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CHARAKTERISTIKA FUNKCNIHO VZORKU

Jedna se o soubor meriklont, ktery v selekénich podminkach vykazuje toleranci nebo odolnost.
Meriklony jsou charakterizovany reprodukénimi vlastnostmi (in vitro a ex vitro). Plvod materialu
vychazi z genetickych zdrojh, které byly vyuZity k zaloZeni in vitro kultur mnohocetnych prytd
(biotechnologicky ptistup, postupy uvedeny v certifikovanych metodikdch Smykalova a kol. 2019,
Sediva a kol. 2020). Charakteristika meriklonu (in vitro) spociva v popisu morfologie, odolnosti
prokazané v selekénich testech a ex vitro transferu véetné nasazovani semen. Je charakterizovana
ploidie s vyuzZitim flow-cytometrie a charakteristika morfotypl nového materidlu s vyuZzitim
molekularnich marker(.

PODSTATA TECHNICKEHO RESENI

Meriklon je charakteristicka kultura odvozena rozmnoZovanim in vitro kultur, nejé¢astéji rizkovanim
nebo délenim minitrs (shluky pryt). V rdmci udrzovani genetického materialu maze v in vitro
podminkach dochdzet k somaklondlni variabilité, je proto nutné sledovat stabilitu materidlu
vhodnymi metodami, markerovanim prostfednictvim znamych gen(, sekvenci. Aplikaci
biotechnologickych metod in vitro selekce a screening na zdkladé pouZzitych marker( jsou ze souboru
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meriklonU vybrani jedinci, ktefi prokazali odolnost. Ziskané a charakterizované meriklony jsou
vyuzity v navazujicim vysledku Gfunk, kde je k dispozici jejich semenné potomstvo.

Odvozené in vitro kultury mnohocetnych prytl jsou zdrojem novych meriklon( - in vitro donorové
kultury (certifikovana metodika Smykalova a kol. 2019).

Plané druhy hrachu: P. pseudoroseum (1), P. elatius (2), P. dinocarpum (5), P. glaucospermum (6), P.
koernickei (7), P. thebaicum (8), P. balticum (9), P. nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11), P.
abyssinicum (12), P. fulvum (13). Pro srovnani jsou vybrany komercni odridy: P. sativum odrUdy
Terno, Menhir, Arvika. Slechtitelsky material: embryogenni linie HM-6, mutanni a wt linie
s pracovnim oznacenim W3-W6. Hybridni material: F2 ¢.6 P. sativum LG ASPEN x P. glaucospermum
a F2 ¢.8 P. sativum King Fisher x P. thebaicum.

Popisny systém pro charakteristiku meriklonti — vyuziti OA

Pro posouzeni velikosti a tvaru listll v MSC in vitro kulturach a sledovani fenotypové variability
v podminkdch in vitro je vyuzita metoda obrazové analyzy (OA, image analysis IA). Odstfizené listy
jsou poloZzeny na agarové plotny tak, aby byly objekty dostatecné reprezentativni. Ke snimani Ize
vyuzit fotoaparat se stativem nebo snimaci systém, ktery zdroven ukldada data do PC a archivuje
jednotlivé snimky. Ke zpracovani obrazu se vyuzije dostupny software, pr. NIS Elements AR verze
5.20.01 (Laboratory Imaging, Prague, Lt.D.)

Markerovaci systém — popis

Vyhledavani vhodnych marker(i je zaloZzeno na in vitro selekcich, kde Ize meriklony a somaklony
testovat v rliznych zatézovych rezimech, jednd se o abiotické druhy stresu. Napfiklad projevem
nedostatku vody v rostliné je produkce ROS a vznik oxidativniho stresu. Vybrané molekuldrni
markery jsou kandidatni geny, obecné zapojené do odezvy rostlin na sucho. Proto jsou vybrany geny
na ABA zavislé — AREB; geny na ABA nezavislé — DREB, LEA a geny exprimujici se pfi zvySeném
oxidativnim stresu — kataldza (CAT). Po dvou tydnech opakované kultivace na téchto médiich se
odeberou listy a z nich je pomoci standartnich kitd izolovana RNA. RNA je oSetfena DNazou. RNA je
pfepsana do cDNA a nasledné provedena qPCR pomoci navrienych primer(. lzolace RNA
z explantatd (smésny vzorek 100 mg + 10 mg ze viech meriklonl obsaZenych v jedné barice) probiha
dle instrukci vyrobce kitu. RNA je pfed dalSim zpracovdnim oSetfena DNazou. Kvalita RNA je
ovérovana na 1% agardzovém gelu.

PREDMET INOVACE RESENIi

V ramci biotechnologickych metod a jejich vyuZiti u luskovin, zejména genetickych zdroji a
Slechtitelského materidlu u hrachu nejsou dosud dostupné pro Slechténi meriklony, prokazujici
odolnost vici vybranému druhu stresu. V pfipadé novych postupt je zarazen markerovaci systém,
zaloZeny na rozdilné expresi znamych gend, s cilem ovéfit zvySenou odolnost v souboru odrud a linii
hrachu a vybrat systém markerovani v in vitro podminkach.

POSTUP

In vitro testy — vybér médii, koncentraci testovanych faktort

Ze souboru genetického materidlu ve formé meriklonl, byly zaloZeny selekéni in vitro testy na
sledovani morfogenni a rdstové reakce. Jednonodalni segmenty z prytli (Obrazek 1.) byly vybrany a
pouZity k zaloZeni in vitro selekénich testll na vybér koncentrace PEG6000, Zn%** a NaCl. Zakladni
kultivacni médium je MSBO (Tabulka 1.).



Obrazek 1. Vstupni rostlinny materidl pro in vitro selekce, vyhledavani markerovaciho systému v

podminkach abiotického stresu a odolnych meriklond.
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Tabulka 1. SloZeni kultivaéniho média pro tvorbu mnohocetnych prytt, zdkladni makroprvky a

Pryt pouzity k ofezani nodalnich segmenta

Nodalni segment

mikroprvky (Murashige a Skoog, 1962) a B5 vitaminy (Gamborg a kol., 1968).

makroprvky médium zasobni roztok (g / 1000 priprava
(mg /1000 ml) ml) odpipetovany objem
CaCl; 332,02 6,64 komponenty postupné navazovat do kadinky,
KNO3 1900,00 38,00 rozpoustét v destilované vodé do konec¢ného
MgSOa 180,54 3,61 objemu 1000 ml; aplikace 50 ml zas. roztoku na
KH2POa 170,00 3,40 1000 ml média
NHaNO3 1650,00 33,00
mikroprvky médium zasobni roztok (mg / priprava
(mg / 1000ml) 1000 ml) odpipetovany objem
roztok A
CoCl,.6H.0 0,025 2,50 navazit, postupné pridavat
CuS04.5H,0 0,025 2,50 do 100 ml destilované vody;
Na:Mo004.2H,0 0,25 25,00 aplikace 0,5 ml zas. roztoku na 1000 ml média
Kl 0,83 83,00
roztok B
H3BOs 6,20 62,00 navazit, postupné pridavat
MnS04.H20 16,90 169,00 do 100 ml destilované vody,
7ZnS04.7H,0 8,60 86,00 aplikace 5 ml zas. roztoku na 1000 ml média
roztok Zeleza
Na:EDTA 37,25 7,45¢g navazit, rozpustit zvlast, smichat, zahfat az
FeS04.7H,0 27,85 557g roztok zeZloutne; aplikace 2,5 ml zas. roztoku na
1000 ml média
vitaminy médium zasobni roztok (mg / priprava
(mg / 1000 ml) 100 ml) odpipetovany objem
nikotinova kys. 1,00 10,00 navazit, postupné pridavat
pyridoxin HCI 1,00 10,00 do 100 ml destilované vody; aplikace 10 ml zas.
thiamin HCl 10,00 100,00 roztoku na 1000 ml média
ostatni slozky
myo-inozitol 100,00 mg navazit, rozpustit zvlast v 5 ml destilované vody; pFidat k ostatnim slozkam
media do kadinky
sacharéza 30,00g pfima navazka do kadinky, pfidani objemu roztokd makro, Zeleza a vitamind;
do kadinky magnetické michadélko a michat na magnetické michaéce do
Uplného rozpusténi
pH 5,5 méfeni a Uprava pH (za stalého michani)
agar (Difco Bacto) 55g pfima navazka, rozpustit ve vétsim objemu destilované vody a rozvafrit
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Biotesty zaloZzené na vybér koncentrace polyethylenglykolu PEG6000: 0; 33; 66; 99 g/I|

Jednd se o vybér koncentrace polyethylenglykolu PEG6000 priddvaného do
MSBO média pro navozeni situace sucha pro rostliny jako stresujici faktor.
PFi vysSich koncentracich jiz neni mozné docilit pevnosti kultivaéniho
média. Aplikace PEG6000 ma vyznamny vliv na zmenseni velikosti listové
plochy a rlst explantatd (hlavni morfologické parametry) jiz pri koncentraci
33 g/l. Rast kultur po 8 tydnech kultivace je vlivem aplikace PEG6000
vyznamné omezen (Tabulka 2). Zvysledkli sledovani exprese dvou
vybranych genli CAT a LEA (Obrazek 2) a rozdilné morfogenni reakce
kultivovanych noddlnich segmentl je zfejmé, Ze pro in vitro selekce miZzeme pouZit opakované
koncentraci 33 g/ PEG6000.

Tabulka 2. Vzhled kultur po 8 tydnech kultivace na MSBO (kontrola), a na médiich s pfidavkem 33 a 66 g/I
PEG6000.

Médium | Hrach polni, komeréni | Peluska, komercni | Pland forma, genové | Endemitni plany druh
odruda odrida zdroje
P. sativum Terno P. sativum Arvika P. nigroumbilicatum Vavilovia formosa
MSBO e ' 4R
MSB33
MSB66

Obrazek 2. Rozdilna reakce genotypu P. sativum Terno a P. thebaicum (genotyp 8) na pritomnost
PEG6000 v médiu. Zména exprese vyjadiena vici kontrolnimu médiu MSBO.

katalaza (CAT) - gen. "8" LEA - genotyp "Terno"
. B

Sampic
SYBR GresType  Cq , / Pesum_Temo_WSB
Prsum3_gend.| CAT  Unknown 197047 true % Pisumi_Terno_MS8
Pisum3_jen M58 CAT / Pisuma_Temo_Ms8

Pisums gens MSBS3 CAT  Unknown 2002994 true il o)
&t Pisuma_gons_MSE33
Praums_gens MSe3 _CAT U

g <
:

LEA

Intonsey (RFU)
Inensiy (RFU)
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Biotesty zaloZzené na vybér koncentrace NaCl: 0; 25; 50; 75 mM (1,461; 2,922; 4,383 g/I)

Jednd se o vybér koncentrace NaCl pfidavaného do MSBO média pro
simulaci podminek rdstu pti zasoleni. Po prvni pasazi (4 tydny kultivace na
médiich s NaCl) jsou viditelné rizné reakce genotypl na stres zasolenim:
bez vlivu, pfes mirnou inhibici az po zacinajici chlorézy a inhibici rastu. Po
8 tydnech (ukonceni selekce) jsou jiz zfetelné redukce rlstu dand
zkracovanim internodii nebo tloustnutim stonk, zvétSeni listové plochy,
chlorézy a redukované vétveni nebo naopak dlouzivy rlst. Priklady
vzhledu kultur z kultivaci explantatl na médiich uvadi Tabulka 3. Byl
pozorovan vliv na fotosynteticky aparat, zacinajici chlordzy. Z vysledku
vyplyvd, Ze dochazi ke snizeni suSiny explantatd vlivem pfidané soli (Obrazek 3.). Byl stanoven
stimulacni vliv na produkci susiny u koncentrace 50 mM NaCl v porovnani s nizsi koncentraci 25 mM
NaCl. Pro in vitro selekce v podminkach zasoleni Ize pouZit i vy$si koncentrace NaCl. Reakce
genotypu 1 (P. pseudoroseum) je odliSna od ostatnich testovanych genotypd.

Tabulka 3. Vzhled kultur po 8 tydnech kultivace na MSBO (kontrola), a na médiich s pridavkem 25
mM, 50 mM a 75 mM NaCl. Genotyp 1 - P. pseudoroseum a genotyp 2 - P. elatius.
Kontrola 25mM NaCl 50mM NaCl 75mM NaCl

1

Kontrola 25mM NacCl 50mM NacCl 75mM NacCl

Obrazek 3. Primérna susina explantatl (g), kultivovanych na médiu MSBO s pfidavkem 25, 50 a
75mM NaCl. Kontrola — 100%. Hodnoceno po 8 tydnech.
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Biotesty zaloZené na vybér koncentrace Zn(NO3)..6H,0: 0; 10; 100 mg/I|

V pripadeé selekci in vitro s ptidavkem zinku je nutné posuzovat dva faktory, tj.
odezvu na rust: susina, pocet prytQ, jejich délka, pocet vytvorenych nod( apod.,
eventualné morfologii (Tabulka 4.) a odezvu stresoru, vytvorenou susinu (g) a
koncentraci tézkého kovu v susiné prytli (Obrazek 4.).

Tabulka 4. Vzhled kultur po 8 tydnech kultivace na MSBO (kontrola) a na médiich s pridavkem 10 a
100 mg/l Zn(NOs3),.6H20.
Kontrola — TERNO 10Zn - TERNO 100Zn — TERNO

2 %

¥
o

Kontrola — HM-6 10Zn — M-6 100Zn — HM-6

Kontrola — P. theaicum 10Zn — P. thebaicum 100Zn — P. thebaicum

Zn selekce (% kontroly) P. pseudoroseum P. elatius P. dinocarpum P.koernickei* | P.sativum
TERNO

10 mg/l Zn délka prytu 97 101 83 105 155
pocet prytl 37 88 87 169 105
pocet nodll 140 85 88 98 171

100 mg/I Zn délka prytu 59 61 79 105 83
pocet prytl 45 42 87 132 90
pocet nodl 47 45 61 97 71

Zn selekce (% kontroly) P. thebaicum P.nigroumbilicatum P. mesomelan P.sativum P.sativum HM-6

MENHIR

10 mg/l Zn délka prytu 78 94 87 98 103
pocet prytd 84 121 121 107 86
pocet nodll 112 83 83 116 119

100 mg/lZn | délka prytu 118 102 80 49 67
pocet prytl 42 95 47 111 100
pocet nodl 55 68 42 47 128

Tolerance k Zn je patrna u genotypld HM-6 (embryogenni linie), dale u ,plvodnich” komercnich
odrd TERNO a MENHIR a genotypl 8, 10 a 11 (dle deskriptor(i v polnich podminkach cerveno-

8



Gfunk TH03030050-V003

fialové kvetouci a stfedné vzrlstny P. thebaicum, P. nigroumbilicatum, dle deskriptort v polnich
podminkach bile kvetouci a stfedné vzristny P. mesomelan). Lze konstatovat pozitivni vliv nizsi
koncentrace Zn a rovnéz inhibi¢ni vliv vy$si koncentrace Zn na rdst explantat(i, vyznamny vliv
genotypl na produkci susiny a zakoncentrovani Zn v pletivech a morfologii explantat(. Tento typ in
vitro selekce lze vyuzit pro ziskani odolnych morfotypt planych druhl hrachu dlouhodobou kultivaci
na médiich se zvySenym obsahem Zn v médiu. RUstova citlivost k zinku klesa v fadé: P. elatius > P.
pseudoroseum > P.mesomelan > P. dinocarpum > P.thebaicum > P.nigroumbilicatum > P. sativum
MENHIR > P. sativum HM-6 (odolnéjsi) > P.sativum TERNO > P. koernickei (nejodolné;si). Priimérny
obsah Zn u kontrolnich variant ¢inil 151,39+36,61 mg/kg susiny. Aplikace 10 mg/l Zn vedla
k primérnému zvyseni obsahu v explantatech 287,86+98,98; po aplikaci 100 mg/l Zn témér
desetindsobné zvyseni, 1307,87+396,98 mg/kg susiny.

Obrazek 4. Produkce susiny (g) a koncentrace Zn v susiné (mg/kg) v zavislosti na pfidané koncentraci
Zn%* v médiu: 10 a 100 mg/I. Plané druhy hrachu P. pseudoroseum (1), P. elatius (2), P. dinocarpum
(5), P. koernickei (7), P. thebaicum (8), P. nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11). Genotypy P.
sativum odrudy Terno, Menhir a Slechtitelska linie HM-6.

primérna susina na erlenku koncentrace Zn v susiné na erlenku
0,30 :[ 2000 -
0,25
0,20 i 1500
0,15 I 1000
0,10
0,05 i >00 il i -
oo I o ol &l & & 5l ol Al A i
NoA > O N O o RN
N % N N N
\.*Q \.*Q 'C\Q \*Q % ‘C\Q éQ N %Q ((/é‘?‘ \AQ *Q O*Q on «‘8\ 6ch & ‘C\Q \2\ &2*
Q NN <\ INAIRS) Qo (\ <\ QO QO N 8 o)
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Charakteristika meriklonti s vyuZitim obrazové analyzy

Charakteristiku meriklonU Ize provést predevsim na zakladé listové morfologie (Smykalova a kol.
2019). V MSC kulturach raznych planych forem lze pozorovat predevsim celokrajnost nebo az
pilovitost okraje listll. Tvarové variace listl i vramci genotypu in vitro kulturach (Tabulka 5.
v priloze) Ize pfisoudit vlivu kultivacnich podminek predevsim na rozvoj listd. Vliv MSBO média bez
fytohormond umozni sledovat drobné odchylky v morfologii mezi jednotlivymi meriklony, véetné
nezadoucich , kontaminaci”. Sledovanim vyrovnanosti listové morfologie v MSC kulturach mizeme
usuzovat na stabilitu genotypu in vitro.

Charakteristika genotypt v in vitro kultufe pomoci flow-cytometrie

Stanovenim ploidie listl nebo prytl v in vitro kulturdch Ize zjistit stabilitu chromozomové sadky,
ptipadny vyskyt mixoploidnich meriklon(. V Tabulce 6. jsou uvedeny priimérné velikosti genomu u
planych druh( a vybranych odrid hrachu. Ve vSech ptipadech se jednd o diploidni stabilni material.
Pokud se vyuZije indukovana polyploidizace, Ize ziskat tetraploidni meriklony.
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Tabulka 6. Stanoveni ploidie u planych druh( hrachu.

€. vz. nazev CV % mean X=

Kontrola P. sativum Protecta 5,14 211,78 2n

1 P. pseudoroseum 7,66 217,07 2,05 (2n)
2 P. elatius 7,38 209,40 1,98 (2n)
3 P. dinocarpum 6,36 191,92 1,81(2n)
4 P. koernickei 6,10 232,26 2,19 (2n)
5 P. thebaicum 10,65 231,87 2,19 (2n)
6 P. nigroumbilicatum 9,58 205,26 1,93 (2n)
7 P. mesomelan 7,54 232,40 2,19 (2n)
8 P. sativum HM-6 10,75 237,84 2,25 (2n)
9 P. sativum Menhir 8,38 212,85 2,01(2n)
10 P. sativum Terno 14,75 236,69 2,23 (2n)

Charakteristika meriklonti na zakladé zvySené exprese geni

Sucho, ve fyziologickém pojeti, mize byt vyvoldano nejenom nedostatkem srazek, ale i zvySenou
salinitou pUdy nebo i nekvalitni zavlahou. Tento abioticky stres ma dopad nejen na fyziologické
procesy rostlin (zavirani praduch(, vadnuti, zmény na Urovni bunky a cytoplazmy), ale i na expresi
gend, které hraji ulohu v odpovédi na tento druh stresu. Produkty téchto genli pomahaji rostliné
sucho prekondvat. Dle zplisobu zapojeni produktt téchto genl do regulacnich drah rostlin, se jedna
o skupiny genu spojenych s ¢innosti fytohormonu ABA a skupinu gen(l nezavislych na ABA. Dalsim
projevem nedostatku vody v rostliné je produkce volnych kyslikovych radikald (ROS) a vznik
oxidativniho stresu. Proto byly vybrany geny na ABA zavislé — AREB; geny na ABA nezavislé — DREB,
LEA a geny exprimujici se pfi zvySeném oxidativnim stresu — kataldza (CAT).

Hodnoceni exprese vybranych geni je vyjadrena koeficientem zvySeni v pripadé aplikace stresu
v kulturach in vitro, pt. aplikace 33 g/| PEG6000 (Tabulka 7.). ZvySend exprese genu LEA, pak DREB
2, 1 a nejméné genu CAT.

Tabulka 7. Priimérnd exprese — koeficient byl ziskan jako nasobek exprese genl u explantatd
rostoucich na médiu s PE6000 33 g/l a z kontrolnich médii (koeficient 1). Plané druhy hrachu P.
pseudoroseum (1), P. elatius (2), P. dinocarpum (5), P. koernickei (7), P. thebaicum (8), P.
nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11). Genotypy P. sativum odridy Terno, Menhir a
Slechtitelska linie HM-6.

genotyp LEA DREB1 CAT1
P1 0,7 0,4 0,9
P2 3,6 0,7 11,0
P5 2,5 2,6 0,1
P7 1,6 1,3 0,2
P8 38,4 5,4 0,3
P10 0,5 2,6 0,2
P11 1,7 0,5 1,4
Menhir 2,4 2,4 0,2
Terno 3,9 3,8 0,5
HM-6 1,0 0,3 0,4

10
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PRIKLAD VYUZITi

PFedpoklddanymi uzivateli vysledku jsou firma Agritec, s.r.o., Sumperk, ktera vyuZije meriklony k
rozsiteni zdrojl materidlu pro Slechténi a dale pracovisté zabyvajici se molekularni a biochemickou
detekci u in vitro materidlu (Chmelafsky Institut, s.r.0., Zatec) a dal3i subjekty zabyvajici se
uchovévanim meriklond nebo genetického materidlu (Genové banky CR). Vytvofeny a
charakterizovany meriklon je v souéasnosti vyuzit pro ziskani Slechtitelskych linii po pfevodu do ex
vitro podminek, je dostupny ve formé semenného potomstva (aplikace Gfunk_V04).

Aplikace s vyuZitim kombinovaného stresu in vitro

Selekce na zdkladé rozdilné exprese gen( souvisejicich s oxidativnim a osmotickym stresem.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8. V pripadé stresu PEG+NaCl byla v obou opakovanich (obdobi
2020 a 2021) sledovana zvySena exprese genu LEA u genotypl P2, P11 a HM-6; zvySend exprese
DREB 2 u genotypu P2 a HM-6; mirné zvySena exprese genu CAT u genotypu genotyp 10 (pouze v
roce 2020). V pripadé tendence stresu PEG pfidavkem Zn (PEG+Zn) byla pozorovdna zminéni v obou
opakovdnich (2020 a 2021): zvySena exprese genu LEA u genotypl P2, P11 a Terno; zvySend exprese
genu DREB 2 u genotypll P2 a HM-6; zvysena exprese genu DREB 1 u genotypu P2; mirné zvySena
exprese genu CAT u genotypl P8, P10, P11 a Terno (pouze v roce 2021).

Opakované zvySenda exprese genll LEA, DREB 1 a DREB 2 u genotypll P2 (P. elatius) a P10 (P.
nigroumbilicatum) u obou kombinovanych variant poukazuje na vyznamnou aktivaci obranych
mechanismui u téchto genotypl, kde predpokladame odolnost. Za desetindsobkem prijmu Zn a
zvysenou expresi zejména LEA genu stoji i morfologicky projev, P. elatius nebot je nejcitlivéjsi vici
Zn i v rastovych charakteristikach.

Tabulka 8. U vybranych genotypu exprese LEA, DREB 1 a DREB 2 v letech 2020 a 2021. Koeficient byl
ziskan jako nasobek exprese genl u explantatl rostoucich na médiich PE6000+NaCl (NaCl) nebo
PEG6000+Zn?* (Zn) a z kontrolnich médii (koeficient 1). P. elatius (2), P. thebaicum (8), P.
nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11), P. sativum Terno, P. sativum Slechtitelska linie HM-6.

LEA
genotyp NaCl 2021_exprese NaCl 2020_exprese Zn 2021_exprese Zn 2020_exprese
P10/gen10 0.224+0.109 0.028+0.400 11.670+1.019
P11/genll 1.54040.061 4.456+0.551 6.751+0.293 10.795+2.186
P2/gen2 2.043+0.567 3.534+0.599
P8/gen8 0.071+0.198 6.701+0.755 0.510+0.145 3.378+0.367
Terno 10.067+0.233 0.662+0.417 3.009+0.569 1.372+0.371
gen. HM6 1.208+0.897 0.587+0.590 _
DREB1
genotyp NaCl 2021_exprese NaCl 2020_exprese Zn 2021_exprese Zn 2020_exprese
P10/gen10 0.121+0.055 0.331+0.008 2.249+0.198 0.795+0.085
P11/genll 1.497+0.061 0.554+0.163 0.023+0.016
P2/gen2 1.006+0.157 0.938+0.083 2.981+0.109
P8 0.073£0.173 5.944+0.246 0.924+0.056 2.082+0.031
Terno 0.552+0.228 0.015+0.007 0.047+0.527 0.243+0.178
gen. HM6 0.745+0.506 _ 0.440+0.286
DREB2
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genotyp NaCl 2021_exprese NaCl 2020_exprese Zn 2021_exprese Zn 2020_exprese
P10/gen10 0.249+0.128 1.429+0.093 0.641+0.109 1.622+0.072
P11/gen1l 2.019+0.227 0.302+0.013 0.134+0.014
P2/gen2 2.134+0.133 1.035+0.044 2.347+0.132
P8 0.232+0.090 1.642+0.060 0.908+0.082 0.921+0.077
Terno 3.712+0.212 0.277+0.126 0.932+0.533 0.104+0.067

gen. HM6 2.092+0.404 _ 1.167+0.220 _
CAT

genotyp NaCl 2021_exprese NaCl 2020_exprese Zn 2021_exprese Zn 2020_exprese
P10/gen10 0.752+0.182 1.550+0.027 1.936+0.073 0.851+0.014
P11/gen11 0.967+0.066 0.168+0.004 1.508+0.287 0.145%0.002
P2/gen2 0.426+0.041 0.439+0.008 0.180%0.049 0.356+0.003
P8 /gen8 0.994+0.054 0.802+0.018 1.012+0.066 0.631+0.012
Terno 0.528+0.212 0.118+0.088 1.169£0.518 0.380+0.309
gen. HVI6 0.540+0.535 0.771+0.054 0.47610.128 0.671+0.036

Obrazek 5. Produkce susiny explantatu (g), obsah Zn na explantat (mg) a koncentrace Zn v susiné
(mg/kg) v zavislosti na aplikaci: PE6G000+NaCl (NaCl) nebo PEG6000+Zn?* (Zn. Plané druhy hrachu:
P. pseudoroseum (1), P. elatius (2), P. dinocarpum (5), P. koernickei (7), P. thebaicum (8), P.
nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11), P. sativum Terno, P. sativum linie HM-6.
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Genotyp P2 — P. elatius je odlisSny od ostatnich genotypU, se predpoklada existence pfirozenych
mechanismu odolnosti, pfedpoklada se zvySena exprese genl, ktera souvisi s oxidativnim stresem.
Drobny fenotyp, mensi pfijem Zn a pfirGstky susiny, zjevné i redukce rlstu v obou pfipadech
kombinovaného stresu. A jak reaguje genotyp ve smyslu exprese? Velmi vyrazné zvysena exprese
v porovnani s kontrolou (Tabulka 8) byla opakované zaznamendna u genu LEA zejména pfi PEG600
+ Zn (kontrola ma koeficient 1; Zn2020 ma koeficient 26,7 a Zn2021 ma koeficient 251). U stejné
varianty je zaznamendana zvySend exprese genu DREB 1 (2,9 a 29) a DREB 2 (2,5 a 21). Naopak
Exprese genu CAT byla snizena. Vliv na vysi exprese ma dlouhodoba kultivace na médiich in vitro
(vzdy druha uvedena hodnota). Tim se rovnéZz potvrzuje vyznam gen(i LEA a DREB1, 2 ve
stresovych podminkach. Obsah susiny na explantat po 8 tydnech kultivace na médiu bez stresort
Cinila v priméru 0,03 g. K obdobné vyznamné redukci doslo vlivem vSech induktor( stresu na
vytéZzek susiny 0,01 g. Pfesto byla zaznamenana jind odezva na pritomnost zvySené koncentrace Zn
v médiu, kdy doslo k 10-ti nasobnému zvyseni obsahu Zn v susiné explantat(. Pfijem Zn byl ovlivnén,
doslo k akumulaci jednak vlivem redukce susiny a jednak i diky zvySenému pfijmu Zn. Aplikace
PEG6000 + NaCl vedla k redukci pfijmu Zn, redukci rlstu a zvySené expresi zejména LEA genu.
Domnivdme se, Ze nejvyznamnéjSim z vybranych markerl stresu je gen LEA a vyznamnéjsim
induktorem reakce na stres je kombinace PEG6000 + Zn. Tento genotyp je plany druh, u kterého se
prepoklada regulace pfijmu Zn v zavislosti na intenzité a druhu stresu.

P11 - P. mesomelan je dalsi plany druh, kde byla zjiSténa zvySend exprese genu LEA, predevSim pfi
PEG600 + Zn (10,8 a 6,8). Susina na explantat byla o néco vyssi nez u P2, tj. 0,03 — 0,04 g. Redukce
rastu a prijem Zn probéhly podobné jako u P2.

Standartni stara odrtda hrachu P. sativum Terno prokazala pouze mirné zvySenou expresi genu LEA
v pfitomnosti PEG600 + Zn (1,3 a 3). U sSlechtitelské, embryogenni linie HM-6 se nepodafilo prokazat
velmi razantné zvySenou expresi LEA genu pfi opakovani. Ackoliv se nezdafilo potvrdit, presto byla
zvysena exprese DREB2 genu pfi obou druzich stresu, PEG600 + Zn (6 a 1,1) a PEG6000 + NaCl (6 a
2). Zajimavy je pohled na snizenou expresi GREB 2 a CAT genl, zejména u genotypu P8 - P. balticum.
U tohoto planého druhu hrachu doslo k amelioraci, potencidlné vylepSeni odolnosti stresu suchem
aplikaci Zn v porovnani se zasolenim, tento druh opét pfijima méné Zn.

Obecné snizena exprese genu CAT pfi aplikovanych stresech, je znacné rozkolisana. U nékolika
genotypl byla zaznamenana pomérné stabilni snizend odezva genu CAT na oba druhy stresu: u
genotypu P 8, HM-6.

U genotypli P2 a P8 byly prokazany snizené prijmy Zn, pfesto je exprese vybranych gend zejména u
genotypu P2 vysoka.

Charakteristika meriklont planych druht

U nové vytvorenych meriklont planych druhlG hrachu: P. pseudoroseum (1), P. elatius (2), P.
dinocarpum (5), P. koernickei (7), P. thebaicum (8), P. nigroumbilicatum (10), P. mesomelan (11)
zachycuje ziskané charakteristiky Tabulka 9.

13
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Tabulka 9. Popisné morfologické a reprodukéni charakteristiky meriklonl, véetné posouzeni
vyznamnosti zvySené exprese u vybranych genl LEA a GREB2, predikce odolnosti. *Pocet semen
ziskanych po dopéstovani rostlin z MS systému z vychozich 20 explantat(. Vyznamny vliv +++,
stfedni vliv ++, mirny vliv +.

Charakteristika

kvétu

Reprodukce
In vitro/ex
vitro*/
zakorenovani

PEG

NacCl

zn2+

PEG+NacCl

PEG+Zn?

2,0 prytd a 4,77
nodd / 49 semen
/45 %

+++

+++

1,6 pryti a 7,4
nodd /17 semen
/60%

+++

+++

+++

+++

2,47 prytt a 9,67
nodd /90 semen
/20 %

++H+

++

1,27 prytl a 8,6
nodd /23 semen
/22 %

5,53 prytl a
13,13 nodl / 19
semen /51 %

++

++

2,6 prytd a 10,7
nodd /70 semen
/ 44 %

++

++

C. Nazev

P1 | P. pseudoroseum

P2 | P. elatius

P5 | P.dinocarpum

P7 | P. koernickei

P8 | P.thebaicum

P10 | P.
nigroumbilicatum

P11 | P. mesomelan

2,7 prytd a 9,5
nodd /30 semen
/46 %

++

++

++
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V in vitro selekcich byl sledovan vliv jednotlivych stresor( na rlistové charakteristiky in vitro kultur:

Citlivost k PEG6000: Aplikace PEG6000 ma vyznamny vliv na zmenseni velikosti listové plochy a rlst

explantatd (hlavni morfologické parametry) jiz pfi koncentraci 33 g/l. Ristova citlivost (posouzeni
vzhledu kultur) klesa v radé: P. pseudoroseum > P. elatius = P. dinocarpum = P. thebaicum = P.
nigroumbilicatum = P. mesomelan > P. koernickei (nejodolné;si).

Citlivost k NaCl: Byl stanoven stimulacni vliv na produkci suSiny u koncentrace 50 mM NacCl

v porovnani s nizsi koncentraci 25 mM NacCl. Pro in vitro selekce v podminkach zasoleni lze pouzit i
vyssi koncentrace NaCl. Mirna rlistova odezva P. pseudoroseum je odlisSna od ostatnich testovanych
genotypd.

Citlivost k Zn: Rlstova citlivost k zinku klesa v fadé: P. elatius > P. pseudoroseum > P.mesomelan >
P. dinocarpum > P.thebaicum > P.nigroumbilicatum > P. sativum MENHIR > P. sativum HM-6
(odolnéjsi) > P.sativum TERNO > P. koernickei (nejodolngjsi).

V in vitro selekcich byl sledovan vliv kombinace dvou faktor( na rlstové charakteristiky in vitro
kulture:

SniZeni pfijmu Zn v pfitomnosti PEG a NaCl, zvySeni pfijmu Zn v pfitomnosti PEG a Zn, malo
akumuluji Zn - genotyp €. 2 (P. elatius), €.8 (P.balticum) a €. 10 (P. mesomelan) a hodné akumuluji
Zn - genotyp €. 7 (P. thebaicum), €.1 (P. pseudoroseum) a HM-6.

Charakteristika mutantnich linii — Slechtitelské linie

Posouzeni vlastnosti, exprese genl, u mutantnich linii a jejich rodi¢ovskych linii bylo zalozeno na
vybéru suchovzdorného materidlu. Mutantni linie W3 a rodi¢ovska W4, dale pak mutantni linie W5
a rodi¢ovskd W6. Mlzeme je porovnat v reakcich na stres prostifednictvim sledovanych gend,
markerU na stres. Primérné hodnoty koeficientl ze dvou opakovani (obdobi 2020, 2021).

Tabulka 10. Zaznam zvySené exprese u Slechtitelského materidlu, mutantnich a wt linii hrachu (P.

sativum).
Zvysena exprese LEA NaCl LEA Zn DREB2NaCl | DREB2Zn | DREB1NaCl | DREB1Zn
W3 AGT - 3mt 5,0+1,6 2,7+0,01 2,2+4,7
W4 AGT - 3wt 4,2+2,8 2,7+0,1
W5 AGT — 1mt 5,2+5,6 17,9+18,8 4,7+4,75 3,9+2,26 2,1+1,1
W6 AGT — 1wt ,013, 13,5+16,4 6,913,4 13,2+16,7 15,3+8,1

Charakteristika meriklont Vavilovia formosa

Byla vytvorena fenotypizace nékterych moznych morfologickych odchylek nebo typ( z dlouhodobé
MSC kultury V. formosa. Nejvyznamnéjsi morfotypy jsou udrZzovany na MS nebo zakoferiovacich
médiich. Vlivem indukované polyploidizace doslo k vyznamnym morfogennim zménam, zejména ke
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ztloustnuti stonku a zvétSeni listové plochy. Soupis moznych morfotypl meriklon( je uveden v

Tabulce 11.

Tabulka 11. Tvorba morfotypd (1 - 8) u novych meriklonl Vavilovia formosa vlivem indukované
polyploidizace.

tmavé zelené
stfedni listy a
baze placata =
akumulace
pupenl

1 2 3 4 5 6 7 8
kroucené robustni zakrslé az silnéjsi kratsi dlouhé stonk vétvené
stonek trpaslici stonky velké listy internodia J
z 4 L
2A zakrslejsi a
kratsi rorGstani A
1 . . prorst: aA 6C oA 7 8
s internodia — UZlabnich A i1 kratsi . a normalni
prodlouzené . silnéjsi stonky Vetsi listy . . a slabé stonky .
kumulace, pupenl a internodia rast
stredni listy drobné az
stredni listy
3B
4E 4
kratsi 5 4B 4 M VSC 6 v . . V.S "
. R b - - vétsi listy a vt s delSi a vétvené a siln&jsi kratsi
internodia a velké listy trpaslici a trpaslici (oo a vetsi listy N
o normalni rdst uprostred stonky
drobné listy
9
kratka 4E
4 ac 2 ata@ o
Ly » Vetsi listy a kumulovana 4D vétvené
trpaslici a a kratsi ) . . M . M
siln&i&{ stonk vétvend kratsi internodia na a vétvené uprostied a
. 4 internodia bazi a stfedni delsi stonky
listy
> . 8{'\ 6B 4D
8B a zkracena o x . .
N . . ; a malo vétvené a dlouhé
a stfedni listy robustni internodia a Y
M . a stredni listy stonky
stonek vétvené stonky
9
stredni listy a 6B
kratka malo vétvené
kumulovana dlouhé stonky
internodia na a stfednf listy
bazi,
10

8B
stredni listy a
silnéjsi stonky

2A
a kratsi
internodia —
kumulace a
stfedni listy

6B
stredni listy a
malo vétvené
dlouhé stonky

Charakteristika hybridi — nové materialy, vneseni novych vlastnosti
Hybridni materidly ve Stépici F2 generaci jsou zdrojem morfologické a genetické variability.
V generaci F2 lze nalézt znaky, které jsou ovlivnéné kiizenim a zejména geneticky kddovanou
dédi¢nosti (dominantni nebo recesivni znak). F2 generace in vitro je zdrojem variability morfotypl i
v pfipadé sledovani reakci na rlizné druhy stresu (Tabulka 12.).

16



Gfunk TH03030050-V003

Tabulka 12. Hybridni material vznikly cilenym kfizenim modernich komercnich odrdd hrachu
s planymi druhy hrachu. Charakteristika materidld v F2 generaci ve sklenikovych a in vitro
podminkach. Reakce morfotypl v rGznych in vitro selekénich podminkach indukovaného stresu
véetné sledovani vybranych genovych markerd.

kfizeni F2 hybrid 100% klicivost
F2 ¢.6 | P.sativum LG ASPEN x | bez antokyanové skvrny, bily kvét, vysoky, plodny, kvete pozdéji, pozdéji dozrava,
P. glaucospermum nevétvi / vétvi pomér 4/6, podlouhle vejcity, celokrajny list, poet rostlin s Gponky
svétly x svétly / bez Gponk s listy odpovida pomeru 4/6
F1 hybrid W -
F3 generace Stépeni
Rostlina s Uponky — krémova barva kvétu, bez skvrny, Zlutozelena barva semene
Rostlina bez Uponk( s listy — svétle fialova barva kvétu, vyrazna skvrna, svétle
hnéda fialové te¢kovand barva semene
F2 ¢.6 Mikropropagacni Morfotypy
in médium B6 dlouhé pryty, dlouha dlouhé pryty, kratka listy celokrajné,
vitro internodia internodia Spicaté
5,383+0,246 47,215%0,415
DREB 1 0,33710,261 1,101+0,442
DREB 2 0,81910,288 0,94510,411
CAT 0,525%0,245 0,25510,410
ktizeni F2 100% klicivost hybrid
F2¢&.8 | P. sativum KingFisher x | antokyanova skvrna, fialovy kvét, pozdé&;jsi kveteni a zralost, vysoky / nizky vzrist
P. thebaicum pomér 6/4, nevétvi / vétvi pomér 2/8, podlouhle vejéity, celokrajny, pocet rostlin
svétly x tmavy s Uponky / bez Gponki s listy opovidd poméru 5/5
F1 hybrid (o
F3 generace Stépeni
Tvar okraj listku — celokrajny / Fidce pilovity
Rostliny bz Uponku s listy nebo s Uponky - svétle fialova barva kvétu, vyrazna
skvrna, Sedozelena fialové teckovana barva semene
F2¢.8 Mikropropagacni Morfotypy
in médium B6 kratké pryty, vétveni v prvnim drobné listy, dlouhy ztlustly pryt,
vitro kratka nodu celokrajné, do listy zubaté
internodia
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LEA 7 0,026+0,681 0,950+0,317

DREB 1 2,670+0,285 0,755+0,338
DREB 2 0,374+0,287 0,947+0,261
CAT 1,456+0,279 1,221+0,282

ZAVER

Funkéni vzorek: ,Meriklon s vnesenymi novymi vlastnostmi” byl pfipraven na zdkladé znalosti
ziskanych pfi feSeni navrzenych aktivit, jez jsou soucasti projektu TH03030050. Experimentdlni
poznatky byly vyuZity k charakterizaci ziskanych meriklon( u hrachu. Jednd se o soubor metod, které
lze vyuzit k ziskani informaci o odolnosti vici suchu a zasoleni (aplikace PEG6000 a NaCl) pro
jednotlivé genotypy. Vyuzitelny markerovaci systém je zaloZen na expresi gen(, které obecné maji
spojitost s oxidativnimi a osmotickymi stresy (zvySend exprese gent LEA, DREB1, DREB2 a snizena
exprese genu CAT). VyuZitelnost pfipraveného funkéniho vzorku byla ovérena v in vitro selekcich
s MSC kulturami pro ziskani perspektivnich materidll, konkrétné u planych forem hrachu, F2 in vitro
populace hybridnich material( a Slechtitelskych linii.
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