u jinych plodin, napt. pro fepku ozimou i na
naSem pracovisti (Smykalova a kol. 2006), které jsou Gspésné aplikovany v praxi,
neni tento biotechnologicky postup u kminu nikde vyuzit. Optimalizace metodiky
je dlouhodoby proces, ktery vyzaduje rozsdhlou experimentalni praci k ovéfeni
moznosti metodiku aplikovat ve Slechtitelské praxi. Plati totiz, ze indukéni
podminky jsou specifické nejen pro rostlinny druh, ale také pro urcity genotyp
(Palmer a kol. 2005).

Pouzivani klasickych standardii cytokininG mnohdy brani dosazeni vyssi
responsivity in vitro. BAP (6-benzylaminopurin) je dosud nejrozsitenéji
pouzivanym cytokininem v rostlinnych biotechnologiich, je rutinné komeréné
uzivany pro své efektivni stimulaéni schopnosti v technikach mikropropagace.
Dutvodem je rychla vstiebatelnost, zaroven v§ak dochazi ke stresové odezvé na
ptili§ vysokou hladinu volnych bazi BAPu a dochazi ke spusténi degradacnich
a deaktiva¢nich mechanismi, které vedou k hromadéni toxickych kataboliti
a endogenni koncentrace aktivnich cytokininli vyznamné poklesne. Je znamo, zZe



BAP muze i negativné ovlivnit rist, zakofefiovani a aklimatizaci nekterych
rostlinnych druhtt (Werbrouck a kol. 1996).

1.1 Cil metodiky

Metodika je zaloZena na in vitro postupu, kde vychozi kulturou k ziskani nového
potomstva rostlin je prasnikova kultura. Aby byla metodika vyuzitelnd v praxi, je
nutné vypracovat robustni postup, ktery by byl vyuzitelny pro Siroké spektrum
genotypt. Metodika pak umozniuje zavést prasnikové kultury do bézné
Slechtitelské praxe. Prasnikové kultury ptedstavuji slozitou kulturu s ohledem na
vyvoj regeneranti z mikrospor. Podminkou uspésné metody je vyznamny
induktivni impuls k dosaZeni pfechodu z generativniho na vegetativni vyvoj.
V ramci téchto impulsti (indukénich faktorl) mohou hrat roli i nové derivaty
cytokinint, aplikované v kultivacnim mediu. Aplikaci 9THP derivati BAPu nebo
meta-topolini (nové derivaty cytokinind) dochdzi k regulaci metabolismu
cytokininii smérem k postupnému uvolfiovani volnych bazi a zvysi se jejich
vyuziti v in vitro kultufe. Znalosti v oblasti pisobeni novych derivati cytokinint
a jejich aplikace byly vyuzity i pii pfipraveé této metodiky.

1.2 Srovnani novosti postupii

V soucasnosti jsou u Celedi Apiaceae (mitikovité) k dispozici pouze velmi
protichidné protokoly (publikacni vystupy), kterymi l1ze dosahnout regeneraci
novych organid a kompletni rostliny. U kminu byla popsana indukce somatické
embryogeneze (SE) aplikaci 3-indolylmaselné kyseliny (Furmanova a kol. 1984),
vyvoj SE v suspenzi Ize ovlivnit aplikaci kyseliny abscisové (ABA) (Ammirato
1993) a lze indukovat SE v hypokotylové kulture BAP (Krens a kol. 1997).
U velmi ptibuzného kminu timského (Cuminum cyminum L.) proliferace pryta
(organogeneze) byla dosazena kombinaci auxin a cytokinin, IAA a Kin (Shukla a
kol. 1997), IAA a BAP (Hussein a Batra 1998) nebo pouze aplikaci BAP (Tawfik
a Noga 2001). Aplikace prasnikovych/mikrosporovych in vitro kultur u kminu
a produkce dihaploidti byly poprvé popsany teprve nedavno (Smykalova a kol.
2009, Ferrie a kol. 2009) a jediny transformacni protokol vyuzivajici k regeneraci
somatickd embrya (Krens a kol. 1997) svéd¢i o vyznamném potencialu pro
biotechnologické aplikace u této plodiny. V soucasné dobé¢ je také znamo, ze
hydroxylované aromatické cytokininy (topoliny) jsou stabilngj$i, odoInéjsi viuéi
nizsich koncentracich ve srovnani s klasickymi cytokininy (Werbrouck a kol.
1996, Strnad 1997). Topoliny navic nebrzdi rust kofene, typicky vedlejsi negativni
efekt pfi pouzivani vysokych koncentraci BAP (Bairu a kol. 2009). Bylo tedy
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ovéfeno, Ze vyvoj novych cytokininovych derivati ma pro rostlinné
biotechnologie velky prakticky vyznam.

1.3 Dedikace

Metodika byla vypracovana za prfispéni finan¢nich zdroji cEerpanych
z Technologické Agentury Ceské Republiky v ramci projektu TA04020547
., Progresivni biotechnologie na bdzi novych syntetickych derivatii cytokininii
k ziskant dihaploidnich linii kminu, Inu a hrachu* (2014-2017).

1.4 Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Metodika je urcena pro vlastni potfebu produkce dihaploidnich linii, pro potieby
Slechtiteldi, ¢lenti sdruzeni Cesky kmin a rovnéz miZe slouzit jako obecna
metodicka piirucka pii zakladani prasnikovych kultur pro jiné plodiny. Metodika
je ur¢ena pracovistim, ktera se zabyvaji biotechnologickymi postupy pfi slechténi
plodin.

1.5 Ekonomické aspekty

Jednou z podminek uiti ochranného oznaGeni ,.Cesky kmin® je pouziti
registrované odridy kminu a certifikovaného osiva. Realizace metodiky pro
prasnikové kultury a produkci dihaploidnich linii pfinese zejména péstitelim
kminu kofenného jednak piimy finan¢ni pfinos, ale rovnéz i tispory pfi péstovani
a produkci novych Slechtitelskych zdroji. Dojde zejména k uspote Casovych,
materialnich a zejména finan¢nich zdrojt u slechtitelskych organizaci. Jeden rok
Slechtitelské prace na kminu piedstavuje cca 1 mil K&, zjednoduSenim
a zkracenim S§lechtitelského procesu ze 7-10 let na 2—4 roky tak dojde ro¢né
k uspote cca 350 tis. K¢. Zéakladni kalkulace pro péstebni plochu kminu 3 500 ha
jsou: vynos 1,0 t/ha, ndklady na produkci kminu 16-20 K¢/kg, realizacni cena
produkce 42 K¢/kg, cena osiva odriidy 80 Ké/kg. Zisk pti ro¢ni produkcei 1 tuny
osiva bude 220 tis. K¢. Naklady na péstovani nové odriidy budou stejné jako pfi
péstovani jinych odrid (u ozimé nizsi, kratsi vegetacni doba). Navyseni vynosu
bude 5%, coz pii vyuziti odridy na 20 % plochy kminu déla ro¢ni zisk
1,5 mil. K¢. Kmin je jednou z mala exportnich zemédélskych komodit. Vzhledem
ke znamé kvalité ¢eského kminu predpokladame navyseni exportu o 1 000 tun za
5 let, a to zejména do Holandska, Némecka a Rakouska.



2 POPIS

Regenerace rostlin z prasnikti u kminu kofenného probiha v nasledujicich krocich
(harmonogram):

tvorba donorového materialu (5 mésici),

zalozeni prasnikovych kultur (1-3 mésice),

regenerace celistvych rostlin (1-2 mésice),

determinace ploidie regenerantd (1 den),

determinace ptivodu regenerantti (1 den),

indukovana diploidizace a tvorba dihaploidniho potomstva (57 mésict).

ANl

2.1 Tvorba donorového materialu

Ptiprava donorovych rostlin kminu kofenného (podminky ristu, doba odbéru
z donorovych rostlin) jsou dilezitym krokem metodiky. Podminky pro rist rostlin
musi byt pfesné definované k dosazeni kvalitni produkce kvétnich organii a tvorby
synchronizovaného vyvoje pylovych zrn uvnitf prasnikti. Proto je vhodné
donorové rostliny péstovat v kontrolovanych podminkach rastu, jako jsou
fytokomory nebo ristové kabinety. Pro rist kminu je vhodna 16h fotoperioda,
teplota 19-23 °C. Za téchto podminek dochdzi k rychlému rtstu rostlin.
Vzhledem k typu plodiny je ale nutné ve stadiu listovych rizic (tloustka listového
kréku 7 mm) aplikovat jarovizaci — chlad (6 °C) po dobu 6 tydnd. Bez této faze
u ozimych nebo dvouletych odriid nebo S$lechtitelského materialu nedochézi
k nasazeni kvétnich stvold (generativni faze). Po nasazeni generativnich organ
je vhodné ptepnout teplotni rezim opét na vyssi teploty, 19 +1 °C. V pfiloze na
obrazku 1 je patrny vyvojovy stav donorovych rostlin, ve kterém se pfistoupilo
k odbéru kvétenstvi (slozeny okolik s nerozvinutymi poupaty). Po celou dobu
vegetace musi byt dobry zdravotni stav rostlin, ale je velmi vhodné nepouzivat
zadné prostiedky chemické ochrany, zejména v dobé kvétu a odbérd kvétenstvi.
Na jedné donorové rostliné se mize odbér aplikovat vicekrat, dle stavu kvétenstvi.
K odbéru se pfistupuje ptiblizné v dobé, kdy hlavni okolik je nakvetly. Po jeho
odstranéni dochazi k proliferaci postrannich okolikli, vhodné jsou okoliky vysSich
fadd. Odbéery probihaji v rannich hodinach odstfizenim okolikl (2—3) do nadobky
s vodovodni studenou vodou. Vzorky jsou pieneseny do chladu (4—6 °C), kde jsou
uchovany az do doby jejich zpracovani.



Postup:
- priprava nadob se substratem;
- vysev osiva donorovych rostlin do nadob (4 rostliny/Michelinovu nadobu);
- oznaceni genotypu;
- pravidelné pfihnojovani (pi. obch. nazev WUXAL super, AgroBio Opava);
- ve stadiu listovych riZic pfenos rostlin do jarovizace na 6 tydnt;
- oznaceni jednotlivych donorovych rostlin;
- ve stadiu tvorby generativnich organti kontrola zdravotniho stavu rostlin;
- odbér poupat ve stadiu vytvofenych kvétnich stvold a nerozvinutych
okoliki;

- uchovani odebraného materialu v chladu (4 °C) do doby explantace.

Material a pomucky:

- osivo kminu, genotypy (ozimy nebo dvoulety kmin kotfenny),

- péstebni Michelinovy nadoby (5-10 1),

- péstebni substrat,

- viceslozkové tekuté hnojivo (pf. obch. nazev WUXAL super, AgroBio
Opava),

- tycky a siirky k podpote vétvi,

- S§titky k oznaéeni genotypti a donorovych rostlin,

- klimatizovana ristova komora (fotoperioda 16h, teplota 6 °C nebo
19 1 °C, intenzita osvétleni 80 pmol.m?.s 1),

- lednice (46 °C), tma.

2.2 Zalozeni prasnikovych kultur

2.2.1  Zasady prace ve sterilnich podminkach

Rostlinny materidl je zdrojem nejriznéjsich patogend, in vitro kultury vyzaduji
sterilni materidl, tzn. materidl bez piitomnosti bakteridlni nebo houbové ¢i
dokonce virové kontaminace. Pro ziskani takového sterilnitho rostlinného
materialu je nutné dodrzovat zasady prace ve sterilnich podminkach, zejména pfi
manipulaci s rostlinnym materidlem. Prace probihd ve sterilnich kabinetech
(flowboxy), kde je zaruen sterilni provoz. Pracovnik je odén do bilého
laboratorniho odévu a pouziva jednorazové chirurgické rukavice. Ve flowboxech
se pouzivaji sterilni nastroje (pinzety, skalpely, nizky nebo jehly), sterilni sklo
arovnéz tepelny zdroj (lihové nebo plynové kahany) pro sterilizaci nastroju,
poptipadé hrdel kultivacnich banék. Sklo a nastroje jsou sterilizovany
v horkovzdusné susarné (105 °C, 1 h); sklo, plast, media, perlit a substrat ¢i dalsi
pomucky jsou sterilizovany autoklavovanim (15 min, 121 °C, 120 kPa). Pro
nekteré termolabilni slozky medii (ristové regulatory, antibiotika) se sterilizace
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provadi pfimo ve flowboxu filtraci sterilni injekeni stfikackou pres jednorazové
mikrofiltry (0,22 pm, Millipore, Carrigtwohill County Cork, Irsko). Pro
povrchovou sterilizaci rostlinného materialu se pouzivaji detergenty v kombinaci
se smacedly a sterilni destilovana voda k oplachu zbytkovych kapek detergentu.
Rovnéz pii manipulaci s velmi malymi objekty (prasniky, meristémy) je nutné
pracovat ve flowboxu s binokuldrnim mikroskopem, ktery je fadné otfen lihem
nebo jinym sterilizaénim prostfedkem. K ptiprave kultivacniho média se pouzivaji
chemikdlie v Cistoté¢ p.a. (produkty firem Duchefa, Sigma—Aldrich atd.). Pfi
ptipravé kultivacniho média se pouziva destilovana nebo deionizovana voda.
Agar nebo jina gelujici slozka se v destilované vodé rozvaii v mikrovinné troubg.
Ptipravena media lze kratkodobé¢ uskladnit v chladnicce pfi teploté 4 °C do doby
jejich pouziti.

2.2.2  Sterilizace poupat kminu koienného

Celé(a) kvétenstvi (okolik) je (jsou) umisténo(a) v nadobece v chladu. Pievod do
sterilnich podminek zahrnuje pfipravu roztoku detergentu (2% roztok
hypochloridu sodného) s kapkou smacedla (80% roztok Tween-20). V tomto
roztoku jsou okoliky ponechany po dobu 2 minut, pak pfeneseny pinzetou do 70%
roztoku etanolu, kde jsou opét ponechany po dobu 2 minut, poté jsou okoliky
pfeneseny pinzetou do sterilni destilované vody. V ni dojde k oplachu a ptevodu
okolikl do ¢isté sterilni vody, kde jsou ponechany po dobu 30 minut na tfepacce
pfi nizkych otackach (50 rpm). Oplach v nasledujici sterilni vodé je zaroven
prosttedim, ze kterého se berou poupata k izolaci prasniki.

Material a pomiucky:
- kvétenstvi kminu kofenného (2-3),
- kadinka s vodou na odebrana kveétenstvi,
- sterilni nddobky (3),
- sterilni destilovana voda,
- sterilni pinzeta,
- kahan,
- horkovzdu$na susarna,
- vertikalni tfepacka.

2.2.3  Izolace prasniki, prasnikové kultury a indukce embryogeneze

Celé kvétenstvi je odebrano na Petriho misku, ktera je umisténa pod binokularnim
mikroskopem. Zde dochézi k izolaci prasnikt s pouzitim dvou jehel nebo pinzety
a jehly. V kazdém poupéti je 5 prasnikii, jejich vyvojové stadium (velikost)
nemusi byt vzdy synchronni, proto musime pfistoupit ik vybéru prasnika.
Optimalni velikost prasniku, kde se predpokladd vyssi responsivita, je cca



0,5 mm. Dle schopnosti pracovnika lze odizolovat az 1 000 prasniki za den.
V piipadé kminu kofenného jde o technicky narocnou praci.

K zalozeni prasnikovych kultur je nutné pfedem pfipravit medium, na kterém
bude dochazet k indukci embryi nebo embryogennich kalusu, tj. slozeni media
bude vyvolavat cilenou zménu vyvoje pylovych zrn (mikrospor) smérem
k somatickému vyvoji. V ptiloze na obrazku 2 jsou zachycena rizna vyvojova
stadia pylovych zrn, sledovano optickym mikroskopem a s pouzitim barviva (pf.
kapka 1% roztoku acetokarminu). Je velmi vhodné stanovit korelaci mezi
velikosti prasnikd a pfevazujicim vyvojovym stadiem pylovych zrn. Pfitomnost
pfevazujici pozdné jaderné faze pylu v prasniku je dobrym ptedpokladem
responsivity v prasnikové kultufe kminu kofenného. Zvrat normalniho vyvoje
pylovych zrn je energeticky narocny proces a vyzaduje i silny impuls, ke kterym
v pripad¢ kminu fadime teplotni Sok a vysoky obsah cukrii v mediu. Zakladni
sloZeni a ptiprava kultiva¢niho media a specifické slozky indukéniho media pro
prasnikové kultury kminu kotfenného jsou uvedeny v piiloze (Tabulky 1AB, 2).
Izolované prasniky o vhodné velikosti jsou jehlou rozmistény v fadach na povrch
agarového indukéniho media (50—80 prasnikti na Petriho misku), fadn€ oznaceny
(datum, genotyp, medium, eventudlné i aplikace indukéni teploty) a pfeneseny do
chladu a tmy (6 °C). Po tfech dnech kultivace v chladu a tmé jsou Petriho misky
preneseny do kultivaéni mistnosti s vys$si teplotou (22 £1 °C), tma je ponechana
(tmavé boxy). Kultivace prasnikd probiha az do doby, kdy dochazi k vytvareni
mikrokalusti nebo embryi (responsivni prasniky). Indukce miize probihat nejdéle
3 mésice od zaloZeni prasnikovych kultur a je genotypové zavisla. Embrya nebo
embryogenni kalusy jsou separovany z indukénich medii a dale pasdzovany na
regeneracni media. Specifické slozeni regeneracniho media uvadi Tabulka 2.
Uspésnou proliferaci embryi/embryogennich kalusi z pragniki je mozné sledovat
pod binokuldrnim mikroskopem a déle s pouzitim jinych technik, jakou je
napiiklad fluorescenéni mikroskopie. Obrazova dokumentace v pfiloze zachycuje
vyvoj embryi smérem k celistvym rostlinam (obrazek 3). Je zde uvedena moznost
obou zpusobt regenerace v prasnikovych kulturach, tj. z mikrospor (haploidni
jedinci, jednoducha sada chromozomt, neschopnost produkce potomstva) nebo
ze somatickych bun€k pletiva prasniku (diploidni jedinci, identicka
chromozomova sada s donorovou rostlinou, fertilni rostliny).
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Postup:
- sterilizace poupat ve flowboxu,
- izolace prasniku,
- prenos na indukéni medium,
- kultivace prasnikt 1-3 mésice,
- pasaz responzivnich prasnikti na regeneracni nebo zakofenovaci medium.

Material a pomicky:
- kvétenstvi kminu kofenného (2-3),
- opticky mikroskop, kryci a podlozni skla,
- binokularni a cytologicky mikroskop s osvétlenim,
- sterilni Petriho misky,
- sterilni nadoba s lihem,
- sterilni jehly a pinzeta,
- induk¢ni medium,
- popisovace,
- izola¢ni paska (pt. parafilm),
- lednice nebo chladici box (46 °C),
- kultivac¢ni mistnost (22 £1 °C),
- tmavy box.

2.3 Regenerace kompletnich rostlin

Celistvé dobfe vyvinuté rostliny z in vitro podminek na regeneracnim mediu
(zakofenovaci medium) jsou vyjmuty z kultivaénich ban€k, ve sterilnich
podminkach jsou vysazeny do sterilniho perlitu v Erlenmayerovych bankach
(250ml) a zality tekutym mediem ‘2 MS (Murashige and Skoog 1962) bez
ristovych regulatord a se snizenym obsahem cukrd (Tabulka 1B). Rostliny jsou
ponechany v perlitu pro vytvofeni dostatecné kofenové soustavy (14 dnti). Poté
jsou rostliny prevedeny do perlitu s aplikaci kolchicinu (10uM roztok,
39,9 mg/100 ml destilované vody). Ve sterilnich baiikach jsou rostliny umistény
do tmy na 24 h a pak na 24 h na svétlo. Poté jsou rostliny vyjmuty a prevedeny do
perlitu jiz bez kolchicinu. Vicka jsou perforovana a po 10 dnech kultivace
v kultiva¢ni mistnosti jsou rostliny vyjmuty a pfevedeny do ex vitro podminek.
Jedna se o aklimatizaci rostlin, kdy dochazi k ptestupu rostlin z in vitro (sterilnich)
do ex vitro (nesterilnich) podminek. Tento krok je kriticky, zejména diky
nachylnosti rostlin k houbovym patogeniim a ztraté vody v pletivech, do té doby
pln¢ saturovanych vodou a nefunkéni vrstvou pokozkovych pletiv v in vitro
podminkéch. Z tohoto divodu je doporucena aplikace fungicidnich ptipravki
(Previcur, Bayer Crops Science). Rostliny jsou pravidelné kontrolovany a vlhéeny
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rozprasovacem s destilovanou vodou. Pfi tomto kroku dochazi témér vzdy ke
ztratam rostlin. Aklimatizace trva 14 dnd a vika pafnikii se mohou postupné
otvirat. V pfipadé vitalnich a dobfe zakofenénych rostlinek se mlze pfistoupit
k jejich presazeni do sterilniho péstebného substratu a malych kontejnert
(obrazek 4). Péstovani rostlin probihd za standardnich rdstovych podminek
v nadobach. Pouziva se fytokomora nebo sklenik. Ve stavu listovych rizic se
ptistoupi k dal§im analyzam.

Postup:

- izolace a pasaz vytvofenych embryi nebo organi na regeneracni
(zakofernovaci) medium,;

- kultivace regenerantti (1 mésic);

- prevod zakofenénych rostlinek do sterilniho perlitu — vyjmuti pinzetou ze
sterilnich nadob, oplach sterilni destilovanou vodou (kolchicinace),
zasazeni do perlitu, zalivka %2 MS mediem, uzavieni minipainik;

- prubézné dopliovani zalivky mediem a vlhéeni rozpraSovacem
s destilovanou vodou;

- po 14 dnech kontrola prib&éhu aklimatizace, pootevieni vik minipainiki;

- priprava kontejnert se sterilnim substratem;

- po dalsich 14 dnech pfevod dobie zakofenénych rostlin do sterilniho
substratu v kontejneru, oznaceni piivodu rostlin;

- prenos kontejneri do fytokomory nebo skleniku;

- pribézné ptihnojovani.

Material a pomucky:

- minipafniky (dostupné v zahradnickych potiebach),

- pinzeta,

- sterilni perlit,

- oplachovaci nadoba s destilovanou vodou,

- rozpraSovac,

- kontejnery — primér 5-10 cm,

- sterilni péstebni substrat,

- hnojivo (pt. obch. nazev WUXAL super, AgroBio Opava),

- §titky na oznaceni rostlin.

2.4 Determinace ploidie regeneranti

Zpasobu jakymi Ize sledovat pocet chromozomt a tim i tGroven ploidie
u regenerantt je vice, dle technického zdzemi na pracovisti. Vedle stanoveni poctu
chromozomti v kotenové $pic¢ce (karyologicka analyza) nebo poctu a velikosti
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praduchti na listech (obrazek 5) je nejicinngjs$i metodou flow-cytometrie. Metoda
je zaloZena na stanoveni ploidie (obsahu DNA) v jednotlivych burikach. Touto
metodou mizeme od sebe odlisit haploidni, diploidni i tetraploidni jedince
(x=n=10, x =2n=20, x =4n = 40). Potfebujeme k tomu maly vzorek listi a
kontrolni vzorek (standard) pro objektivitu méteni, kde zname pocet chromozomu
(vétsinou donorové rostlina kminu). Na obrazku 6 je dolozen rozdilny profil
ploidie. Haploidni rostliny se vyznacuji subtilni habitem, praduchy dosahuji jen
dvou tretin velikosti pruduchi kontroly, po odkvétu se nezakladaji nazky
(semena). Nevyhodou je, Ze touto metodou nedokézeme od sebe rozpoznat ptivod
regenerantll v piipadé vyskytu spontanni diploidizace v prubéhu regenerace
z mikrospor od regenerace ze somatickych pletiv prasniku. K tomuto odliSeni nam
mize pomoci biochemické stanoveni nékterych z izoenzymi.

Postup:

- odbér mladych listd (1-2) do uzaviratelnych nadobek nebo plastikovych
sacku;

- odbér 20 mg z kazdého sacku = vzorek;

- resuspendace a homogenizace vzorku (sekani vzorku ostrym skalpelem na
Petriho misce) spolu se standardem v pufru OTTO 1, tj. 0.1M kyselina
citronova, 0,5% Tween-20 (Otto 1990);

- suspenze je filtrovana pfes nylonovy filtr (40pm velikost otvori);

-k filtratu je ptidana RNAaza (50uM) a roztok propidium jodidu (50 pl)
a pufr OTTO I tj. 0,4M Na,HPO4.12H,0;

- suspenze je ponechana pii pokojové teploté po dobu 30 minut;

- poté je vzorek proméien na flow-cytometru (pi'. PAS flow cytometer, Partec
GmbH);

- méfeni pikd fluorescence jader ve fazi G1: standard (diploid) je na pozici
100, ptiblizne 5 000 jader je méfeno v jednom vzorku.

Material a pomitcky:
- rostliny regenerantt,
- odbérové nadobky,
- nazky,
- skalpel,
- Petriho miska,
- nylonovy filtr, kadinka,
- flow-cytometer.
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2.5 Determinace piivodu regenerantii

V piipadé kminu kofenného mame moznost biochemického elektroforetického
stanoveni izoenzymu esterazy (EST, E.C.3.1.1.2.) pro odliSeni pavodu
regeneranttl. Detekce izoenzymd je popsana v praci Vallejos a kol. (1983). Princip
této metody spociva v porovnani profilu prouzki mezi donorovou rostlinou
a skupinou rostlin ziskanych odbérem prasniki z této rostliny (obrazek 7). Pokud
je profil shodny, jedna se o diploidni rostlinu vznikajici regeneraci somatickych
buné¢k prasnikti. Pokud v profilu dojde k posunu nebo ztraté nekterych bandd,
mizeme rozpoznat haploidni nebo dihaploidni status a potvrdit ptivod rostliny
z mikrospor (obrazek 7B). Je pravdépodobné, ze embryogenni kalus mize
vzniknout jak z mikrospor (tvorba embryi) tak ze somatickych bunék (tvorba
pupenti).

Postup:

- donorové rostliny a rostliny regenerované z prasniki;

- odbér mladych listd do mikrozkumavek, pfedem oznacenych, navazka
vzorku 100 mg;

- homogenizace vzorku v pufru:
50mM Tris-HCI, 5SmM 2-mercaptoetanol, ImM EDTA, pH 7,4;

- vzorky zamrazeny ptes noc (=70 °C);

- ke vzorkim pfidano 100 pl extrakéniho pufru, tj. 25% glycerol, 0,01%
bromofenolova modf;

- centrifugace vzorka 14 000 rpm (8 °C), 10 minut;

- ptiprava polyakrylamidového gelu — PAGE, 7,5% running gel pH 6,4 a 5%
stacking gel pH 6,0, katodovy pufr — Tris-Tricin (pH 7,1) a anodovy pufr —
Tris-acetate (pH 6,4);

- separace izoenzymu pii 4 °C, 50 mA po dobu 4 h;

- stabilizovany gel je acidicky obarven a zafixovan, usuSen a skenovan;

- vyhodnoceni pozice a po¢tu prouzki na gelu.

Material a pomucky:
- rostlinny material,
- mikrozkumavky,
- centrifuga,
- mrazici lednice (=70 °C),
- sestava pro nativni diskontinualni vertikalni elektroforézu,
- skener nebo fotoaparat.
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2.6 Indukovana diploidizace a tvorba dihaploidniho potomstva

Dalsi krok je zaméfen na ziskani fertilnich dihaploidnich rostlin v pfipadé
haploidnich regenerant. Rostliny ze sadbovych kontejner jsou pievedeny do
vétsich nadob (5-10 1) a pfihnojeny, po jarovizaci a ve fazi tvorby kvétnich stvola
se pristoupi ke kolchicinaci (chemickd indukce). Cilem je zdvojnasobit pocet
chromozomi a tim dosahnout jejich fertilniho stavu. Postupuje se ptipravou
0,05% roztoku kolchicinu (rozpustnost v DMSO), jeho aplikaci na feznou ranu
stonku v blizkosti kvétenstvi (pfed Uplnym otevienim poupat na postrannich
vétvich). Roztok kolchicinu a manipulace s nim vyZaduje rukavice. Existuje
moznost aplikovat kolchicin do indukéniho media nebo aplikovat ponofeni rostlin
do roztoku kolchicinu pfi pievodu z perlitu do substratu. Po 24 h induktivniho
pusobeni ve tmé se nechaji oSetfené kvétni stvoly dozrat do semenného stavu,
probihd v izolaci (papirovy nebo textilni izolator pylu). V piipadé Gspésné
kolchicinace z haploidnich rostlin ziskame dihaploidni osivo. Pusobenim
kolchicinu mohou teoreticky vznikat i pletiva s vy$$im stupném ploidie nebo
aneuploidni rostliny. Rostliny v nddobach jsou ponechany az do doby jejich
zralosti, vyzralad semena jsou sklizena oddélené pro kazdou rostlinu, dihaploidni
potomstvo (DH linie). Osivo je ponechano v uzavienych saccich k plnému
dozrani. Toto osivo je pak mozné pfimo pouzit do Slechtitelského procesu.
Z ostatnich rostlin miiZzeme ziskat osivo, které mize byt rovnéz vyuZzito ve
Slechtitelském procesu pro své nové Slechtitelské charakteristiky.

Postup indukované diploidizace:
- odfezani hlavniho okoliku,
- nafeznou ranu aplikovat kapku roztoku kolchicinu,
- zabalit do alobalu,
- 24h ptisobeni,
- odstranéni alobalu,
- izolace kvétenstvi,
- dopéstovani rostlin,
- sklizen osiva.
Material a pomiicky:
- papirové sacky,
- popisovac,
- osivo DH linii.
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5 Prilohy

Tabulka 1A: Zakladni sloZeni medii. B5 medium Gamborg a kol. (1968) - makro- a
mikroprvky, vitaminy. Postupné pridavani komponent je dle sledu uvedeného
v tabulce. Ostatni slozky indukéniho media jsou aplikovany dle typu media

(Tabulka 2).

Makroelementy | mg/1 | media zasobrgu/lroztok priprava; odpipetovany objem
CacCl, 113,23 2,265 Vsechny komponenty postupné
KNO3 2500 50 navazovat do kadinky, a rozpoustét
MgSO, 121,56 2,431 v destilované vodé,
NaH,PO, 130,44 2,609 do konec¢ného objemu 1 |; aplikace
(NH4),504 134 2,680 50 ml
Mikroelementy | mg/1 | media zasobrgu/lroztok pFiprava; odpipetovany objem
Roztok Zeleza
Na,EDTA 36,70 7,45 Rozpustit zvlast, smichat a zahtat az
FeS0,4.7H,0 5,57 roztok zeZloutne; aplikace 5 ml
Roztok A
CoCl,.6H,0 0,025 2,5mg Navazit a postupné pridavat do
CuS0,4.5H,0 0,025 2,5mg destilované vody, celkovy objem
Na;Mo004.2H,0 0,25 25 mg 100 ml; aplikace 1 ml
Kl 0,75 75 mg
Roztok B
MnS04.H,0 10 100 Navazit a postupné priddvat do
H3BOs 3 30 destilované vody, celkovy objem
ZnS0,4.7H,0 2 20 100 ml; aplikace 10 ml
Vitaminy mg/1 | media zasot::lg;:)ztok pFiprava; odpipetovany objem
nikotinova kys. 1 10 Navazit a postupné pridavat do
pyridoxin HCI 1 10 destilované vody, celkovy objem
tiamin HCI 10 100 100 ml; aplikace 10 ml
Ostatni slozky | na 11 media zasobrgu/lroztok pFiprava; odpipetovany objem
myo-inozitol 100 mg/l | Pfima navazka, rozpustit v 5 ml destilované vody a
glutamin 500 mg/l |pfidat k ostatnim slozkdm media
serin 100 mg/I
maltoza Viz pfedpis |Pfima navazka cukrd do kadinky, pridani objemu
nize roztok(l makro, mikro a vitamin(; do kadinky
sacharéza Viz pfedpis |magnetické michadélko a michat na magnetické
nize michacce do Uplného rozpusténi
pH 5,8-6,0 Meéreni a Uprava pH (za stalého michani)
Agar 5,5 g/l Pfima navazka, rozpustit ve vétsSim objemu
destilované vody a rozvafrit
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Tabulka 1B: Tekuté % MS medium (Murashige and Skoog, 1962) - makro- a
mikroprvky, vitaminy. Postupné ptidavani komponent je dle sledu uvedeného

v tabulce.

pFiprava; odpipetovany

Makroelementy | mg/1 1 media | zasobni roztok g/| objem
CacCl, 332,02 6,64 Vsechny komponenty
KNO3 1900,00 38 postupné navaZovat do
MgSO4 180,54 3,61 kadinky, a rozpoustét
KH,PO,4 170,00 3,4 v destilované vodé,
NHsNO3 1 650,00 33 do konec¢ného objemu 11;
aplikace 25 ml
Mikroelementy mg/1l media | zasobni roztok g/| pFiprava; odpipetovany

objem

Roztok Zeleza

Na,EDTA 37,25 7,45 Rozpustit zvl4st, smichat a
FeS04.7H,0 27,85 5,57 zahtat azZ roztok zeZloutne;
aplikace 2,5 ml
Roztok A
CoCl,.6H,0 0,025 2,5mg NavaZit a postupné
CuS04.5H,0 0,025 2,5mg pridavat do destilované
Na;Mo04.2H,0 0,25 25 mg vody, celkovy objem
Kl 0,83 83 mg 100 ml; aplikace 0,5 ml
Roztok B
HsBO3 6,20 62 mg Navazit a postupné
MnS0O4.H,0 16,90 169 mg pridavat do destilované
ZnS0,4.7H,0 8,60 86 mg vody, celkovy objem
100 ml; aplikace 5 ml
Vitaminy mg/1 | media | zasobni roztok mg/I priprava; oc-iplpetovany
objem
nikotinova kys. 0,50 5 Navazit a postupné
pyridoxin HCI 0,50 5 pridavat do destilované
glycin 2,00 20 vody, celkovy objem
tiamin HCl 0,10 1 100 ml; aplikace 5 ml
pH 5,8-6,0 méreni a Uprava pH (za stalého michani)
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Tabulka 2: Specifické slozeni induk¢niho a regeneracniho media. Auxiny: NAA -
naftalen-1-octova kyselina, 2,4-D - 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (rozpustnost
v Cistém etanolu a teplé vodé); Cytokininy a jejich derivaty:

BAP - 6-benzylaminopurin (rozpustnost v NaOH, KOH), mT - meta-topolin, BAP9THP
- 6-benzylaminopurin-9-glukosid (rozpustnost v DMSO nebo v ¢istém etanolu).
Ristové regulatory jsou pridiny do media filtraci. Zasobni roztoky rtistovych
regulatorti jsou pripraveny jako 100uM.

Typ |ndul'<cn|ho cukr auxin cytokinin (derivat)
media
D1 2% sachardza 0,25 mg/I NAA 0,5 mg/| BAP
D7 6% sacharoza, 0,1 mg/1 2,4-D -
2% maltoza 0,1 mg/I NAA
D16 2% sachardza, 0,25 mg/I NAA 0,5 mg/I BAP
6% maltoza
D17 9% maltdza 0,25 mg/I NAA 0,62 mg/l mT
D18 9% maltdza 0,1 mg/l 2,4-D -
0,1 mg/I NAA
D19 9% maltdza - -
D20 9% maltéza 0,25 mg/I NAA 0,5 mg/| BAP9THP
Typ regene'racnlho Zakladni slozeni cukr auxin
media
R1 B5 2% sacharoza -
R2 % B5 1% sachardza -
R3 B5 1% sachardza -
R4 B5 1% sachardza 0,01 mg/I NAA

Piiprava acetokarminového barviva:

1-2 g karminu rozpustit ve 100 ml 45% octové kyseliny a na mirném ohni se vari asi
% hodiny. Pro vareni pouzivame Erlenmayerovy banky s izkym hrdlem, po ochlazeni
roztok prefiltrujeme. Aplikace: prohfati nad plamenem a 10-20 min pii pokojové
teploté, aby se chromozémy dokonale probarvily, chromozémy Cervenofialové
a cytoplasma slabé rizova.
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Obrazek 1: Vyvojovy stav donorovych rostlin. Faze listové riZice (kotfenovy kréek
7 mm) - aplikace jarovizace (A); vytvoreni kvétnich stvold - zacatek odbéru poupat
(B); kvétenstvi - odbér neotevicenych poupat, odbér celého okoliku (C).
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Obrézek 2: Velikost poupat a izolace pra$nikd (A). Vyvojova stadia pylovych zrn,
sledovano optickym mikroskopem a s pouzitim barviva (pf. kapka 1% roztoku
acetokarminu). Podélna velikost pylového zrna je v priméru 26 pm. Ne-embryogenni
vyvoj pylu (B) - tetrdda, jednojaderné pylové zrno, dvoujaderné (1 vegetativni a
1 generativni jadro) a tffjaderné pylové zrno (1 generativni a 2 vegetativni jadra).
Embryogenni vyvoj pylu (C).

Obrazek 3: Vyvoj embryi smérem k celistvym rostlinam. Regenerace v prasnikovych

kulturach, mikrosporova embryogeneze, ptivod v mikrosporach (A-D), sekundarni
somaticka embryogeneze (E-G).
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Obrazek 4: Regenerace in vitro rostlin (A), izolace jednotlivych zakorenénych rostlin
(B), v pripadé haploidnich rostlin kolchicinace, indukovana diploidizace, prevod
rostlin z in vitro do ex vitro podminek péstovani rostlin kminu v sadbovacich a

Obrazek 5: Pocet a velikost priiducht na listech, rozdily sledované vlivem rizného
stupné ploidie (A). Dopéstovani do semenného stavu - dozravani semen v izolaci,
rozdilny habitus haploidnich a tetraploidnich rostlin odvozenych z prasnikovych
kultur (B).
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Obrazek 6: Rozdilny profil ploidie - determinace haploidniho a diploidniho jedince
(x=n=10,x = 2n = 20), pozice piku 50 a 100.
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Obrazek 7A: Porovnani EST profilu prouzkii mezi donorovou rostlinou a skupinou
rostlin ziskanych odbérem prasniki z této rostliny. Jen izoenzymy s heterozygotnim
profilem lze pouzit k odliSovani, v ptipadé kminu jsou to esterazy. Kazd4 donorova
rostlina mé svij specificky profil, je tedy nutné udélat profil pro donorovou rostlinu
jesté pred odbérem okolikd. U kminu jsou zfejmé dva typy esterdz v heterozygotnim
stavu, pokud se objevi dva a vice prouzkd. To jsou zakladni ptedpoklady pro
odliSovani a detekci diploidi a dihaploidii u regenerantli z prasnikovych kultur
pomoci biochemickych markert. Detekci lze provadét na riznych typech pletiv:
nezralé embryo, staré listy, hypokotyly, embrya, kalus.

DR DHDH H DR H DH DHD

T §u3%

LR

: 1
--

wogs 3005¢/1 1605¢/1

Obrazek 7B: V pripadé absence alespon jednoho prouzku v profilu regeneranti se
bude jednat o vyvoj z mikrospor. Profil donorové rostliny (prvni zleva) je na obrazku
7A.V pripadé genotypu 1605c/1 je moZné pozorovat soucasné oba typy regenerace,
zjednoho pras$niku (12) vznikd haploidni (H - kalus oznaceny 12/2, 12/8
a embryogenni kalus oznaceny 12/1, 12/3) i somaticky kalus (D - kalus oznaceny
jako 12/4). C. Pokud byla stanovena ploidie i u donorovych rostlin (DR), Ize rozeznat
v potomstvu regenerovanych rostlin haploidni jedince x =n =10 (H), u diploidnich
jedincd jesté puvod z mikrospor (DH) jak je tomu v piipadé genotypti 3005¢c/1 nebo
ze somatickych bunék prasniku (D) v pripadé genotypu 1605c/1.
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