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1 UvVOD

Hrach sety (rod Pisum L.) je vyznamna luskovina z Celedi Fabaceae, patii
k nejstar§im kulturnim plodinam. Jedna se o jednoletou plodinu, existuji
také formy ozimé (forma hybernum). Plodem jsou lusky se semeny s vy-
sokym obsahem bilkovin (25 %), velkym mnoZzstvim vitamint (hlavné
skupiny B) a minerélnich latek, zvIasté fosforu a drasliku, ale i vapniku
a hot¢iku. Hrach patii mezi plodiny Setrné k pud¢, je schopny ziskavat
vzdusny dusik s vyuzitim hlizkovych bakterii. Pro tuto vlastnost se vyu-
ziva jako vybornd pfedplodina, a to zejména pro listovou zeleninu nebo
0zimé obilniny. Pfiznivé podminky pro péstovani hrachu jsou v mirném
podnebi. Hrach je naro¢ny na vlahu ve vegetativni fazi ristu. Optimalni
vlhkost pady je 60 % vodni kapacity (UZPI, 1996). Slechténi hrachu ma
v CR velkou tradici. Vyhodou &eskych odrid je jejich adaptace na zdejsi
podminky. V soucasné dobé roste spotieba hrachu v CR. Postupna zména
klimatickych podminek vyvolava potfebu vyslechtit nové genotypy, které
by byly odolné piedevsim k suchu.

Plané druhy (formy) hrachu Ize vyuzit pro rozsifeni variability hrachu
a ziskani odolnych genotypt. Jedna se o naptiklad o Pisum fulvum, P. ela-
tius, P. abyssinicum a Vavilovia formosa, které¢ jsou cennym zdrojem
gend rezistence vuci biotickym a abiotickym druhim stresu, a to jak
v klasickych, tak i biotechnologickych postupech (Obrazek 1, Miki¢
a kol. 2013).
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Obr. 1: Potencialni nositelé gend rezistence vici biotickym a abiotickym dru-
htim stresu u hrachu a modely pro vzdalenou hybridizaci (Miki¢ a kol. 2013)

Vavilovia formosa (Stev.) syn. Pisum formosum je ptivodni rostlinny druh
nalezici k ¢eledi Fabaceae. Jedna se o plany druh luskovin, ktery je evo-
luéné pribuznym soucasnych komerénich druhti luskovin jako hrach sety
(Pisum sativum L.), hrachor sety (Lathyrus sativus L.), bob sety (Faba
vulgaris L.), vikev setd (Vicia sativa L.) a ¢ocka kuchynska (Lens cu-
linaris Medik.). Z taxonomického hlediska rody luskovin zahrnuji fadoveé
10-100 druhti, rod Vavilovia pouze jeden druh a tim je Vavilovia formosa.
Jedné se o vytrvaly druh nizkého vzristu. Ochatt a kol. (2016) proved]
vstupni studii zaméfenou na velikost genomu a zjistil vysokou podobnost
mezi Vavilovia a Pisum. Mista vyskytu jsou stfedni a vychodni Kavkaz,
zejména Rusko, Azerbéjdién, Arménie, Iran, Irak, Libanon, Syrie a Tu-
recko. Podrobnéjsi specifikace tohoto druhu a jeho vyskytu jsou uvedeny
v publikacich Miki¢ a kol. (2009), Akopian a kol. (2010), Miki¢ a kol.
(2013, 2014) a Visnyakova a kol. (2016). Dilezitym aspektem u tohoto
druhu je jeho kiizitelnost s ostatnimi ptibuznymi rody, zejména s rodem
Pisum (Golubev 1990, Shaefer a kol. 2012), a je tak potencialné vyznam-
nym donorem nékterych vlastnosti (odolnost k abiotickym a biotickym
strestim). Naopak nevyhodou u V. formosa je endemicky vyskyt. Jedna
se o chranény druh zapsany v ¢ervené knize ohrozenych druhi.



Pro rozsifeni genetické variability jsou pouzivany ve §lechtitelskych pro-
gramech biotechnologické metody. Na rozdil od klasickych metod $lech-
téni u rostlin dochazi k procesu tvorby novych genotypl ve sterilnich
podminkach. Tyto podminky umoziiuji manipulaci a regeneraci rostlin az
na irovni bunéénych struktur, coz v normdlnich, nesterilnich podminkéach
neni mozné. Vyhodou in vitro kultivace rostlinnych explantatl je regu-
lace kultivacnich podminek jako napf. slozeni Zivného média, regulace
intenzity a slozeni svétla, délky dne a regulace teploty. Mezi vyznamné
biotechnologické metody, které se pouzivaji ve §lechtitelskych progra-
mech, jsou indukovana polyploidizace a somaticka hybridizace.

Indukovana polyploidizace je zalozena na indukovaném zdvojeni chro-
mozomové sady pomoci antimitotického ¢inidla. Velkou pfednosti této
metody je roz§ifeni genetické variability v kratké dob¢€ v porovnani s kla-
sickymi metodami §lechténi (Song a kol. 1995). Polyploidi se zménénym
fenotypem disponuji novymi cennymi vlastnostmi vyznamnymi pro eko-
logii a zemé&dé€lstvi (Tamayo-Ordofiez a kol. 2016). Polyploidni geno-
typy, které vznikly pfirozenou cestou nebo byly vytvoreny uméle, hraji
kli¢ovou roli ve Slechténi rostlin (Sattler a kol. 2016). Metoda mitotické
polyploidizace byla v zemédélstvi poprvé aplikovana v 30. letech dvaca-
tého stoleti na rostliny péstované ve volné pudeé. Klicovym momentem
v rozvoji této technologie byl objev antimitotického ¢inidla kolchicinu,
ktery narusuje proces tvorby dé€liciho vieténka béhem bunééného déleni
(mitozy). Kolchicin je alkaloid, ktery je extrahovan ze semen a cibuli
ocunu jesenniho (Colchicum autumnale L.), a patii mezi nejcasteji pouZi-
vané antimitotické ¢inidlo. Je vysoce ucinny, ale musi se aplikovat ve vy-
sokych davkach. Pro ¢loveka je velmi toxicky. Tyto divody vedly k hle-
dani dalSich chemikalii s podobnym t¢inkem, které by ¢aste¢né nahradily
kolchicin. Bylo zjisténo, ze nékteré herbicidy maji polyploidizacni efekt,
a nekteré z nich byly testovany na rostlinach. Z této skupiny se uplatnil
pfedevSim oryzalin, ktery byl v poslednich letech uspésn¢ aplikovan
u fady rostlinnych druhii (Dhooghe a kol. 2011).

Ve sterilnich podminkach (in vitro) byla poprvé polyploidizace uspesné
provedena v 60. letech dvacatého stoleti u tabaku. Soucasné s rozvojem
explantatovych kultur dochazelo také k vétSimu uplatnéni mitotické po-
lyploidizace, vzhledem k moznosti nastaveni kultivaénich podminek
a aplikaci na rozli¢né typy explantatli jako jsou kalus, vrcholy, pupeny,
vyhony, nodalni segmenty, celé rostlinky, somaticka nebo zygoticka em-
brya, semena, semenacky a ¢asti hliz. Uspé&$nost této metody v in vitro



podminkach je zavisla na mnoha faktorech. Mezi vyznamné patii vybér,
koncentrace, doba plsobeni a zpisob aplikace mitotického ¢inidla. Velmi
vyznamnou roli hraje také senzitivita rostlinného druhu/genotypu. Od
90. let dvacatého stoleti byla mitotickd polyploidizace v in vitro podmin-
kach aplikovana u mnoha rostlinnych druhi.

Zakladnim ptedpokladem pro vyuziti biotechnologickych postupti ve
Slechtitelskych programech je uspé$na regenerace rostlin a prevod do
nesterilnich/normalnich podminek. Pro stanoveni ploidie se u rostlin po-
uziva nékolik metod, které jsou zalozeny na rtiznych hodnoticich para-
metrech. V soucasné dob¢ je nejvice pouzivanou metodou flow-cytome-
trie (Dhooghe a kol. 2011). Metoda je zaloZena na zdznamu vybranych
optickych vlastnosti, nej¢astéji intenzity fluorescence jednotlivych ¢astic
(napft. bun¢€k). Jedna se o metodu jednoduchou, rychlou, nezavislou na
délicich se buiikach a ze vSech nynéjsich metod nejspolehlivéjsi. Na dru-
hou stranu se pro méteni ve vetsing piipadt pouziva Cerstvy rostlinny ma-
terial, coz muze byt nékdy problém, zvlast¢ kdyz se pracuje v terénu
(Suda 2005). Druhou nejc¢astéji pouzivanou metodou je pocitani chromo-
zomu v délicich se bunikach. Tato metoda nabizi jednozna¢nou determi-
naci ploidie, je vSak velmi pracnd a pletiva obsahujici délici se bunky ne-
musi byt snadno dostupna (Dolezel a kol. 2007). Dalsi mén¢ pouzivané
metody, které¢ jsou zaloZeny na morfologickych a anatomickych parame-
trech jako jsou velikost a hustota praducht, velikost pylovych zrn apod.,
nejsou dostatecné spolehlivé a pouzivaji se jako doplitkové.

Somaticka hybridizace vyuzivajici fuzi protoplastt je jednou z alternativ
tam, kde konvencni metody hybridizace nejsou pro bariéry vzajemné kii-
zitelnosti uplatnitelné (Gatti a kol. 2016). Pracuje se s bunkami zbave-
nymi bunécnych stén, protoplasty, které pfedstavuji systém analogicky ke
splyvani pohlavnich bunék. Cilem hybridizace je vneseni Zzadoucich
znaku (rezistence k biotickym a abiotickym ¢initelim), v naSem piipade
z planych druhti do kulturnich, a tim rozsiteni genetické variability (Pang
a kol. 2000; Gatti a kol. 2016; Pratap a kol. 2018). Pfestoze metoda izo-
lace protoplastli pisobenim specifickych enzymd byla zvladnuta uz
v 60. letech dvacatého stoleti (Gamborg a kol. 1981), u luskovin svédc¢i
o vzdornosti (rekalcitranci) a vyznamné genotypové zavislosti (Jia 1982;
Puonti-Kaerlas and Eriksson 1988, Ochatt a kol. 2000).

V ramci obecného postupu izolace a kultivace (ptipadné izolace, fuze
a kultivace) protoplastl existuje cela fada krokt, které mohou byt geno-
typovée specifické s nizkou mirou opakovatelnosti (Pang a kol. 2000). Za



optimalnich kultiva¢nich podminek lze navodit regeneraci bunécnych
stén, nasledné bunécné déleni, embryogenezi/organogenezi, az regene-
raci celistvych rostlin. K faktortm, které regeneraci vyznamné ovliviuji,
patii fyziologicky stav zdrojového pletiva, volba a koncentrace enzymd,
doba jejich ptisobeni, slozeni kultiva¢nich médii, typ a koncentrace os-
motického ¢inidla, kombinace a koncentrace rustovych regulatort a ode-
zva (responsivita) genotypu (Long a kol. 1996). Usp&snych regeneraci
prytt nebo i celistvych rostlin bylo dosaZeno u nékolika zastupcii z ¢eledi
bobovitych (Fabaceae) napt. u Vigna sublobata L. (Bhadra a kol. 1994),
Vigna sinensis (Li a kol. 1995), Pisum sativum L. (Béhmer a kol. 1995;
Ochat a kol. 2000; Puonti-Kaerlas a Eriksson 1988; Lehminger-Mertens
a Jacobsen 1989). Jako zdrojova pletiva byla testovana pletiva hypo-
kotylt, epikotyld, déloh nebo listt. Fuze protoplasti u Pisum sativum
a Glycine max dovedené do stadia déleni heterokaryonli byla popséna
(Constabel a kol. 1975, 1976). Byli popsany fuze P. sativum a Lathyrus
sativus s dosaZzenim regenerace do stadia kalust (Durieu a Ochatt, 2000),
dale faze Phaseolus vulgaris a P. coccineus, P. vulgaris a P. polyanthus
do stadia bunécnych mikrokolonii (Geerts a kol. 2008). I pfes limity ma
somaticka hybridizace potencial. VSechny jednotlivé jiz dosazené po-
kroky u Celedi Fabaceae jsou cennym zakladem k dal$imu poznani na
tomto poli.

2 CiL METODIKY

Metodika je zaméfena na vyvoj a optimalizaci dvou biotechnologickych
postupti u rodl Vavilovia a Pisum. Cilem metodiky je vypracovani poly-
ploidizacniho protokolu pro ziskani tetraploidnich rostlin V. formosa
a protokolu pro kultivaci donorovych rostlin, izolaci a kultivaci proto-
plastti u zastupct rodu Pisum a V. formosa jako ptedpokladu pro navazu-
jici somatickou hybridizaci. Uvedené postupy budou vyuzitelné pfi
tvorbé novych slechtitelskych materialt pro ziskavani odrid hrachu odol-
nych k nepfiznivym podminkdm prosttedi.

3 SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Novost predlozené¢ metodiky spociva ve vypracovani uspé$né¢ho poly-
ploidizac¢niho protokolu pro V. formosa, ktery v literatufe doposud nebyl
popsan. K indukci tetraploidti dochazi v in vitro podminkéch v tekutém
indukénim médiu za ptitomnosti antimitotického ¢inidla.



Metodika u protoplastovych kultur piinasi optimalizovanou metodu izo-
lace protoplastl z listového mezofylu pro soubor zastupcl rodu Pisum
a pro V. formosa. Pfedlozena metodika popisuje podminky kultivace do-
norovych rostlin a vlastni postup izolace protoplastti. Somatick4 hybridi-
zace obecné dosud neni u Celedi Fabaceae adaptovana (Pratap a kol.
2018). U tzv. vzdornych genotypt (rekalcitrance) musi byt jednotlivé
kroky k vytvoreni funkéniho protokolu feSeny individualné (Assani a kol.
20006).

4 VLASTNIi POPIS METODIKY

4.1 POLYPLOIDIZACE VAVILOVIA FORMOSA

Polyploidiza¢ni protokol se sklada z nékolika fazi:
priprava rostlinného materialu
polyploidizace pomoci oryzalinu
determinace stupné ploidie

produkce rostlin

4.1.1 Rostlinny material

Experimenty byly zahajeny s vyuzitim dlouhodobych in vitro multipliku-
jicich kultur V. formosa, které poskytl AGRITEC, vyzkum Slechténi
a sluzby, s. r. 0., Sumperk. Meriklony — vyhonové kultury byly odvozeny
z jednoho in vitro semenacku. Semena byla poskytnuta Botanickym ts-
tavem v Jerevanu, Arménie.

4.1.2 Indukce tetraploidnich materialt

Jako donorovy explantat je vhodny u V. formosa segment vyhonku. Ex-
plantat se sklada z vrcholu a jednoho nodu s uzlabnimi pupeny. Pred
vlastni aplikaci antimitotického ¢inidla je vhodna ptedkultivace vyhon-
kovych explantatt na MS zakladnim médiu véetné vitamind (Murashige
a Skoog, 1962) po dobu tii dnti (Obrazek 2). Predkultivace zlepsuje uci-
nek antimitotického ¢inidla (Chauvin a kol. 2005).

Postup pfi piiprave indukéniho média je takovy, ze se namicha zakladni
MS médium, upravi se pH pomoci NaOH. Médium se sterilizuje autokla-
vovanim pii teploté 121 °C/20 min.

Ptiprava sterilniho oryzalinu a dal$i manipulace se sterilnim médiem
a explantaty probihaji ve flow-boxu. Nejdiive se oryzalin rozpusti v 1 M
roztoku NaOH (Dhooghe a kol. 2009), doplni se destilovanou vodou
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a zasobni roztok se prefiltruje ve flow-boxu pfes sterilni mikrofiltr 0,2 pm
(Whatman). Sterilni MS médium se rozpipetuje po 50 ml do sterilnich
100ml Erlenmeyerovych banék, po vychladnuti se k médiu doplni sterilni
oryzalin. Pfedkultivované explantaty se vyjmou z kultiva¢ni nddoby a po
deseti se vlozi do ban¢k s indukénim tekutym médiem. Baiiky s explan-
taty se umisti na tfepacku (Labnet), ktera je umisténa v kultiva¢ni mist-
nosti (16/8 hod. fotoperioda, 60 pmol m2s™', 23 =1 °C). Po 48 hod. se
explantadty vyjmou z indukéniho média na filtraéni papir (odstranéni
zbytku média) a pak se umisti na zakladni tuhé MS médium bez oryza-
linu. Explantaty, které vykazuji ristovou aktivitu, se kazdé 3—4 tydny pie-
misti na ¢erstvé kultivaéni médium. Minimaln¢€ po dvou pasazich se u ex-
plantatt zméfi stupeni ploidie pomoci flow-cytometru.

Zakladni/indukéni * MS médium:

- 4,4 g/l makro a mikro elementi v¢etné€ vitamind (glycin, myo-inosi-
tol, kyselina nikotinova, pyridoxin HCI, thiamin HCI) (Duchefa, The
Netherlands)

- 0,5 mg/l BAP

- 0,1 mg/l IBA

- 20 g/l sacharézy

- 7 g/l agaru

- 150 uM oryzalin*

- pHS5,8

* oryzalin se doplni pouze do indukéniho média

Pro indukci polyploidnich materialii je u V. formosa efektivni pouzit ory-
zalin, ktery je aplikovan na vychozi explantat v tekutém indukénim mé-
diu. Pro tvorbu polyploidnich genotypt neni vhodna aplikace oryzalinu
v nizkych koncentracich (0,5; 1,0; 3,0 a 10 uM) v indukénim médiu zpev-
néném agarem s dlouhou dobou ptisobeni (5 tydnil).
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Obr. 2: Vicevyhonova in vitro kultura V. formosa jako zdroj explantatd pro in-

dukei tetraploidnich materidlt; predkultivace stonkovych explantati pied apli-
kaci oryzalinu

4.1.3 Meéreni stupné ploidie

Oveéfeni stupné ploidie je v soucasné dobé nejspolehlivejsi cytometricky
na pritokovém cytometru. Méfeni u V. formosa bylo provedeno na zaii-
zeni flow-cytometr (CyFlow®Space, Sysmex).

Rostlinny material se odebere z in vitro kultury, upravi a zméti se. V. for-
mosa ma drobné listy, proto se odebere 2—5 vyhont s listy (v délce 2 cm).
Vyhony se vlozi do Petriho misky (prumér 60 mm) ptida se 0,4 ml vy-
chlazeného hypotonického roztoku pro extrakci DNA (Nuclei Extraction
Buffer, Sysmex) a ostrou ziletkou se vzorek naseka (30-60 s). Jedna Zi-
letka je pouZitelna pro dva vzorky. Zpracovavame vzdy né€kolik vzorkt
najednou, inkubace se pohybuje od 1-5 min. Poté se vzorky prepipetuji
do zkumavky s filtrem (50 um, CellTrics®), pro kazdy vzorek se pouZije
novy filtr. K pfefiltrovanému vzorku se pfida 1,6 ml barviciho pufru (Sta-
ining Buffer, Sysmex) a po kratké inkubaci (60-30 s) se vzorky zméfi na
flow-cytometru (Obrazek 3). Jako standard se pro kalibraci pouziji di-
ploidni in vitro kultury (2n = 2x).

Pro potvrzeni tetraploidnich materiald se vzorky 3krat pfeméii, vzdy s Ca-
sovym odstupem (po pasazi na Cerstvé zakladni médium).
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Obr. 3: Cytometricka detekce tetraploidniho klonu V. formosa na flow-cytome-
tru

4.1.4 Produkce zakofenénych rostlin

Po potvrzeni tetraploidnich in vitro kultur se rostlinny material V. for-
mosa namnozi (multiplikace). K multiplikaci se pouzije zakladni M'S mé-
dium. Optimalni je pasaz svazku vyhont (> 5 vyhonil/explantat), aby do-
Slo k rychlé regeneraci novych vyhontu. Multiplikace jednovyhonovych
explantati vyzaduje dvojnasobnou dobu v porovnani s kultivaci svazka.
Multiplikace vyhond probihd ve 100ml Erlenmeyerovych bankéch
s 25 ml zékladniho MS média v¢etné vitamind.

Tvorba kotend probiha v in vitro podminkach. Pro indukci kofend se po-
uziva svazek vyhont (> 10 vyhontl), jednotlivé vyhony pro zakofenovani
jsou nevhodné. Explantaty umistime na WPM médiu (Lloyd a MCcown
1980) s polovi¢ni koncentraci soli (Duchefa), s pfidavkem auxinti IBA
a NAA v koncentraci 1 mg/l. Po 12 tydnech kultivace explantatd na za-
kotfetiovacim médiu dochazi k tvorbe kotentl (25-30 %). Rhizogeneze je
u V. formosa velmi obtizna. Pro dal$i vyvoj kofenového systému jsou za-
kotenélé rostliny pfeneseny do vétsich kultiva¢nich nadob s WPM mé-
diem bez rtstovych regulatorti a s pfidavkem 1 g/l aktivniho uhli. Po
12 tydnech se rostliny vyjmou z kultivacnich nadob, pod tekouci vodou
se odstrani zbytky média (Obrazek 4). Rostliny se ponoii do roztoku Pre-
vicuru (2 ml/l) na 1 min a pak se nasézi do nadoby se sterilnim keramzi-
tem (Obrazek 5). Rostliny se zaliji tekutym MS médiem s polovi¢ni kon-
centraci soli (Duchefa) a nadoby se umisti do miniskleni¢kd s vikem (Mi-
nipa) v kultivaéni mistnosti. Pravideln¢ se odstranuji nekrotické vyhony.
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Obr. 4: Rostlina V. formosa s vyvinutym kotfenovym systémem pied vysadbou
do nesterilnich podminek; detail rostliny

Obr. 5: Rostlina V. formosa po 8 tydnech péstovani v nesterilnich podminkach,
detail listd
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4.2 PROTOPLASTOVE KULTURY

Vsechny kultivace a manipulace s rostlinnym materidlem probihaji ve
sterilnim prostiedi.

4.2.1 Rostlinny material

In vitro kultury planych druhi rodu Pisum a V. formosa byly ziskany
z pracovisté AGRITEC, vyzkum S$lechténi a sluzby, s.r.o0., Sumperk.

4.2.2 Kultivace rostlin a priprava donorového materialu

Dlouhodobéjsi udrzovani kultur probiha na pevném zékladnim MS médiu
vcetn¢ vitaminli bez rastovych regulatort s frekvenci pasaze ve dvouty-
dennich intervalech. Fyzikalni parametry in vitro kultivace jsou 16/8 hod.
fotoperioda, intenzita osvétleni 60 pumol m s a teplota 22 + 1 °C. Sche-
maticky postup je uveden na Obrazku 6. Slozeni kultivacnich médii je
uvedeno v kapitole 4.2.6.

Pisum ssp.

- zpomaleni starnuti pletiv a zvyseni obsahu chlorofylu na médiu A

- multiplikace na médiu B (Obrazek 7)

- produkce donorového pletiva na médiu G (Obrazek 8A), alterna-
tivné na médiu C

V. formosa

- zpomaleni starnuti na médiu F (Obrazek 9A)

- multiplikace na médiu C (Obrazek 9B)

- produkce donorového pletiva na médiu G (Obrazek 8B), alterna-
tivné na médiu F
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Pisum spp. V. formosa

N2 N
N N
N N N N
2 tydny | G | v ‘ C | | G | | F |
N
15-18h | enzym. roztok | | enzym. roztok |
N N

3x promyvdni | 0,5 M sacharéza |
N

[ ows ]
N

[ w |
N

vitalita | FDA |
N

dprava hustoty | Burkerova komiirka |
N

fixace | agarozové kapky |
N

vyménitelné médium | kult. medium/Tab. 1 |

Obr. 6: Schéma postupti pro piipravu protoplastovych kultur a jejich zalozeni
pro rod Pisum a V. formosa
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Obr. 7: Multiplikace na médiu B — zastupci rodu Pisum

Obr. 8A Priprava donort listového ~ Obr. 8B Pfiprava donori listového
mezofylu na médiu G — rod Pisum mezofylu na médiu G — V. formosa

Obr. 9A Zpomaleni starnuti na médiu Obr. 9B Multiplikace na médiu C —
F - V. formosa V. formosa
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4.2.3 lzolace protoplastu z listového mezofylu

Priprava rostlin

Rostliny kultivované na QL médiich se umisti 24 hodin pted vlastni izo-
laci do tmy/chladni¢ky (5 °C). Chladové piredpiisobeni pozitivné ovliv-
nuje vytéznost protoplasti na gram cerstvé hmoty. Neni vhodné u kulti-
vaci na SH médiich. Sterilni in vitro rostliny (kromé V. formosa) jsou
nejdiive kratce oSetfeny roztokem Tween (20 pl/100 ml sterilni destilo-
vané vody, 1-2 min) a ihned tfikrat oplachnuty sterilni destilovanou vo-
dou.

Priprava donorového pletiva

Z napéstovanych rostlin jsou odebirany pouze vrcholové listy a listy
z nejmladsiho nodu. Nelze odebirat listeny, listy starsi a iponky. Se sta-
fim rostlin se zvySuje vytéznost protoplastii z gramu Cerstvé hmoty. Mla-
dsi rostliny jsou pifedpokladem k lep$i regeneraci v protoplastové kultute.

Koncentrace enzymii pro degradaci bunécnych stén
4% cellulase R10 + 3 % macerozyme R10 + 0,1% (0,2%) pectolyase Y-
23 (Duchefa)

Doba piisobeni enzymatického roztoku: 15-18 hod. Uéinek je pozorovan
pod inverznim mikroskopem. Vlastni izolace je zahajena, kdyz je patrné
uvolnovani protoplasti z rostlinného pletiva. Vlastni postup piipravy
a izolace protoplasti; stanoveni vitality protoplastli; stanoveni a uprava
hustoty protoplastii pomoci Biirkerovy komurky:
https://www.vubhb.cz/cs/metodika-fuze-protoplastu-elektrickym-polem

Z vypocteného celkového poctu protoplastli daného vzorku je spocitan
vynos protoplastli na 1 gram Cerstvé hmoty listového mezofylu.

4.2.4 Kultivace protoplastu

Pozadovana vysevova hustota je obvykle 1-5 x 10° protoplasté/ml. Pro-
toplastova suspenze v roztoku W5 se kratce centrifuguje (3 min pfii
500 rpm). Pasteurovou pipetou se odstrani supernatant. Nasledné je
pridano kultivaéni médium s agarézou (1% roztok agardzy a tekuté
médium ve dvojnasobné koncentraci jsou nejprve smichany 1:1). Teplota
média pii michéni se suspenzi protoplastti je 37 °C.

Suspenze protoplastll v kultivaénim médiu je Pasteurovou pipetou v jed-
notlivych kapkach nanaSena na dno malych Petriho misek (¢ 3,4 mm).
Kratce na to dojde ke ztuhnuti kapek a ty pak jsou pfelity tekutym kulti-
vacnim médiem dle uvedenych kombinaci (Tabulka 1). Petriho misky
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jsou uzavieny Parafilmem. Je zkontrolovan stav protoplastt pod inverz-
nim mikroskopem. Misky jsou fadné oznaceny a ulozeny do termostatu
(25 °C). V pravidelnych intervalech je vyméinovano kultivacni médium
(2—4 dny) a sledovéan stupeii regenerace (Obrazek 10).

%3

Obr. 10: Regenerace bunéénych stén, bunécné déleni a bunééné hrozny Pisum
ssp. a V. formosa

Tab. 1: Kombinace perspektivnich kultiva¢nich médii a rGstovych regulatora
s dopadem na stupen regenerace (BD — bunécné déleni; BK — bunécné kolonie;
horni index = pocet tydnu vitality protoplastové kultury)
kultivaéni médium
o i o

Ir;ts;:yve regu % E olala .

ar Dl S| o ~ ” ! ! S
(mg/) RN ER R
r4) 5 7,5 | 10 6 6 6 5 0,5
ZT-R 1 1 2 3 5
PIC 0,2
KIN 0,5
2,4-D 1 0,2
2-iP 1
NAA 2
Pisum ssp. BD? | BD? | BD? | BD? | BD? | BD? | BD? | BD? | BD® | BD?
V. formosa BK* | BK*
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4.2.5 Kontrola sterility pouzitych roztoku

Vsechny roztoky jsou po pouziti zkontrolovany bakterialnim testem: 1 ml
roztoku + 1 ml provokaéniho média Standard I nutrient broth. Po 3—4
dnech kultivace ve tmé pti 25 °C je kontrolovana piitomnost infekce
(mlééné zabarveni roztoku). Enzymy a riistové regulatory jsou pridavany
do médii filtraci — predfiltr 0,45 pm/filtr 0,22 pm, pH je upraveno na 5,8
a je nezbytné zkontrolovat koncentraci enzymt v originalnim baleni a na-
vazku ptipadné prepocist na 1U, sterilizace autoklavovanim 121 °C po
dobu 20 min; vybrané rustové regulatory jsou filtrovany.

4.2.6 Slozeni roztoku/kultivaénich médii

Standard I nutrient broth 25 g/l
pH 7.5; sterilizace autokldvovanim 121 °C/15 min
Schenk & Hildebrand gl A B C
SH médium (Duchefa) 32 v v
vitaminy SH (Duchefa) 1,01 «v v v
sachar6za 15 v v v
Gelrit 3 v v Y
mg/l
AgNO; 3 v v
Alar 85 5 v v v
BAP 0,5 v
2 v
Quoirin & Lepoivre gl G F
QL médium (Duchefa) 34 v v
sachar6za 20 v v
Gelrit 3 v
mg/l
BAP 0,5 v
Putrescine HCI 322

sterilizace autoklavovanim 121 °C/20 min
umédii s AgNO; 114 °C/20 min
pH 6 pred sterilizaci
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Enzymaticky roztok g/l

CaCl,.2H,O 0,735
MES 1,952
M
myo-inositol 0,5/0.6**
mg/l
NAA 5
ZT 2%
g/l
Cellulase R10 (4%) (Duchefa) 40*
Macerozyme R10 (3%) (Duchefa) 30%*
pectolyase Y23 (0,1 — 0,2 % ) (Duchefa) 1-2%

sterilizace autoklavovanim 121 °C/20 min
* sterilizace filtraci, ** 0,5 M — V. formosa, 0,6 M — rod Pisum pH 6
pred sterilizaci

promyvaci roztok W5 g/l

NaCl 9,0

KClI 0,8

CaCl.2 H,O 18,4
Glukéza 1,0

Glycin 1,0
sacharéza 0,5 M 171,15 g/l
zasobni roztok FDA (zr) 0,005 g/1 ml acetonu
pracovni roztok FDA 20 pl zr/1 ml W5
agaréza (1%) 1g/100 ml

média ke kultivaci protoplasti

KM (Kao a Michayluk 1975)

LP (Lehminger-Mertens a Jacobsen 1989) Tabulka 1
SW (Bftiza a Machova 1991)

4.2.7 Shrnuti

Uvedeny metodicky postup stanovuje podminky kultivace donorovych
rostlin zastupct rodu Pisum a V. formosa pro ucely protoplastovych kul-
tur, postup izolace protoplastli z listového mezofylu in vitro rostlin s vy-
téznosti protoplastd z gramu cerstvé hmoty u zastupcl rodu Pisum
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a V. formosa v hodnotach az 8 x 10°, v priméru 4 x 10°; popisuje postup
kultivace protoplastl v agardézovych kapkach; piedstavuje vychozi bod
pro kultivace protoplastii k dosazeni buné¢ného déleni/tvorby bunécnych
hroznii. Pro dal$i rozvoj regeneracnich procesii je vyzadovano precizni
experimentalni studium pro kazdy jednotlivy druh (celkové zobecnéni
neni mozné). Uskalim v problematice protoplastovych kultur uvedenych
druht je velka citlivost na stresové faktory v kterémkoli bod€ procesu.

4.3 POUZITE ZKRATKY

Alar 85 (syn.: succinic acid mono(2,2-dimethylhydrazide); Daminozide;
CsH12N203)

BAP = 6-benzyl amino purine; syn. benzyladenine
FDA = fluorescein Diacetate

IBA = indole-3-butyric acid

KIN = kinetin

MES = 2 — (N- morpholino)ethanesulfonic acid)

MS = médium s vitaminy (Murashige a Skoog 1962)
NAA = naphthaleneacetic acid

PIC = picloram

QL = médium s vitaminy (Quoirin a Lepoivre 1977)
SH = médium s vitaminy (Schenk a Hildebrandt 1972)
ZT = zeatin

ZT-R = zeatin riboside

WPM = médium s vitaminy (Lloyd a MCcown 1980)
2,4-D = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

2-iP = 6-(y,y-dimethylallylamino)purine
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5 POPIS UPLATNENi CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je ur¢ena komerénim laboratotim, které se zabyvaji Slechténim
plodin. Nase poznatky vyuziji také vyzkumna a védecka pracoviste, ktera
se zabyvaji problematikou indukované, pfirozené polyploidizace a soma-
tické hybridizace z hlediska morfologie a fyziologie rostlin. Metodika je
rovnéz urcena pro laboratofe poskytujici prakticky vycvik vysokoskol-
skym studenttim v oboru biotechnologii.

6 EKONOMICKE ASPEKTY

Pii zavadéni biotechnologickych metod nelze ekonomické dopady a na-
vratnost pfedem ekonomicky odhadnout. Lze ocekdvat ptinos az v pii-
padé¢ dosazeni nového Slechtitelského materialu nebo nové odridy, které
budou mit vneseny zadouci vlastnosti z planych druht (napf. odolnost)
pii zachovani kvalitativnich ukazateltl pozadovanych pro komer¢ni od-
rudy. Nepiimym ekonomickym dopadem by mél byt pozitivni vliv na zi-
votni prostredi.
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