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CHARAKTERISTIKA FUNKCNiIHO VZORKU

Jedna se o definovani zplsobu pfevodu rostlin ex vitro, kdy pro rostliny dochazi ke zméné
kultivacnich podminek. Postupné otuzovani na zménu klimatickych podminek vyzaduje velmi
citlivé nastaveni péstebnich podminek. Soudasti je nastaveni doby aklimatizaéni faze v
zavislosti na citlivosti genotypl, definovdni substratu vzhledem k pozadavkim hrachu,
specialni oSetfeni zakofenénych prytl napf. proti vyskytu patogen( (pfechod ze sterilnich do
nesterilnich podminek). PIné funkéni postup aklimatizace umozZni dosazeni dopéstovani
zakorenénych prytd jako nového Slechtitelského materidlu. NamnoZeni semenného
potomstva slouZi k ziskani dostate€ného mnozstvi osiva k testovani v polnich podminkach, k
prokdzani zjisténé odolnosti a vyuziti jako jedine¢ného materialu.

PODSTATA TECHNICKEHO RESENi

Faze aklimatizace rostlin je charakterizovdna zejména ztratou turgoru (vysoka vlhkost ve
zkumavkach in vitro) a vytvorenim plné funkcnich zejména pokoZzkovych pletiv. Tyto zmény
jsou Casto provazeny snizenim Zivotaschopnosti nebo odumiranim jiz in vitro zakorenénych
rostlin.

Soucasné techniky konvencniho Slechténi zahrnuji pomérné zdlouhavé postupy pfi vytvareni
novych genotyp(, odrlid. Aplikace biotechnologickych metod znaéné zefektiviuji tento proces
(doba slechténi, pracovni a energeticka narocnost). Rostlinné biotechnologie dokazou zkratit
proces az 4-5x, pred trinim potencidlem téchto biotechnologii je nezbytné provést
optimalizaci pro plodinu, pro rostlinny druh a genotyp. Kritickym koncovym krokem je pfevod
rostlin z in vitro do ex vitro podminek a zachovani reprodukceschopnosti ziskaného materialu.
Lze provést indukované kveteni in vitro (nékteré druhy luskovin), techniku embryo rescue
(velmi obtizné) nebo vyuzit kompatibilni rhizobidlni symbiotické kmeny. Proto je
mikropropagace meriklont stdle nejvyhodnéjsi.
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PREDMET INOVACE RESENIi

Na zékladé predchozich vystupd (Smykalové a kol. 2019, Sedivé a kol. 2020) doslo u vétsiny
planych druhd hrachu pfi prfevodu zakofenénych rostlin z perlitu do péstebniho substratu
k velkym ztratdam. U dlouhodobych pasazich in vitro kultur (dlouhodobé kultury), kde rovnéz
dochazi ke snizeni schopnosti zakoreriovani, pfi prevodu z perlitu do péstebniho substratu
prezije primérné 76,6 + 8,7 % rostlin. U planych druh( hrachu, kde se odvozuji MSC kultury
z nakli¢enych semen a po kratkodobé pasazZi se z ni ziskavaji pryty na zakorenovani dle vyse
zminéné metodiky (Smykalova a kol. 2019), byly zjistény primérné ztraty jiz zakofenénych
rostlin v perlitu 67,6 £ 13,4 % a nasledné v péstebnim substratu 57,1 + 14,7 %. Ztrata rostlin
mezi perlitem a substratem nebyla jiz tak vyznamna 85,1 + 15,4 %. Mezi jednotlivymi planymi
druhy byl rozdil v aklimatiza¢ni schopnosti.

Prvni krok je stejny B6 médium (100 %), nasledna kultivace rostlin na médiu miZe ovlivnit
pocet zakofenénych rostlin (Tabulka 1).

Tabulka 1. Vliv kultiva¢niho média na Uspésnost tvorby kotfenu pro jednotlivé pryty (vyhony).

% MS médium (zakoreriovaci) | Usp&snost | MSBO médium -> % MS | Usp&snost
(%) médium (zakofenovaci) (%)

Perlit 27,1+13,0 | Perlit 55,8+7,7

Substrat 12,8+8,5 | Substrat 40,7+14,9

Inovativni pfistup je vytvoreni systému prevodu rostlin z aklimatiza¢ni faze do in vivo
podminek poplatného pro celou fadu genotypl u hrachu v ndvaznosti na biotechnologické
pfistupy. Parametrem hodnoceni pfi porovnavani nékolik zplsobl aklimatizace je pocet
dopéstovani rostlin do semen. Kvalita rostlin je duUleZitym parametrem pfi posuzovani
vhodnosti zvoleného systému.

POSTUP
Formulace sloZeni substratu

Perlit je chemicky neutrdlni inertni nosi¢ vhodny pro mladé rostlinky, ktery je vyuZitelny
zejména v aklimatizacni fazi pro své tepelné a vlhkostni vlastnosti. Nova formulace péstebniho
substratu v aklimatizaéni fazi byla zaloZena i na poZadavcich hrachu, jako plodiny. Vétsina
zahradnich komercnich substrat(i ve svém sloZeni pouziva jako prevazujici dil raselinu a kGrovy
humus, které doddvaji témto substratliim specifické vlastnosti v€etné kyselé padni reakce (pH
5,5 Agro CS, c.s. Rikov, Ceska republika). Z péstitelského hlediska, hrach vyzaduje rad zasaditou
puadni reakci (optimum je 6,2 — 7, https://www.agromanual.cz). Doporucené slozZeni je
raselina, klirovy humus, jil a pisek, pH 6-7, bohaty na NPK Ziviny, odleh¢eno perlitem.

Aklimatizace rostlin — aplikace podpory rlstu

Technické fesSeni této faze, kterd je rozhodujici pro dopéstovani rostlin do semenného stavu,
velmi zavisi na typu in vitro kultur, ze kterych rostliny vstupuji do této faze, a genotypové
vybavy celit osmotickému stresu. Zmirnéni Gcinkd mlzeme prispét rdznymi podpUrnymi
prostifedky na rozvoj kofenové soustavy a technicky i aklimatizaénimi jednotkami, které jsou
dostupné na trhu.


https://www.agromanual.cz/
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Stimulatory rozvoje kofenové soustavy

Stimulator AS-1 (AgroBio, s.r.o. Opava, CZ) obsahuje kyselinu p-naftyloctovu a kyselinu
nikotinovou. Podporuje tvorbu kotfent. Koreny rostlin se vlozi do pudru a prebytek se oklepe
zpét do nadoby, takto polozime Sikmo do substratu, opatrné pfihrneme, aby se nesetrel ulpély
stimulator.

Symbiotické inokulum, bakterialni suspenze Rhizobium sp., 10’ CFU/ml. Indukce tvorby hlizek
se provede in vitro inokulaci kofent specifickym kmenem symbiotickych bakterii za sterilnich
podminek (Barbulova a Chiurazzi v Marquez, 2005). Ve flowboxu probiha naliti média do
kultivacnich misek pro tkanové kultury o velikosti 120x120 mm nebo Petriho misek o priméru
90 mm, 50 ml nebo 25 ml 1/2MS média. Po ztuhnuti média se do kazdé kulivacni misky prida
sterilni pualkruh filtraniho papiru. Pro inokulaci kazdého primarniho korfenového meristému
se pouzije 20 pl bakteridlni suspenze a misky se utésni Parafilmem. Hlinikova félie je omotdna
kolem spodni ¢asti misek, aby udriovala kofeny ve tmé (Obrazek 1.). Ctyfi dny po infekci se
filtracni papir odstrani (aby se zabranilo vysuseni) a rostliny se ponechaji pro dalsi rist na
stejnych miskach. Rast inokulovanych rostlin po infekci probiha pti 23 °C, fotoperioda 16/8
hodin, 246 LE s m™. Inokulované rostliny se poufZiji pro pfevod do nesterilnich podminek
v hydroponickém systému nebo pfimo do substratu.

Obrazek 1. In vitro inokulace: vlastni inokulace bakteridlni suspenzi, vyvoj kofenového
systému rostlin, rostliny pfipravené pro prevod do nesterilnich podminek (kli¢ni rostliny nebo
dobte zakorenéné rostliny z in vitro kultur).
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Ochrana kofenl pred pudnimi fytopatogeny

Fungicid MAXIM XL 035FS (Syngenta Czech a.s., Praha, CZ), komplexni dvouslozkové fungicidni
motidlo ve formé kapalného suspenzniho koncentratu (Gcinné latky: 25 g/I fludioxonil a 10g/I
metalaxyl-M) urcené k ochrané osiva a vzchazejicich rostlin proti houbovym chorobam
pfenosnym osivem i pldou, bez negativniho vlivu na kli¢ivost, ochrana proti hnilobdm
vzchazejicich rostlin, jejichz pri¢inami jsou fuzaridzy (Fusarium spp.).

Biopreparat Polyversum Biogarden (Biopreparaty, s.r.o., Uherce, CZ), mikrobiologicky
fungicidni prepardt pouZivany k ochrané rostlin proti houbovym chorobam napadajicim
predevsim koreny, kofenové krcky Ci paty stébel. Jeho hlavni ic¢innou slozkou je mikroskopicky
houbovy organismus (Oomyceta) Pythium oligandrum. Maceni kofenl sazenic 0,05 %
suspenzi pripravku (0,5 g / 1 1) pred vysadbou.

Technické rFeSeni aklimatizacni jednotky
Erlenmayerovy bariky, minipainiky, hydroponické systémy

Obrazek 2. dokumentuje technické moznosti pro zajisténi aklimatizani faze rostlin pfi jejich
pfevodu z in vitro do ex vitro podminek. Hydroponie je moderni systém péstovani rostlin
v umélych podminkach rlstu, kde je moznost zvySené vzdusné vihkosti a posileni kofenového
systému pred prevodem do nesterilnich podminek, do pevného substratu. Omyvani kofenu
destilovanou vodou k odstrafiovani zbytk( z kultivacniho média, véetné cukernych slozek,
které mohou zvySit moZnost napadeni kofenovymi patogeny substratech nebo aplikace
zivného roztoku, k posileni rozvoje korenové soustavy. VyuZiti malych hydroponickych
jednotek dovoluje napftiklad aplikace spojené s navozenim stresu suchem dodanim do Zivného
roztoku PEG6000. Za téchto podminek Ize odebrat vzorky k dalSim analyzam.
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Obrazek 2. Technické feseni aklimatizace rostlin — pouZiti Erlenmayerovych banék s perlitem,
minipafnik( s kontejnery, nebo hydroponické jednotky.

Obrazek 3. Prevod rostlin zi \;itro podminek (dlouhodobé kultury) a simulace stresu
v hydroponii, vyuziti PEG6000.
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Soucasti Gfunk jsou dva systémy: aklimatizacni a inokulacni.

U klimatizacnich systémU nevyhodou je kolisava vysoka vihkost, kterd je pfic¢inou urcité ¢asti
ztrat rostlin. Navrhovany aklimatizacni systém je nutné pravidelné zvlhovat a denné
kontrolovat stav prevedenych rostlin. Ktomuto ucelu v pfipadé minipafnikQ lze vyuzit
senzorické zabarveni silikagelu, ktery od¢erpava prebyteénou vlhkost ze systému.
V hydroponii Ize vyuzit kratkodobé kultivace a ptevodu rostlin do miniparnika.

Inokulacni systémy vyZaduji predevsim ovéreni kompatibility symbidzy s danym genotypem
luskovin. Specificita procesu je zakladni pfedpoklad Uspésnosti. Vyhodou je nendrocny proces
in vitro inokulace a moZnost prevodu do sterilniho substratu v podminkach miniparniku.

PRIKLAD VYUZITi
Péstovani — faktory Uspésnosti

Pro sledovani funkcnosti rdznych systému a zplsob( aklimatizace a Uspésnosti prevedeni
rostlin in vitro bylo vyuZito nékolik material s rlznou Urovni zakorenéni a prevoditelnosti.
Testy byly provedeny s témito materialy: odriada Eso (in vitro rizogeneze je 19 %), plané formy
hrachu (in vitro rizogeneze je 20-80 %), dlouhodoba kultura hrachu Bohatyr z roku 1983 a
odvozené meriklony BOH 3, 6 a puvodni kultura 10/83 (nizka Uroven in vitro rizogeneze 12,7
%) a Vavilovia formosa (in vitro rizogeneze je 25-30 %).

Tabulka 2. Testovani rliznych zplsob( zakoteriovani a prevodu zakorenénych rostlin do ex
vitro podminek.

Systém médium Uspésnost rizogeneze (%)

In vitro 10/83 BOH3 Vailovia BOH6

B6 médium % MS médium (zakoferiovaci) 11,6945,58 10,0245,14 - 6,96+7,87

MSBO médium % MS médium (zakoreriovaci) 15,54+4,14 11,2447,32 - 8,91+1,72

médium IBA+NAA % MS médium (zakoreriovaci) - - 26,7+4,5 -

In vitro inokulace - Rhizobium sp., | substrat Eso BOH3 BOH6 10/83

Azotobacter

Miniparnik zemina 100 100 0 0

In vitro grafting substrat Vavilovia plané druhy Hybrid F2

perlit 56,71+27,41 22,2 66,6

In vitro grafting + In vitro inokulace substrat Vavilovia

perlit 55,6
Uspésnost aklimatizace (%)

Aklimatizace 10/83 BOH3 BOH6 Vavilovia
(in vitro
grafting

Miniparnik perlit - zemina 77,50+7,21 72,05+19,42 | 69,08+21,53 | 43,3+29,4

plané druhy odriidy Vavilovia
(in vitro
grafting

Hydroponie - minipainik zemina 100 100 40

Hydroponie - sklenik zemina 36,4 62,5 -

Ex vitro / In vivo Uspésnost péstovani (%)

Eso BOH3 BOH 10/83 Vavilovia
6 (in vitro
grafting *
in vitro
inokulace
zemina + Polyversum 100 100 25 0 -
zemina + NAA 100 100 - 66,7 33,3
zemina+Polyversum+silikagel - - 62,5
zemina+NAA+silikagel - - 57,2
zemina + MAX 100 - -
zemina - - 30
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Vysledkem testovani jsou pro kazdy sledovany genotyp rozdilné podminky pro zlepseni
aklimatizac¢ni faze (Tabulka 2.). U dlouhodobé kultury hrachu odvozené od odridy Bohatyr 10
/ 83, ktera je od roku 1983 v in vitro kulture, a dalSich dvou odvozenych dlouhodobych linii
BOH3 a BOHS6, je zakorenovani jednotlivych prytd mozné zvysit uplatnénim kultivace prytd na
MSBO médiu bez fytohormonl. Béhem zakoremovani lze uplatnit in vitro inokulaci
symbiotickymi rhizobidlnimi N fixujici kmeny bakterii (4-5 dn(). In vitro inokulace nema vliv
na preziti rostlin u odridy Eso a linie 10 / 83, ale u linii BOH3 a BOH6 doslo k odumfeni rostlin
v substratu v podminkach miniparniku. In vitro grafting je stara technika, ktera by mohla
v budoucnu byt prospésna pro in vitro kultury, kde se nepodafi in vitro zakofenéné pryty
prevést in vivo, tzn, preklenout aklimatizaCni fazi. Tak se nabizi Vavilovia formosa. U této
rostliny je ve vyvoji aplikace tohoto postupu. V porovnani sjinymi genotypy, dosahuje
srovnatelnou uroven hybridizace korfen( a prytd jako jiné semenné hybridni materidly (F2) a
vySSi Urovné nez nékteré plané formy hrachu.

Aklimatizacni faze je nejcitlivéjsi ¢asti testovanych materidld. Systémy, které funkéni vzorek
nabizi je miniparnik s pfevedenymi rostlinami ptimo z in vitro do substratu, Ize vyzkouset
rizné podplrné prostiedky pro zakorenéni nebo na ochranu rostlin vici fytopatogenim,
zejména kofenovym. Aklimatizacni faze z perlitu do substratu je provazena ztratami u linii 10
/ 83, BOH3 a BOH®6 priblizné ze 30 %, u Vavilovia formosa mnohem vyssimi priblizné ze 60 %.
Pokud predchazi jesté kratkodoba aklimatizace v hydroponii (7-10 dn() pfed minipainikem
mulzeme pocitat s bezztratovymi prevody rostlin u planych druh( nebo odridy Eso, u Vavilovia
formosa je preziti kolem 40 %. Pokud je prevod uskutecnén bez vyuziti minipafniku pfimo do
substratu v kontejnerech muze dojit opét k vysokym ztratam rostlin, vice u planych forem (30-
40 %) nez u odrld (priblizné 60 %). MGzeme shrnout, Ze citlivost planych forem k aklimatiza¢ni
fazi je vyssi nez u odrad hrachu.

Pfi prevodech z in vitro nebo z aklimatiza¢ni faze do substratu 2,5 : 1 : 1 (péstebny substrat :
kfemicity pisek : zeolit) byly vyuZity nékteré podpurné prostredky jako je Stimulator AS-1
obsahujici v praskové formé (obsahuje korfenovy stimuldtor NAA) nebo Biogarden Polyversum
zalivka obsahujici spory mykoparazitické houby (Pythium oligandrum). Pti porovnani Gcinnosti
NAA a Polyversum u odrldy Eso obé varianty odpovidali kontrolnimu oSetfeni s fungicidem
MAX XL 035 FS (Syngenta a.s., CR), 100 % prevoditelnost rostlin. U linie BOH3 je poufiti
Polyversum nebo NAA dalSi z moZznosti, aby nedoslo ke ztrdtam. U linie BOH 6 s aplikaci
Polyversum preZilo jen 25 % a u linie 10 / 83 nepfeZila Zadna z rostlin. Pro linii 10 / 83 je mozna
aplikace NAA. U Vavilovia formosum bez aplikace nebo s NAA prezilo pfiblizné 30 %,
Polyversum nebo NAA v kombinaci se silikagelem, ktery absorbuje prebytecnou vlhkost
z miniparnikd je mozné dosahnout zvyseni preZiti prevadénych rostlin pfimo z perlitu.

Dopéstovani linii z in vitro selekci

DuleZitd hodnotici ¢ast pro Uspésnost aklimatizacni faze je reprodukce schopnost linii.
Péstovani do semenného stavu je mozné v kontrolovanych podminkach rlstu (napr. péstirna)
nebo ve skleniku. Ve sklenikovych podminkach lze ziskat nasledujici generaci (pfesev semen).
Reprodukce schopnost je zavisla na genotypu (Tabulky 3, 4, 5). MzZeme ziskat napfiklad
potomstvo in vitro selektovanych linii s cilem dalSiho vybéru na zdkladé selekéniho znaku a pro
namnozeni s cilem dalSiho Slechténi. Reprodukce semen v druhé generaci po presevu je vyssi
a davd ndm moznost vybéru. Pokud se vyskytne somaklondlni variabilita popfipadé mutace,
mulzZeme ji dobre popsat ve sklenikovych podminkach.
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Tabulka 3. Pocet semen ziskanych z in vitro potomstva linii dlouhodobé kultivovanych na
zvysené koncentraci Zn v médiu (100 mg/l) a potomstvo ziskané presevem osiva

v sklenikovych podminkach.

Pocet Pocet Pocet Pfesev ve | Pocet Pocet
rostlin luski/pocet semen | skleniku — | luskii/pocet | semen/lusk
Genotyp v ey v
péstirné semen na lusk | pocet semen
rostlin
P5 | P.dinocarpum 3 20/ 36 1,8 6 29/85 2,9
P11 | P. mesomelan 13 25/87 3,5 5 23 /151 6,5
P12 | P. abyssinicum 1 4/7 1,8 5 8/30 3,7
P7 P. koernickei 4 20/ 44 2,2
P8 P. thebaicum 4 53/49 0,9

Tabulka 4. Pocet semen ziskanych z in vitro potomstva ziskanych cestou in vitro graftingu
planych druh( a dlouhodobych kultur slechtitelskych linii z PEG a NaCl in vitro selekce .

in vitro grafting planych druhi
Genotyp Pocet luski/pocet semen Pocet semen na lusk
P10 P. nigroumbilicatum 4/24 6,0
P13 P. fulvum 5/7 1,4
PEG a NaCl
Genotyp Pocet luski/pocet semen Pocet semen na lusk
w1 Ipa 1-150-81 mutant 1/2 0,5
w2 Ipa 1-2347-144 mutant 4/5 1,3
w3 AGT 3LM mutant 11/23 2,1
w4 AGT 3 Lwt 6/7 1,2
W5 AGT 1LM mutant 4/5 1,3

Tabulka 5. Pocet semen ziskanych z in vitro potomstva F2 hybridnich linii ¢.6 a ¢.8.

Genotyp Typ Pocet luski/pocet | Pocet semen na lusk
semen
F2¢.6 P. sativum LG Aspen x P. ssp. | Uponky 2/4 2,0
glaucospermum
F2¢.8 P. ssp. balticum x P. ssp. 1A 6/9 1,5
pseudoroseum 1B 2/3 1,5
1C 18/ 29 1,6
2A 29/50 1,7
2B 12 /27 2,3
2C 15/23 1,5

Schopnost produkce semen a jejich pocet na lusk je genotypové zavisly. Jedna se predevsim o
mohutnost rostlin a vytvoreni plodnych vyhon(, které spolurozhoduji o vynosu semen na
rostliné. V podminkdach dopéstovani rostlin regenerovanych z in vitro podminek se vidy
ocekdva nizsi vynos, nez je tomu ve sklenikovych podminkach pfi pfesevu semenného
potomstva. Nicméné, lze i u vzacnych materidll v pripadé selektovanych nebo hybridnich
materiald s ohledem na UspéSnou aklimatiza¢ni fazi ziskat pocetné potomstvo. Obvykle
pramérny pocet semen kolisa mezi 1-2 semeny na lusk.

Zavér

Funkéni vzorek , Definovani zplsobu prevodu rostlin ex vitro“ byl pripraven na zakladé
znalosti ziskanych pfi feSeni navrzenych aktivit, jeZ jsou soucasti projektu TH03030050.
Podafilo se vytvorit nové zplisoby prevod( rostlin z in vitro do ex vitro a zajistit zvySeni preziti
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u nékterych vzacnych genotypt hrachu. Uspésnost pouZiti zvolenych kombinovanych pfistupt
je genotypoveé zavisla, ale aplikovatelna na dalsi rostlinné druhy.

UzZivateli vysledku budou Slechtitelé, Agritec s.r.o., SEMO a.s. Smrzice, SELGEN CZ a.s.,
pfipadné dalsi zajemci (Genova banka apod.). Procesné spojené vystupy z projektu
TH03030050, umozni rozsifit biotechnologické aplikace Slechténi hrachu a vyuzit cely proces i
pro udrzovani genovych zdrojl hrachu formou in vitro genové banky.
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