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Konzervace a regenerace genetickych zdroji vegetativné mnoZenych druhii rostlin —
soucasné problémy a pristupy Kk jejich FeSeni

Ladislav Dotlacil
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby Praha 6 - Ruzyné

Souhrn

Konzervace genetickych zdrojii je strukturovanym problémem, optimalni reSeni je nutné hledat
pro konkrétni cile konzervace, rizné druhy konzervovanych materialii i s ohledem na technické
moznosti. DulezZitym kriteriem vSak vzdy zustava bezpecnost konzervovanych genetickych zdrojii.
V prispévku jsou porovmavany metody “in situ” a “ex situ” konzervace, jejich vyhody, moznosti
uplatnéni i nékterd omezeni. V CR je uchovéavdno témér 48 tisic genetickych zdrojii, z toho vsak 11,6%
polozek vyzaduje regeneraci. V kolekcich prevladaji generativné mnozené druhy (38,8 tis. polozek, tj.
82,4 % vsech polozek; 89,5 % téchto zdroju je dlouhodobée ulozeno v genové bance, 10,5 % je stile
jesté potreba regenerovat a predat do genové banky). U vegetativné mnozenych druhii (8,6 tis.
polozek) previada konzervace v polnich kolekcich (6,4 tis. polozek), nasleduje uchovani ,,in vitro* (2,1
tis. polozek). Od roku 2003 rozviji cinnost kryobanka, kde je dosud ulozeno pres 100 vzorkit od 7
vegetativné mnozenych druhii.
Kli¢ovd slova: genetické zdroje rostlin, konzervace, stav v Ceské republice

Summary

Conservation of plant genetic resources is a structured task and optimal solutions have to be
searched for particular goals of conservation, with respect to different species as well as to available
technical facilities. In general, ssecurity of plant genetic resources maintained is the principal
criterion of conservation. Methods of “in situ” and “ex situ “conservation are further discussed with
respect to their advantages, possible applications and limitations. There are maintained almost 48
thousands of genetic resources in Czech Republic, but 11.6 % of them needs regeneration. Seed —
propagated species are prevailing (38.8 th., that is 82.4 % of all accessions; 89.5 % of these seed
accessions are under long-term storage in the Gene Bank, remaining 10.5 % will have to be
regenerated and placed to the storage). In vegetatively propagated species, (8.6 th. accessions)
conservatrion in field collections is prevailing (6.4 th. accessions) followed by “in vitro” storage (2.1
th. accessions). Cryo Bank operates since 2003 and conserves over 100 accessions of 7 species.
Key words: Plant Genetic Resources,; conservatio; methods, status in Czech Republic

Konzervaci genetickych zdroji rostlin se obecné¢ rozumi uchovani semen, rostlin ¢i
jejich ¢asti v zivém stavu a schopnych reprodukce, pifi zachovédni jejich ptvodniho
genetického zakladu, vylouceni genetickych zmén a maximalnim vylouceni rizik, kterd by
mohla vést k poSkozeni ¢i ztrat€ Zivotnosti uchovavanych genetickych zdroji a/nebo
k nezddoucim genetickym zménam (v piipad€ ,,in situ konzervace k evolucnim zménam
dochazi), genetické erozi a ke ziZeni genetického zakladu u populaci. Deklarované standardy
a pouzivané technologie konzervace se ovSem li§i podle charakteru konzervace (kratkodoba,
sttednédobd a dlouhodobd), zplsobu reprodukce druhli (cizosprasné a samosprasné,
vegetativiné mnozené) biologickych vlastnosti (jednoleté a viceleté) atd. To vSe je potiebné
posoudit i s ohledem na finan¢ni a pracovni naroc¢nost, technologickou vybavenost a miru
vnitinich 1 vnéjSich rizik (napft. choroby a Skadci).

Konzervace genetickych zdroji rostlin je tedy strukturovany problém, ktery nema
univerzalni feSeni. Rliznd optimalni feSeni musi byt hledana pro rtizné cile konzervace, pro
rostlinné¢ druhy casto velmi odlisSné svymi ndroky a reprodukéni biologii, pro odliSnou
filozofii konzervace (statickd a dynamickd), pro riznou technologickou troven pracovist a
piijatelné pracovni a celkové finan¢ni naroky.
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Jak jiz bylo zminéno, cilem konzervace genofondi je predev$im bezpecné uchovani
genetickych zdroji. V praktickych podminkéch k tomu zpravidla pfistupuje pozadavek na
konzervaci urcitého rozsahu materialti, coz je predpoklad pro predavani vzorktl genetickych
zdroju uzivatelim a tedy 1 vytvareni prospéchu z jejich vyuzivani. Vycerpani zasoby vzorkl
genetickych zdroji v genové bance je proto, vedle poklesu zivotnosti uchovavanych
genetickych zdroji v pribéhu konzervace, Castou praktickou pficinou, pro¢ geneticky zdroj
namnozit a stanoveny objem nové ziskanych materialti opét konzervovat. Pokud neziskame
dostatené mnozstvi kvalitnich genetickych zdroji pro konzervaci pfimo od darce, je
regenerace ve veétSing¢ piipadl nezbytnym krokem, ktery konzervaci predchazi. Kazda
regenerace vSak vytvaii jisté potencidlni riziko poSkozeni genetické¢ho zdroje (napt. zizeni
genetického zakladu u populaci a viceliniovych odrud, riziko infekce genetickych zdroji
chorobami pfenosnymi semenem nebo Castmi rostlin u vegetativné mnoZzenych druhd,
nezéadouci cizospraseni, klimatické extrémy a technické poruchy, lidské chyby). Pro zajisténi
kvalitni a efektivni konzervace genetickych zdrojii je proto zpravidla nezbytné vénovat
regeneraci mimoiradnou pozornost a regeneracni cykly omezit na co nejdelsi intervaly. Zasady
a postupy regenerace jednotlivych druhii (skupin druhil) a zdvazné standardy regenerace jsou
uvedeny v metodice Néarodniho programu. Uelné je také pouzit strategii dlouhodobé a
zvlasté kvalitné uchovavané rezervy (zdkladni popf. bezpecnostni kolekce u semennych
druhti, kryokonzervace), ke které je mozné se vratit po n¢kolika presevech z aktivni kolekce.
Potteba regeneraci je proto také jednim z indikéatorti uirovné zabezpeceni narodnich kolekeci.

Tab. 1 Piehled regeneraci GZ v roce 2004 podle pracovist’ Narodniho programu

. Pocet polozek genetickych zdroji
D Regenerovano v roce 2004
)(D E - - w <
S g Vegetativné | 2 & < =
S o 4 (=] > =
2. & mnoZené 5 & 2 5
[$) , an A =) —_
D = semenné druhy druhy o> o 5
85 S x E =3
o2 s |g |8 |822 |Zziz
> '5_‘ [=} (] ~S Q =) > D 3 >4
S 12 |8 |3 |E2 |Ees [Ei:id
’ TN SN = > S 288 |SNTE
VURYV Praha 468|522 438 20 20 685
ZVU Kromgiiz 223 (166 151 0 0 44
AGRITEC Sumperk 241486 |1483 |0 0 0
VUB Havli¢kiv Brod 0 0 2018 2018 |0 0
CHI Zatec celkem 15/0 0 15 |0 0 0
VURV Olomouc 2547 688 674 738 372 589 1621
VSUO Holovousy 255]0 0 196 196 0 0
VUKOZ Prithonice 268 |17 18 450 |47 14 0
VUP Troubsko 878|357 143 0 0 66 1238
OSEVA VST Zubrti 38886 76 76 129 45 1613
OSEVA VUO Opava 1541176 103 0 0 86 20
VURV VSV Karlitejn 0/0 0 24 |24 0 0
MZLU Lednice 230| 14 10 188 | 151 10 14
AMPELQOS Znojmo 150 0 25 25 0 0
Celkem 5465|3512 3096 3750 |2982 |1539 4922

44 Vcetné materialti dosud nezarazenych do kolekce (napt. sbéry)

Podle udajii z prosince 2004 vyzadovalo k tomuto datu v Ceské republice z rtiznych
divoda regeneraci 5 465 polozek v kolekeich (tj. 11,6 % z celkového rozsahu kolekci) a je



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

tedy stale aktudlni vénovat tomuto problému prioritni pozornost. V roce 2004 bylo
regenerovano celkem 3 512 polozek semeny mnozenych genetickych zdroji a od 3 096
mnozenych GZ bylo ziskdno osivo; z toho bylo 1 539 semennych vzorki preddno do genové
banky ve VURV Praha. Z 3 750 regenerovanych vegetativné mnoZenych polozek bylo
zachovano 2 982 regenerovanych genetickych zdroji. Tabulka 1. ukazuje rozsahy regeneraci
na jednotlivych pracovistich a dokumentuje znacné Usili, které bylo regeneracim genofonda
vénovano. Pfes dosazeny pokrok musi regenerace kolekei zlstat prioritou Narodniho
programu jeste po nékolik piistich let.

Zakladnim je rozdélenim metod konzervace na metody ,.ex situ a ,,in situ. Metody
konzervace ,in situ® jsou rozhodujicimi metodami konzervace planych druhti rostlin
v piirod¢; jejich hlavni a specifikou vyhodou je, Ze chranéné druhy (ekotypy, genetické
zdroje) se dale vyvijeji jako soucast ekosystému, ve kterém existuji. Tento zplsob konzervace
je tedy dynamicky a umoziiuje chranénym genetickym zdrojim dalsi evoluci, tedy i genetické
zmény konzervovanych materiala. ,,/n situ konzervace je doporucovana a vyuZzivana u
nékterych genetickych zdrojii zemédé€lskych plodin (napf. u planych ptibuznych druhd,
ekotypt ¢i primitivnich forem, které rostou v ptivodnich aredlech vyskytu). Specifickym
ptipadem dynamické konzervace, vhodné zejména pro vybrané krajové odridy zemédélskych
plodin, je ,,on farm“konzervace. Ta spociva v udrZzovani genetického zdroje jeho praktickym
péstovanim, v podminkach pokud mozno blizkych podminkam jeho vzniku (klimatické a
pudni podminky, srovnatelné péstebni technologie). Konzervace ,,on farm* je tedy vdzana i na
ekonomiku produkce z takto konzervovanych genetickych zdroji a moznosti jejiho vyuziti
v podminkach CR jsou omezené.

Metody konzervace ,,ex situ“ jsou zalozeny na uchovani semen ¢i ¢asti rostlin mimo
aredl jejich prirozeného vyskytu ¢i zemédelskou farmu. Podstatou téchto metod je preneseni
genetickych zdrojii do urcitych technologickych zafizeni (semenné genové banky, polni
genové banky, kryobanky, ,.in vitro® banky), které mohou lépe a efektivnéji vytvofit co
nejvhodnéjsi podminky pro bezpecné uchovani genetickych zdroji. Geneticky zdroj je tak
ovSem prenesen z pivodniho prostiedi - dalsi evoluce (genetické zmény) neprobiha. Naopak,
jakékoliv ptfipadné genetické zmény béhem konzervace jsou povazovany za nezadouci..
Metodami ,.ex situ”“ je dnes konzervovana rozhodujici cast svétovych genofonda
zemédelskych plodin (dle odhadt FAO ptes 6,5 milionti polozek v celém svéte).

Pod pojmem konzervace genetickych zdrojii rostlin se nejcastéji rozumi stfednédobé a
dlouhodobé¢ uchovani vzorkii semen v genovych bankéch ,,ex situ*. U semennych druhi je za
sttednédobou povazovana nejCastéji konzervace v ¢asovém horizontu cca 5 — 15 let (s
piihlédnutim ke specifické skladovatelnosti jednotlivych druhti), pfi ur€itém stupni vysuseni
semen a jejich ulozeni pfi teplotdich do 10°C (nejcastéji -5°C az + 5 °C ). Dlouhodobou
konzervaci se nejcastéji rozumi uchovani vzorki genetickych zdroji po dobu ne¢kolika desitek
let, pfi vyrazn€ snizené vlhkosti semen a teplotach -10°C a niz8ich. U generativné mnoZzenych
druhti je jednozna¢né Casové rozliseni stiednédobé a dlouhodobé konzervace Casto obtizné.
Rozdily spiSe souvisi s charakteristikami pouzit¢ metody konzervace. Tak napf. konzervace
zpomalenym rastem v podminkéch ,,in vitro* je dlouhodobé mozna opakovanim ristovych
cyklt (pasazovanim kultur), samotny cyklus jedné kultivace je pvSak znacné Casové omezeny
(cca 1 rok). Dlouhodoby charakter ma konzervace vytrvalych druht v polnich genovych
bankach. Stejné tak dlouhodoby charakter by méla mit konzervace ,,in situ“. A mimotadna
dlouhodobost konzervace je jednim z hlavnich charakteristik kryokonzervace - at’ jiz se jedna
o0 vegetativni ¢asti rostlin ¢i semena.

Uplatnéni konzervace ,,ex situ* je velmi dobife rozpracovano a prakticky vyuzivano u
generativné mnozenych druht rostlin, jejichz semena maji ortodoxni charakter (tzn. ptezivaji
vysuSeni a uskladnéni pii nizkych teplotich - na rozdil od tzv. rekalcitrantnich semen, u
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kterych uvedené zéasahy zivotnost semen poskozuji). Uchovanim semennych vzorkl se
zabyvaji zejména genové banky, kde podle druhti rostlin a podminek skladovani mohou byt
zivotaschopna semena uchovana az po nékolik desitek let. U vegetativné mnozenych druhi je
nejrozsifenéjSim zplsobem konzervace uchovani genetickych zdrojii v polnich kolekcich,
v mensim rozsahu se prakticky vyuziva konzervace v ,,in vitro* kulturach (u omezeného poctu
druhti). Obé tyto metody jsou pracovné naro¢né, u polnich kolekci existuji navic vyrazna
rizika poskozeni genetickych zdroji chorobami a Skidci, nepfiznivymi klimatickymi faktory
(mréaz, sucho) a pfirodnimi ¢i jinymi katastrofami. Jako perspektivni metoda se jevi zejména
kryokonzervace, kterd je vyuzitelnd u semennych i vegetativné mnozenych druhi rostlin - a
zvlasté u druhé skupiny je velmi vyhodna (geneticka stabilita a dlouhodobost konzervace,
vysoka bezpecnost takto ulozenych materidlil). U obou typi genetickych zdroji je
kryoprezervace prakticky vyuzivana — u semennych kolekci pti zachovani zdkladnich kolekci
v USA a v Kanadé, u vegetativné mnozenych druhii zatim u omezeného spektra druht
v Evropé¢ a jinde ve svéte.

Jak ukazuje obrazek 1, z celkového rozsahu kolekci v CR (vice nez 47,4 tis. polozek,
z toho 38 808 generativné mnozenych) je v soucasné dobé 34 750 vzorkli semen ulozeno
v genové bance ve VURYV Praha, coZ je 89,5% viech generativné mnozenych polozek.

[ Celkem uchovavano 47,4 tis. poloZek J
[ Regeneraci vyZaduje 11,6 % poloZek ;
| |
Generativiné mnoZené Vegetativné mnoZené
38,8 tis. poloZek (1j. 82,4 %) - 8,6 tis. poloZek

| 1 | | 1
UloZeno v GB Prala UloZenov prac. Polni kolekce wIn vitro”
89,5 % gen. mnoz. kolekcich (10,5 %) (6,4 tis.) (2,1tis.)

b

Aktivni kolekce (-5 °C)

N b, CRYO
p 8 (103 poloz., 7 druli)

Zdakladni kKolekce(-18°C)

_| Bezpecn. duplikace (-18°C)

. ~

Obr. 1 Rozsahy kolekei a zplisoby uchovani

Celkem se vramci Narodniho programu uchovava 8 621 polozek vegetativné
mnozenych polozek, z toho pres 2 100 polozek v ..in vitro® kultufe (brambory, z&asti dalsi
kolekce). Cinnost zahajila kryobanka ve VURV Praha-Ruzynég, kterd se zaméfuje na
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skladovani ,,in vitro® kultur v tekutém dusiku. Kryoprotokol je rozpracovan a rutinné se
vyuzivd pro zamrazovani meristemii bramboru, jabloni a hrusni (s uréitymi vyjimkami -
n¢které odridy reaguji s niz$i regeneraCni schopnosti). Kryoprotokol lze povazovat za
pouzitelny rovnéz pro kryobanku u chmele, zde se vSak dosud fesi problémy po regeneraci
s naslednym rtustem rostlin de novo. U Allium sp. lze kryoprotokol povazovat rovnéz jako
pouzitelny pro kryobanku, je rozpracovany také alternativni kryoprotokol bez pouziti
kryoprotektivnich latek. Kryoprotokol pro jahodnik a visné neni zatim pouzitelny pro rutinni
zamrazovani a na jeho vyvoji se déale pracuje. Kryoprotokol pro vinnou révu je v pocatku
vyvoje.

Pocty polozek ptevedenych do kryokonzervace jsou nésledujici: 77 polozek Etyt druhil
ovocnych dfevin (jablong, hrusné, visné, jahodnik), 18 polozek brambor, 6 polozek chmele, a
2 polozky Allium sp.. Celkem je ke konci roku 2004 v kryobance uskladnéno 103 poloZek od
7 druhti zemédélskych plodin.

Sklad genové banky ve VURV Praha mé celkovou kapacitu 93 000 skladovacich obali
v péti klimatizovanych komorach. Dvé komory s kapacitou 29 000 skladovacich oball pracuji
v teplotnim reZimu -18°C a zbyvajici tfi komory o kapacité 64 000 skladovacich obalil udrzuji
teplotu -5°C. V soucasné dobé jsou vzorky uchovavany ve ¢tyfech komorach: komory ¢. 2 a 4
s teplotou -18°C a komory 3 a 5 s teplotou -5°C. K datu 30.10. 2004 je bylo ve skladu genové
banky uchovavano celkem 59 627 skladovacich obald se vzorky. Z toho 55 470 obalt
obsahuje vzorky aktivni a zakladni kolekce, 1 383 obali obsahuje vzorky pracovni kolekce,
51 je oballl s chranénymi vzorky a 2 723 oballi obsahuje vzorky slovenské bezpecnostni
duplikace VURV Piestany. Celkové je kapacita skladu genové banky vyuzZita ze 64%.

Tabulka 2. uvadi pocty skladovacich obali a uchovdvanych ECN a jejich rozdéleni
podle typu kolekce. Od jednoho genetického zdroje (ECN) muize byt ve skladu vice nez 1
skladovaci obal (u velkosemennych druhti, v pfipadé nékolika piesevii t€hoz genetického
zdroje nebo v piipad¢ uloZeni téhoz vzorku v zdkladni i aktivni kolekci). Celkovy pocet
jedine¢nych ECN, tj. bez ohledu na typ kolekce, je 34 750. Z uvedenych c¢isel vyplyva, ze
nékteré vzorky jsou uloZeny jen v aktivni kolekci, jiné jen v zdkladni kolekci a 4 593
genetickych zdrojt je uloZzeno v obou typech kolekce.

Tab. 2 Pocty skladovacich obalt a ECN uloZenych ve skladu GB

typ uskladnéni pocet ECN pocet skladovacich oballi
aktivni kolekce 32859 46664

zakladni kolekce 6384 8806

celkem - 55470

pocet jedinenych ECN 34750 NA

pracovni kolekce 1383 1383

chranéné druhy 51 51

bezpecnostni duplikace - SVK 2723 2723

Celkem 38907 59627

Tabulka 3 uvadi podil jednotlivych skupin plodin ve skladu genové banky. Opét jsou
uvadény pocty jedine¢nych ECN (tj. pocty genetickych zdroji bez duplikaci).
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Tab. 3 Podil skupin plodin ve skladu GB

Kéd | Skupina plodin Pocet GZ % podil
C obilniny 17832 51,32
L luskoviny 4207 12,11
H zeleniny 3533 10,17
X technické plodiny 2088 6,01
G travy 1644 4,73
O olejniny 1431 4,12
T picniny kromé trav 1361 3,92
4 kukufice a alternativni obiloviny 1153 3,32
A aromatické a 1éCivé 683 1,97
D kvétiny 497 1,43
B fepa 193 0,56
M druhy kvétnatych luk 121 0,35
w okrasné dieviny 7 0,02
Celkem 34750 100

Jako bezpecnostni duplikace genetickych zdroji doméciho pivodu je 1446 polozek
z Geskych pracovist ulozeno ve slovenské genové bance ve VURV Piestany. V porovnani
s poctem slovenskych vzork (viz Tab.2), které jsou uchovavany jako bezpecnostni duplikace
ve VURV Praha, je to jen o malo vice neZ polovina. Pro zvySeni bezpe&nosti konzervace
puvodnich ceskych materiald bude nutné urychlit pfevod téchto GZ do bezpe€nostni
duplikace na Slovensku.

Poznamka: ¢isla uvedena v textu i v tabulkach byla aktualizovana podle stavu kolekci koncem roku
2004
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Polni kolekce merunék — jejich konzervace, hodnoceni a vyuziti ve Slechténi
Boris Krska
Mendelova zemédélska a lesnickad univerzita Brno, Zahradnicka fakulta v Lednici

Souhrn

Jednim z cilii studia genetickych zdroju merunék bylo nalézt genetickou pribuznost donorii
rezistence k virové Sarce Svestek, a to na zaklade molekularnich metod. Kultivar SEO-(Stark Early
Orange) byl vdendrogramu AFLP markerii prifazen k cinske podskupiné merunék, zatimco
mikrosatelitnimi markery nebyla tato domnénka potvrzena. Analyza izoenzymit (peroxiddzy) potvrdila
shodnou hypotézu s AFLP markery u pribuznosti kultivaru SEO a jejich hybridii (LE-3276, LE-2904)
s cinskou podskupinou a u kultivaru Harlayne se stredoasijskou podskupinou.
Klicova slova: merunka, genofond, Sarka Svestek, geneticka pribuznost, markery

Summary

The objective of this study was to establish the genetic relationship among cultivars commonly
used as donors for resistance to plum pox virus (PPV) in order to identify the putative sources of
resistance to PPV. The plant material tested represented the European, Central Asian and Chinese
eco-geographical groups of cultivated apricots as well as the wild Dzungar-Zailij population of
Prunus armeniaca L. Forty-eight native accessions as well as the resistant (or tolerant) cultivars
Harlayne, Stark Early Orange (SEO), Goldrich, Vestar and two hybrid forms Vestar x SEO ( LE 3276)
and Velkopaviovicka x SEO (LE 2904 ) were screened by means of SSR analysis. To elucidate genetic
relationships among apricot germplasm, a dendrogram was produced using neighbor joining (NJ)
analysis of Nei’s pair-waise genetic distances over 14 polymorphic SSR markers. On the dendrogram,
resistant cultivars were separated into two different clusters suggesting two different sources of
resistance to PPV. As was expected from pedigrees SEO, Vestar, LE 2904 and LE 3276 were grouped
together in a cluster adjacent to the European cultivars. Resistant cultivars Harlayne and Goldrich
were within another group containing Central Asian apricots and Dzhungar-Zailij form.
Key words: apricot, Sharka, genetic similarity, microsatellite markers

Vysledky a diskuse

Problematika uchovani a vyuzivani genetickych zdroji merun¢k je v byvalém
Ceskoslovensku fesena intenzivné od $edesatych let minulého stoleti, i kdyZ prvni dolozené
kolekce merun€k byly zaznamenany jiz na zac¢atku minulého stoleti v Praze-Troji, kolekce
merunék byly zminény u M. Réslera v Podébradech v ovocné zahradé Sans pareil, kde zalozil
na sklonku 18. stoleti velkou sbirku ovocnych druhtl.

Doba ledova, jak uvadi KOSTINA (1946), sehrala velkou roli v procesu formovani a
tvorby jednotlivych druhi rodu Armeniaca, zejména na okrajich areald. V severnich ¢astech
se diferencovaly nejvice mrazuodolné druhy s nejkrats$i vegetacni dobou, tj. stepni xerofytni
zakrsly druh Armeniaca sibirica L. a blizky druh Armeniaca davidiana Carr. a lesni dfevina —
druh Armeniaca manshurica (Maxim) Skvorts.

Mnozstvi genotypl, coby piedstaviteli jednotlivych polozek soucasného genofondu
merunék na ZF v Lednici, predstavuje pocet 341 (polozek vcetné pracovni kolekce)
evidovanych a hodnocenych v ramci EVIGEZ. Od roku 1997 do roku 2003 se genofond
soustied’uje na jedno misto a vysadba je pribézn¢ dopliiovana a regenerovana.

Jaké jsou hlavni ukoly konzervace merunék v polnich kolekcich (kromé bézné rutinni
prace) ?

1. Studium genotypti daného druhu a analyza biologickych vlastnosti odriid umoziuje
zaznamenat obecné nedostatky rostlinného druhu, zejména ty, které se projevuji v rizném
stupni (nedostatecna mrazuodolnost, nachylnost k chorobam apod.). Dal§im divodem, proc¢
udrzovat, je uchovavani genofondi pred genetickou erozi jednotlivych druhd. Jak uvadi
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autofi (ZAGAJA, 1983, SMYKOV, 1989) volné rostouci meruiiky jsou zahrnuty do Cervené
knihy Kazachstanu. Doporucuje se totdlni ochrana druhu a vy€lenéni chranénych oblasti
v regionech okoli mésta Alma-Ata, udoli feky Susamyr a dalSich castech Kyrgyzské
republiky. Dlvody, které vedou k tbytku merunkovych stroml, jsou rizné, napt. vyuziti pro
palivo, vystavbu domi, husté osidleni obyvatelstvem (nékteré regiony Ciny). Na pohoii
Zailijského Alataje, kde rostly plané, se meruiiky vyklucuji pro zakladani novych vysadeb
jabloni, staré, tzv. narodni selekce Arménie, Turecka a Stfedni Asie, uvoliiuji misto novym
kultivarm, takze vlastni introdukce novych kultivarii zptisobuje dilema.

2. Slechtite]lé merundk béhem nastupujiciho tisicileti budou pozadovat rozsifeni
genetické diverzity k podniceni jejich dalsi ¢innosti. JelikoZ v ptivodnich centrech merunky
1épe rostou v horskych oblastech s typicky kontinentalnim klimatem, kde za téchto podminek
nedochézi k ustileni velkych center populaci, je nutné mit a znat velky podil vSech eko-
geografickych skupin pro vybér vlastnosti a znaki vyuzitych ve Slechténi i pro introdukeci.

Vétsina kolekci ovocnych dfevin vytvofenych v minulosti brala do uvahy vybrané
vzorky populaci. Udrzovatelé kolekci obvykle hledali nékteré specifické vlastnosti a jejich
pfitomnost ¢i absence v pfirodnich materidlech byly posuzovany ptedevSim na zikladé
fenotypového projevu. Takovyto postup je vysoce rozdilny s ohledem k recesivnim geniim
vyskytujicich se v heterozygotnich rostlinach (FRANKEL, HAWKES, 1975 in. MOORE,
JANICK, 1983). Z tohoto diivodu soucasni feSitel¢ genofondii ovocnych dievin doporucuji
nahodilé vzorky populaci (ZAGAJA 1970, in. MOORE, JANICK, 1983). Tato skute¢nost
nahrava pro detailn&j$i poznani genofondd, a to cestou kiizeni ($t€peni vloh v populacich),
kde Ize podle dédicnosti jednotlivych znaki usoudit na recesivnost.

3. Hledani zdroju genetické diverzity a pribuznosti u merunék je jednim z dalSich
cili studia genofondd, vtomto piipadé cileném pro zlepSeni rezistence k Sarce. K témto
zamérim je vyuzivano hleddni polymorfismu pomoci enzymatickych systémt, identifikace
molekuldrnich markertt metodou AFLP (polymorfismus délky amplifikacnich fragmentt),
déle pomoci metody SSR (kratkd opakovana sekvence) analyzy pro hodnoceni variability
meruiitkovych genofondl, ptfipadné metodou RAPD (nahodné amplifikovand polymorfni
DNK).

Prvni préce, ktera vyuziva genetické diverzity pro zvySeni rezistence u merunck, byla
predstavena vroce 1996 (BADANES et al. 1996). Pro ucel vyslechtit odridy merunck
rezistentnich k PPV studovali Sest zdeseti enzymatickych systému, které poskytly
polymorfismus (celkem 94 polozek tii eko-geografickych skupin — iranokavkazska,
severoamericka a evropska).

MDH - malat dehydrogenéza a jeji profily prouzka piedstavuji komplex genetickych
kontrolnich systému v nékolika druzich rodu Prunus, (ARUSELKAR et al. 1991, CERERO
et al. 1989 in BADANES et al. 1996), avSak u merunék MDH modely jsou jednodussi a zda
se, ze jsou kontrolovany dvéma lokusy a dvémi piedpokladanymi alelami v kazdém lokusu.
Ve studované kolekci genotypli pouze severoamerické kultivary Harcot, Orange Red a SEO
jsou heterozygotni v tomto lokusu. Pfitomnost homozygot pro oba (Mdh-1 a Mdh-2) geny
v semenné populaci P. mandshurica ukazuji, Ze zdrojem téchto vzacnych alel mize byt
primitivni stfedoasijska skupina. Podle téchto vysledki kultivary SEO, Orange Red, Harcot a
Goldrich mohou mit ptedky ve Stfedni Asii, coz souhlasi s tezi, Ze nékteré severoamerické
odridy pochazi ze Stftedni Asie spiSe nez pouze ze soucasnych evropskych odrid (BAILEY,
HOUGH 1975).

Nejvzdalenéjsi severoamericka podskupina odrid vykazuje nejvice rysy stiedoasijské
skupiny. Vysledky nasvédcuji, ze Stfedni Asie miize byt zdrojem odolnosti k PPV.

V ramci spoluprace s GNBS Jalta (Ukrajina), studovala Zebentjaeva ptivod rezistence
merunck k PPV. Na ziklad¢ studia polymorfismu izoenzymu, a zejména pak peroxidazy,
dospéla ZEBENTJAEVA (osobni sdéleni, 2002) k témto poznatkiim:
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e kultivar Harlayne projevil genetickou podobnost s nékterymi stfedoasijskymi
odridami jako Badami, Maftobi a zejména Arzami. Odolnost vic¢i PPV mize pochazet
z dzungarskych planych forem A.vulgaris Lame., nebo z ferganské ¢i zeravSanské podskupiny
merunék pattici ke stfedoasijské eko-geografické skupiné

e kultivar Stark Early Orange (SEO) — poukézal na genetickou podobnost s ¢inskymi
odriidami, odolnost této odriidy je spojena s ¢inskou skupinou merunék

e hybridy LE-3276 a LE-2904 jsou zhlediska izoenzymatického velmi podobné
s ¢inskymi genotypy.

Tyto hypotézy byly potvrzeny i dal§Simi metodami, a to AFLP (231 AFLP prouzkd z osmi
primerovych kombinaci) a také metodou SSR, kde bylo detekovano 14 polymorfnich lokusu.

Vysledky spole¢né prace mezi GNBS Jalta, Clemson University a ZF Lednice jsou
v soucasné dobé v tisku (ZEBENTJAEVA et al. 2002 — v tisku).

Predmétem této prace bylo odhalit genetickou podobnost odrid vyuZzivanych
v rezistentnim Slechténi vici PPV. Severoamerické Sarce odolné kultivary a jejich hybridy
byly ptidany k evropské skupiné pro kombinacni analyzu srostlinnym materidlem
reprezentujicim ¢insky a stfedoasijsky areal (udoli Fergany) domestifikace merunék.
Clusterova analyza 54 polozek tvofi dendrogram se tfemi hlavnimi skupinami
podrozdélenymi do sedmi clustert (shlukt), jak je patrné z grafu 1.

Genotypy zajistujici v rezistentnim S$lechténi odolnost viici PPV tvofily dva odlisné
shluky (SEO, LE-2904, LE-3276, vcetn¢ Vestar, ktera neni donorem rezistence PPV)
ptiléhajici k evropskym odridam patiicim k Siroce rozSifenym genotyptim Bergeron —
Ananasnyj cjuripinskij). Severoamericky tolerantni kultivar Goldrich a imunni Harlayne byly
v ramci dal§iho shluku obsahujici stfedoasijské meruniky a tfi, resp. dvé evropské odridy a
jednu severoamerickou (Vynoslivyj, Early Gold, De Compot), jez vykazuji nékteré¢ znaky
specifické pro stfedoasijskou skupinu.

Umisténi kultivarti Goldrich a Harlayne blizko k pfirodnim ferganskym typtim merunck
podporuji zjisténi Badenes et al. (1996). Odlou€eni genotypti SEO a LE-3276 od kultivart
Harlayne a Goldrich na dendrogramu mutze indikovat odliSné ptedky rezistence k Sarce.
Odrida SEO a nékteré dalsi genotypy vlastni nejvzacnéjsi SSR alely a rovnéZz ukazuji na
genetickou podobnost s ¢inskymi meruitkami, napt. kultivar Pui Sha Sin (HORMAZA, 2002
in ZEBENTJAEVA et al. 2002). Prokazani ¢inskych merunék v rodokmenu odriidy SEO a
izoenzymu (nepublikované udaje). AvSak omezené mnozstvi markerti a omezend schopnost
detekce SSR a izoenzymatické analyzy neumoznuje ovéfit introgresi generaci, které byly
vyuzity pfedtim. Na zéklad¢ dat SSR analyzy mizeme v soucasné dob¢ zatim konstatovat:

¢ byly ovéfeny dva zdroje rezistence k PPV v severoamerickém genofondu,

e rezistence Ci tolerance kultivard Harlayne a Goldrich pochdzi od stfedoasijskych
predki,

e ptivod rezistence kultivaru SEO a jeho hybridu LE-3276 je zatim nejasny;

Hodnoceni polymorfismu metodou AFLP (graf 2), zjistili ZEBENTJAEVA et al.
(2002):

e meruiky se vyznacuji vysokou trovni polymorfismu u morfologickych a
fyziologickych znakt, zejména uvniti sttedoasijské eko-geografické skupiny,

e AFLP analyza podpotila hypotézu o stfedoasijskych ptedcich pro odolnost kultivarii
Harlayne a Goldrich vii¢i PPV,

e PPV rezistence u SEO a LE-3276 pochdazi z ¢inskych predkd,

e piivodni donory rezistence byly do evropského genofondu introdukovany a zpétné
nakiizeny.
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Rozdilnost ¢i prozatimni nejasnost v ptivodu rezistence zjisténa odlisSnymi metodami u
kultivaru SEO a nékterych hybridl lednické provenience (LE-série) miZe byt zplisobena tim,
ze byly vyhodnocovany jiné genetické lokusy. Genetickd podobnost odhalend izoenzymy
(analyza 10 lokust) vede k zdvéru o mozné genetické ptibuznosti ¢inskych odrad v ptipade
kultivaru SEO a stfedoasijské skupiny kultivari Harlayne.

U metody SSR 14 lokust ukazovalo pouze rozdilny ptvod rezistence kultivaria SEO a
Harlayne, bez zavéru, ktera z téchto skupin odolnosti ma hlavni u¢inek. AFLP analyza (okolo
260 lokusti) dala nejspolehlivéjsi hodnoceni genetické podobnosti. Celkové rezistentni
skupina ukazovala podobnost s evropskymi odridami, ale nékteré lokusy vykazuji introgresi
neevropského genofondu. Pokud porovname pouze tyto lokusy, ziskdme dikaz o pfibuznosti
kultivaru SEO s ¢inskou skupinou a kultivaru Harlayne se sttedoasijskou skupinou.

4. Reseni problematiky identifikace molekularnich markera spojenych s rezistenci
merunck k Sarce, v€etné¢ molekularniho mapovani genomu meruiiky je nezbytnym krokem
v procesu studia genofondu a rezistentnim Slechténi. Prvni prace v feSeni této problematiky
byly jiz publikovany SALAVA et al. (2002 a, 2002 b, 2002 c).

Bulkovéa segrega¢ni analyza (BAS) v kombinaci s AFLP byla provedena k identifikaci
molekularnich markerti u populace SEO x LE-3218 (zpétné kiizeni s citlivym potomkem).
Ctyii AFLP markery byly nalezeny u rezistentniho rodi¢e a bulku, ale nebyly nalezeny u
citlivého rodice a bulku. Tyto markery byly detekovany u BCI1 rezistetnich hybrida
s vyjimkou nékterych rekombinaci a u citlivych potomkl chybély, coz naznacuje moznost
propojeni se znakem odolnosti k PPV. V dalsi praci SALAVA et al. (2002 b) byla sestavena
pomoci AFLP markert genetickd vazbova mapa merunék u 80 jedinci BC 1 populace pro
kiizeni LE-3246 x Vestar. Z 26 rtiznych kombinaci primert bylo vyhodnoceno 248 AFLP
markert, ze kterych 40 bylo umisténo do osmi vazbovych skupin pokryvajicich 315,8 cM
jaderného genomu merunky. Primérnd vzdalenost mezi dvéma sousednimi markery je 7,7
cM. Byl zmapovan jeden gen (PPVresl) ovlivitujici rezistenci k viru Sarky Svestky. Byly
nalezeny dva AFLP markery (EAA/MCAGS8 a EAG/MCATI14) se silnou vazbou k lokusu
PPVresl. Tyto markery jsou v soucasné dob¢é charakterizovany a bude zkouména dalsi
moznost jejich vyuziti pro MAS (marker-assisted selection) ve §lechténi merunck .

5. Moderni metody mohou dale slouzit jako prostiedek Kk predikci stupné
heterozygotnosti, k identifikaci kultivart, genomu. Koncem osmdesatych let k témto
uceltim slouzila metoda elektroforézy enzymii, zpocatku zejména pro identifikaci genotypu za
ucelem obhéjeni Slechtitelskych prav, déale pro hledani ptivodu, pro Slechtitelské ucely
k o¢ekavani mozné segregace lokust v potomstvech, avSak u nahodnych znaki. Izoenzymy
mohou byt spolehlivym genetickym markerem s vyuzitim molekuldrnich markert.

ZEBENTJAEVA et al. (2000, osobni sdéleni 2002) hodnotila genetickou diversitu
merun¢k determinovanou pomoci izoenzymi (AAT, AMY, EST, LAP, PX, SOD, SKDH) .
Jako objekt vyzkumu vyuzila 140 odriid z evropské, irdno-kavkazské, Cinské a stfedoasijské
skupiny, vcetn¢ hybridd a nckterych planych forem. Zjistili polymorfismus u izoenzymi
AAT, AMY, EST, LAP, PX, SOD a SKDH. Bylo identifikovano dvanact lokust, z nichz 7
bylo nalezeno jako polymorfnich v celé studované kolekci. Nejmensi mnozstvi polymorfnich
lokust (41,7 %) bylo objeveno mezi evropskymi odriidami, nejvyssi (66,7 %) mezi ¢inskymi
genotypy. Dale byla urCena intraspecificka variabilita izoenzymatické skladby alelické
frekvence polymorfnich lokusii v ramci eko-geografickych skupin a jejich heterozygotnost a
pocet alel v lokusech.

Primérnd stfedni hodnota heterozygotnosti a pocet alel v lokusech byla pro
heterozygotnost od 0,17 (u evropské a kavkazské skupiny ) — 0,26 ( u stiedoasijskych
podskupin) a pocet alel v lokusech 1,25 u evropskych az po 1,70 u zeravsanské podskupiny.
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Z vyse uvedenych enzymi nejvétsiho polymorfismu (genetické rliznorodosti) u merunck
zjistila ZEBENTJAEVA (2000) u elektroforetické analyzy jednotlivych komponentii
perioxidazy.

V pribéchu staze v ramci védecko-technické spoluprace mezi ZF Lednice a GNBS Jalta,
ZEBENTJAEVA (1999, nepublikovano) provadéla elektroforetickou analyzu nékolika
enzymi (SKDH, EST 1, EST 2, COD, AAT, AMY a LAP), a to na Slechtitelskych
materialech, které byvaji v souCasné dobé nejvice vyuzivany ve Slechtitelském programu
Ustavu ovocnictvi ZF v Lednici.Vysledek této analyzy uvadi tabulka 1.

Tab.1 Elektroforeticka analyza izoenzymu

Lokusy
Genotyp SK dhl | EST-1 EST-2 | COD-1 | AAT-1 AMY LAP-1
LE-3247 bb ab ab ab bb 2,34 aa
SEO bb ab ab ab bb 3,4 aa
LE-2904 bb ab ab ab ab 34 aa
Re Umberto bb ab aa ab aa 1,2,3,4 aa
'Vestar bb bb ab bb bc 2,34 aa
Harlayne bb ab ab ab be 3,4 aa
LE-3276 bb bb bb ab bb 34 aa
Velkopavlovickd LE-12/2 bb ab aa bb ab 1,2,3,4 aa
LE-97 (klon VP) bb ab aa bb ac 1,2,3,4 aa

Z tohoto rozboru je zajimavy poznatek ten, ze LE-97 (klon cv. Velkopavlovickd) se
odliSuje sloZenim alel od standardniho klonu Velkopavlovicka LE-12/2 v enzymu AAT-1 -
aspartataminotransferaza.

Z toho vyplyva, Ze klon LE-97 neni standartnim klonem odridy Velkopavlovicka, ale
podle zkusenosti Zebentjaevy tyto klony, které se 1idi v daném enzymu AAT-1, sestavou alel
poukazuji na sviyj diivéjsi semenny plivod. Jestlize klon LE-97 pouzivame v kiiZeni, miiZeme
pak ocekavat odlisSnou segregaci vloh nez u standardnich klont. Déle bylo zajimavé zjisténi,
ze kultivar SEO nem¢l absolutni podobnost ve sledovanych enzymech s zddnym dalSim
genotypem a jemu nejblizsi byly ¢inské genotypy. V sestavé alel v lokusech v jednotlivych
enzymech nezjistila autorka z4dny rozdil mezi kultivary Harlayne a Forum. Nejméné
odli$nosti bylo zjisténo u hybridi ze SEO, tj. LE-3276, LE-3247 a LE-2904. Dokonce i u
hybridu LE-2904 (Velkopavlovickd x SEO) byla sestava alel v lokusech u jednotlivych
enzymu blizsi k odriidé Velkopavlovicka.

Zavér

1. Genofond, ¢ili soubor genetickych zdrojii merun€k, je potieba studovat na co
nejvétSich populacich (v ramci druhu i pfibuznych taxontll) tak, aby byla zajisténa a
reprezentovana variabilita a biodiverzita danych druhi tamnich genetickych zdroju. Jiz
VAVILOV (1964) poukazoval na to, aby S$lechtitel nepracoval na ,tfisti“ druhti, ne na
nahodném materidlu, ale aby vyuzival odriidovy rozsah vcetné extrémnich variant, a tak
nachdzel moznosti objektivniho hodnoceni druhii. Na tomto zéklad¢ se §lechtitel pokousi najit
donory hlavnich hospodaiskych znakli a také Siroce vyuZivat pro tento Ucel zékon
homologické tady.

2. Intenzivné je genofond merunék vyuzivan pro Slechtitelskou praci, a to zejména pro
vybér donoru k adaptaci na prostfedi a k chorobam. Na genofond je pohliZzeno jako na zdroj
variability genetickych znak nejriznéjSich fenologickych, morfologickych a trznich
charakterti pro vybér zastupci vSech eko-geografickych skupin merunék.
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3. Pomoci analyzy izoenzymi, molekularnich metod SSR a AFLP a sestavenych
dendrogramu byla urcena geneticka pribuznost imunni odridy Harlayne a stfedné odolného
cv. Goldrich se stfedoasijskymi genotypy. Metodou AFLP byl stanoven pivod kultivaru SEO
s ¢inskou skupinou genotypt, avSak metodou SSR nebyla tato pifibuznost cv. Stark Early
Orange (SEO) potvrzena. Naproti tomu piibuznost hybridd LE-3276 (imunni k PPV) a LE-
2904 (rezistentni k PPV) byla identifikovana spolec¢né s ¢inskou skupinou, a to obéma
metodami. Metodou AFLP bylo objeveno 5 markeri odolnosti k Sarce Svestek, které se
vyskytuji u vSech rezistentnich jedinctli, avSak pfiblizn€é jedna tfetina citlivych rostlin méla
vSech pét markert také. Vyzkum na tomto useku dale pokracuje.

4. Prace s genofondy rostlin je rozmanita jak svym obsahem, tak i poslanim. Uchovani
a vyuzivani biodiverzity (biologické rozmanitosti) je nejen ukolem ochrany pfirody, ale
pfedevsim se tento kol tykd zemédélstvi a zahradnictvi, jelikoz tato odvétvi ji pfimo
vyuzivaji. Nejinak je tomu i v piipad¢ genofondit merun¢k. Merunky prosly slozitou evoluci a
domestifikaci, v jejichz ramci ¢lovék vybérem a pozdé&ji Slechténim postupné spolu s prirodou
vytvoril velké mnozstvi geneticky odliSnych forem. Pro zachovani a vyuziti této Siroké
vnitrodruhové genetické diverzity merunck usiluji lidé jiz n€kolik stoleti. V soucasnosti jsme
svédky rozsifovani novych adaptovanych odrid a stoupajiciho trendu svétové produkce
merun€k, coz je vysledkem spravné zvolené cesty a prace naSich ptfedchiidcti — Slechtitelti.
Pokracovanim této uspéSné zapocaté a jiz realizované ¢innosti se budouci generace péstiteli a
Slechtitel merunék mohou dockat i skutecnosti, ze “meruiky k nam sestoupi z hor .

5. Hodnoceni a konzervace merun¢k v polnich kolekcich ma a stile bude mit
prvoiadou dilezitost. V budoucnosti by mély core kolekce v podminkach insect-proof u
ozdraveného resp. viru prostého materialu sehrat vétsi vyznam, zejména v soucasnosti, kdy se
objevuji karanténni choroby jako ESFY- evropska zloutenka peckovin, Sarka Svestek apod.
Budoucnost také ukaze do jaké miry bude vyuzita perspektiva kryokonzervace u rodu Prunus

Spp.
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Graf.1. Dendogram genetické ptibuznosti mezi odridami zjist'ujicimi rezistenci k Sarce a
odriidami na zéklad¢ alelického polymorfismu zjisténého cilené¢ SSR primary (C — ¢inské, CA
— stiedoasijska skupina).
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Graf 2. Dendogram genetické ptibuznosti odrid zjist'ujici rezistenci k Sarce a odridami
genofondu na zékladé 27 markerd AFLP (C — €inské, CA — stfedoasijska skupina).
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VyuZiti in vitro kultur pro ucely konzervace genofondu bramboru
Vendulka Horackova, Jaroslava Domkarova
Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickitv Brod s.r.o.

Souhrn

V genové bance in vitro Vyzkumného ustavu bramborarského Havlickiv Brod s.r.o. je
v soucasné dobé uchovavano 2 018 vzorkit bramboru rozdélenych do Sesti podkolekci. Jsou to odrudy
svetoveho sortimentu, tetraploidni hybridy, indukované primarni a sekundarni dihaploidy, kulturni
druhy, plané druhy a mezidruhové hybridy. Kolekce predstavuje Sirokou zdakladnu donori vyznamnych
hospodarskych vlastnosti a rezistenci a je zarazena do Ndrodniho programu konzervace a vyuzivani
genetickych zdrojit rostlin a agrobiodiversity. Uzivateli genové banky jsou prakticti Slechtitelé
bramboru, vysoké $koly a vyzkumna pracovisté v Ceské republice a v zahranici,
Kli¢ova slova: kolekce bramboru, in vitro konzervace, mikrohlizky

Summary

Altogether 2 018 potato accessions divided into six sub-collections are held in the in vitro gene
bank Potato Research Institute Havlickiiv Brod Ltd.. Among them are current advanced cultivars,
tetraploid hybrids, induced primary and secondary dihaploids, cultivated and wild species and
interspecific hybrids. This collection representing broad base of donors of important economic
characters and resistances is included in the National Programme on Conservation and Utilization
Plant Genetic Resources and Agro-biodiversity. Potato in vitro gene bank provides services to users,
domestic and foreign potato breeders, universities and research institutions.
Key words: potato collection, in vitro conservation, micro-tubers

Uvod

Explantatové techniky, které pfi manipulaci in vitro zachovavaji genetickou identitu
materidlu, se vyuzivaji velmi Casto k uchovavani kolekci genovych zdrojti, a to predevsim u
vegetativné mnozenych plodin, kde je pii tradiénim zplsobu udrZzovani nebezpeci ztraty
materidlu v disledku degenerace vyvolané ptirozenym infek¢nim tlakem patogent.

Jednou zvegetativné mnozenych plodin, u které se konzervace genovych zdroji
v kultute in vitro uplatiuje jiz fadu let, jsou brambory. Svétova sit’ genovych bank bramboru
pracuje jiz vyhradné na principu in vitro konzervace. Tento postup umoZziuje uchovavat
rozsahlou zakladnu materidlu se Sirokym spektrem dostupnych genetickych informaci a
usnadiiuje jeho mezindrodni vyménu.

Zatim nejrozsSifencjSim zpiisobem konzervace in vitro je postup vedouci k navozeni
podminek pomalého ristu ve vitalnich teplotach nad bodem mrazu, ve kterych dlouhodobé
piezivaji bud’ rostlinky nebo indukované mikrohlizky.

V Ceské republice existuje genovd banka bramboru pii Vyzkumném ustavu
bramborarském v Havlickové Brodé od roku 1952. Po roce 1985 zacal byt klasicky zptlisob
kazdoro¢niho vegetativniho pfesazovani postupné nahrazovan udrzovanim v kultute in vitro.

Postup uplatiovany pii vedeni genové banky sestdva zkarantenni vysadby nové
ziskanych materialii, aseptického ptevodu do prostiedi in vitro, dlouhodobého udrzovani,
subkultivace a ozdravovani od virovych chorob in vitro. Vlastni technika dlouhodobého
udrzovani in vitro spociva v indukci tvorby mikrohlizek na modifikovanych médiich MS
(MURASHIGE, SKOOG, 1962) bez rastovych regulatorti a v kultivaci pfi teploté 10° C, 10
hodinové fotoperiod¢ a intenzité osvétleni 3000 luxii. Subkultivace je provadéna po 14 — 18
meésicich pomoci rasicich mikrohlizek.
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Techniky rostlinnych explantatt in vitro a jejich uplatnéni v genetice a Slechténi je
mozno rozd¢lit do dvou zakladnich skupin, a to na

- techniky zachovavajici genetickou identitu s vychozim materiadlem

- techniky rozsifujici genetickou variabilitu vychoziho materialu

Volba vychoziho explantatu a kultivacniho postupu je pfitom fizena charakterem
vytyceného cile.

Techniky, které pii manipulaci in vitro zachovavaji genetickou identitu materidlu, se
vyuzivaji mimo jiné k uchovavani kolekei, zejména u vegetativné mnozenych plodin, kde je
pii tradi¢nim zptisobu udrzovani nebezpeci ztraty materialu v disledku degenerace vyvolané
pfirozenym infekénim tlakem patogent a u materialu lze pouze okrajové pouzit udrZzovani
semeny.

Jednou z vegetativné mnoZenych plodin, u které je konzervace genovych zdrojt in vitro
vyuzivana jiz fadu let, jsou brambory.

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je teoreticky moZzné rozmnoZovat a udrzovat
dvéma zplisoby, a to generativné a vegetativné. Prakticky v§ak ma rozmnozovani a udrzovani
bramboru sva specifika. Ta vyplyvaji z tetrasomické dédi€nosti kulturnich odriid bramboru,
ktera se projevuje znacnou proméenlivosti znakli a vlastnosti potomstev semennych generaci
ze samoopyleni a zdmérného kiiZzeni. Proto jsou kulturni tetraploidni druhy S. tuberosum
rozmnozovany pouze vegetativné hlizami a rovnéz vegetativni cestou mohou byt udrzovany.
Uchovavani vzorkli ve form¢ semen je vyuzivano pouze u omezené¢ho souboru fertilnich
planych a kulturnich druht rodu Solanum.

Generativni zplisob mnozeni je vSak nezbytny v novoslechténi bramboru, nebot’
v semenné populaci se projevi kombinace vlastnosti rodicovskych partner a po podchyceni
z4doucich klonli probihd dalSi rozmnoZovani vegetativnim zpiisobem, ktery projev vysoké
heterozygotnosti eliminuje a zachovava vlastnosti F1 generace.

Celosvétove se uchovavani kolekci bramboru s pomoci kultury in vitro zacalo ve vétsi
mife vyuzivat po roce 1970, kdy bylo zdiiraziiovano zejména hledisko fytopatologické. Tento
postup umoziioval nejen zdchranu materidli pln€¢ zamotené¢ho virovymi chorobami, ale
oteviel nové moznosti pro ozdravovani od virovych chorob v kultuie in vitro a dosazeni
viruprostych rostlin. Piispél vyrazné i k rozvoji mezinarodni vymény genovych zdroju.

Konzervace genofondit bramboru s vyuzitim kultury in vitro ve svété

V soucasné dobé¢ pracuje svétova sit’ genovych bank bramboru jiz vyhradné na principu
in vitro konzervace a predstavuje rozsdhlou zakladnu s dostate¢né Sirokym spektrem
dostupnych genetickych informaci (SCHULER - HOEKSTRA, 1997, HOEKSTRA, 2002,
HUAMAN et al. 2000, HUAMAN — SCHMIEDICHE, 1999). Velkymi sbirkami genovych
zdrojt rodu Solanum disponuji banky jak na americkém kontinenté¢ napi. CIP Lima v Peru,
USPC Sturgeon Bay v USA, tak v Evropé napt. CPP Pentlandfield ve Skotsku, BGRC
Braunschweig-Volkenrode a IPK v Gaterslebenu, s pobockou v Gross Liisewitz v Némecku,
CGN Wageningen v Nizozemi, SCRI Dundee ve Velké Britanii, INRA Landerneau ve
Francii, VIR Petrohrad v Rusku, IZ Bonin v Polsku a dalsi. Pracovni sbirky genovych zdroja
vznikly rovnéz pii bramboraiskych institucich, zejména Slechtitelskych, ve vSech vyspélych
statech.

Postupy pouzivané ke konzervaci bramboru in vitro se lisi mezi jednotlivymi svétovymi
kolekcemi v dil¢ich detailech, pticemz spole¢né vSem jsou nésledujici aspekty:

- jednoduchost zakladani kultury a moznost jejiho vyuziti pro Siroké spektrum genotypu
brambor

- schopnost dlouhodobého udrzovani organogenetické schopnosti v kultufe in vitro a
dlouha subkultivacni perioda
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- nutnost zachovani genetické homogenity a identity udrzovaného materidlu s
materidlem vychozim.

Pro stfedni az dlouhodobé uchovavani genotypli bramboru se uplatiiuji s urcitymi
modifikacemi v zdsad¢ dva postupy, a to:

- uchovavani ve formé in vitro rostlin nebo mikrohlizek

- uchovavani meristému nebo vrcholkil vyhonii v kapalném dusiku (kryokonzervace)

Pti zptsobu konzervace pomoci in vitro rostlin nebo mikrohlizek se jedna o navozeni
podminek pomalého ristu ve vitdlnich teplotach nad bodem mrazu, ve kterych tyto organy
dlouhodobé¢ prezivaji.

Pokud jsou uchovdvanym explantatem rostliny in vitro, jako je to v pfipad¢ udrzovani
odrtd v kolekci genovych zdroji v Braunschweigu, Némecko (MIX-WAGNER,1996, MIX-
WAGNER,1999), pievadéji se tyto do reZimu pomalého ristu ve velikosti 3 - 4 cm a ke
kultivaci se pouziva bazalni zivné MS médium (1962) s ptidavkem 2% sachardzy. Médium se
vyuziva bud’ pevné (agarové), nebo v tekuté podobé¢, s rostlinami vysazenymi na ponofenych
mustcich z filtracniho papiru. Kultivace probiha pii teploté 10°C, intenzité svétla 2000 luxi a
16ti hodinové délce dne.

Délka udrzovaciho cyklu zavisi pln€ na charakteru uchovavaného materidlu a je obvykle
2 roky, vyjimecn¢ piezivaji zivotaschopné ¢asti rostlin az 3 roky. Poté jsou kultury pozvolna
pfevedeny do podminek bézné kultivace a z piezivajicich ¢asti rostliny se odeberou axilarni
pupeny, namnozi se potiebny pocet rostlinek (obvykle do deseti) a cely postup kultivace se pfi
pomalém rustu opakuje. U ¢asti materidlu se projevuje pfiblizné po pil roce skladovani
rustova deprese rizné intenzity a tento materidl vyzaduje prepasazovani v kratSim terminu,
nez je obvykly dvouro¢ni cyklus, napt. u odrid svétového sortimentu to predstavuje cca 10%
polozek. Vzhledem k tomu, Ze ne vSechen material reaguje na konzervaci pomalym riistem
stejné, je nutné provéfovani stavu vzorkil v intervalech 1 — 2 mésice (MIX-WAGNER,1996,
MIX-WAGNER,1999).

Pomérné vice vyuzivanym postupem je konzervace pomoci mikrohlizek. Uplatiiuje se
napi.v rozsahlé kolekci CIP v Peru (ROCA ef al.1979, HUAMAN et al. 2000), v némeckych
bankich (THIEME,1992, MIX-WAGNER, 1999, SCHULER, HOEKSTRA, 1997), v polské
genové bance (ZAKLUKIEWICZ, SEKRECKA, 1994), ve slovenské genové bance
(HELDAK, 1995, TOMA, 1997) a v dalsich.

K vyvolani tuberizace in vitro se obecné pouziva zdkladni médium MS (1962) se
zvySenou koncentraci sacharozy (6 — 10%), ptipadné s malym pfidavkem manitolu. Rostlinky
in vitro ve fazi 5 n6du se prevedou do indukcnich podminek, predstavovanych teplotou 10°C,
luxii). Po indukci mikrohlizek (za Ctyfi mésice) dochazi k pomalému odumirani a zasychani
stonkii. V této podobé pteziva kultura dalSich 12 — 15 mésicl, po té zacnou hlizky rasit.
Vyvinuté vyhony se pouziji k pasazi a k zalozeni nového cyklu. Zkumavky s indukovanymi
mikrohlizkami je mozné také prenést do tmy a teploty 4°C, jak to uvadi MIX-WAGNER
(1999), v ptipadé¢ kolekce 1.500 odrid udrzovanych v genové bance IPK Gatersleben
(Némecko). Primérnd doba do dalSi pasaze se pohybuje mezi 12 — 15 meésici. VSechen
uloZzeny material nereaguje na podminky kultivace stejné a kontrola v dvoumésicnich
intervalech je nezbytna.

Konzervace genofondii bramboru s vyuZitim Kultury in vitro v CR

V Ceské republice se existence genové banky bramboru pii Vyzkumném ustavu
bramborarském v Havlickové Brodé datuje od roku 1952. Do soucasné doby bylo postupné
shromézdéno pies 2.000 vzorki (DOMKAROVA,1995, DOMKAROVA, 1999,
DOMKAROVA, 2003, DOMKAROVA, HORACKOVA, 2000, HORACKOVA,
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DOMKAROVA, 1998, HORACKOVA, DOMKAROVA, 1999, HORACKOVA,
DOMKAROVA, 2003 ).

Po roce 1985 zacal byt klasicky zptisob kazdoro¢niho vegetativniho piesazovani i v nasi
bance postupné nahrazovan udrzovanim v kultute in vitro. Vedlo k tomu zejména vyrazné
zhorseni zdravotniho stavu polni kolekce po letech s velmi silnym infekénim tlakem, kdy
hrozila ztrata fady materialt.

V pribéhu zakladani genové banky byla provedena celd série pokusii zaméfenych na
sledovani vlivu kultiva¢nich podminek na zpomaleni rstu kultur a vyvolani tuberizace in
vitro. Déale na potlaceni vnitfnich kontaminaci pfi pfevodu do sterilniho prostfedi, na
ozdravovani od virovych chorob a ovéfeni stability udrzovaného materialu (KOSTRICA et
al., 1995).

Na zékladé téchto pokust byla vypracovana technika dlouhodobé kultivace in vitro.
Sestava z n¢kolika navazujicich postupti:

Karanténni vysadba nové ziskanych materialu

Karanténni vysadba je provadéna za Gi¢elem detailniho provétreni zdravotniho stavu pred
prevodem do prostiedi in vitro. Pouzit je test ELISA pro stanoveni Sesti nejvyznamngéjsich
viri bramboru, elektroforéza v PAA gelu a molekularni cDNA hybridizace pro detekci
viroidu vietenovitosti bramboru (DEDIC, 1990, DEDIC, PTACEK, 1995).

Asepticky pievod do prostiedi in vitro

K pfevodu do kultury in vitro se pouzivaji stonkové segmenty sklenikovych nebo
polnich rostlin, dobré¢ vysledky jsou pfi pfevodu pomoci klickt hliz. PouZit 1ze 1 ptimo vysev
semen na agar, coz je vyuzivano predevsim u Spatné klicicich semen planych druht.

K odstranéni vnitinich bakteridlnich kontaminaci, které maji ptivod v cévnich svazcich
pirevadéného segmentu a pietrvavaji i po povrchové sterilizaci, se pouzivd kratkodoba,
pfipadné opakovana kultivace na pidach s antibiotiky (napf. gentamycin, rifampicin).

Kultivacéni média pro dlouhodobé udriovani

Kazdy k udrzovani piipraveny genotyp je pasazovan na tfi zivnd média. Zakladem je
médium MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962) bez rustovych regulatorii. V prvém ptipadé je
médium doplnéno zvysSenou davkou sachardzy (6 %), ktera pozitivné ovliviiuje tuberizaci in
vitro. Ve druhém piipadé je zvySeny obsah sacharozy kombinovan s ristovym retardantem
Alar 85 v davce 5 mg/l, piisobicim na prodlouzeni periody riistu pfed nasazenim mikrohlizek
a na stimulaci jejich tvorby. Ve tfetim médiu je normalni obsah sacharozy (3 %) doplnén
zvysenou davkou Alaru 85 (30 mg/l).

Dlouhodobé udriovani a subkultivace in vitro

Do chladového rezimu genové banky jsou prendSeny jiz vyvijejici se rostliny. Kultivace
probiha pfi teploté 10° C, desetihodinové fotoperiod¢ a intenzité osvétleni 3000 luxa.

Subkultivace na novd média pomoci mikrohlizek se provadi u vétSiny materialt
v priméru po 14 — 18 mésicich. Nékteré udrzované materialy (napt. dihaploidy, plané druhy
apod.) vyzaduji individudlni pfistup a pasadZovani na nova média i po krat$i dob&. V zavislosti
na genotypu se projevuje jistd variabilita ristové reakce, proto je nutna prubézna kontrola
stavu udrZovaného materialu.

V ptipad¢ pozadavku se u vybraného genotypu mohou kdykoliv v pribéhu roku pouzit
zivé Casti uchovavané kultury k pasdzovani na mnozici médium MS a materidl je pfipraven
k dal$imu tizkovani nebo expedici.
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Kultiva¢ni postup pouzivany béhem uchovavani kultur bramboru in vitro je shrnut
v nasledujicim ptehledu:

Kultivacni faze | Kultivaéni rezim Stav kultury Délka kultivaéni faze
1. 20 °C, 16 hod. regenerujici fizky na 2 tydny
Fotoperioda na bankovnich ptidach
2. 10 °C, 10 hod. rostliny nasazujici 4-6 mésici
Fotoperioda mikrohlizky
3. 10 °C, 10 hod. zasychajici stonek 4-5 mésice
Fotoperioda dormantni mikrohlizky
10 °C, 10 hod. mikrohlizky rasici,
4. Fotoperioda pfipadné se stonkem 6-7 mésice
schopnym fizkovani
Celkem 14-18 mésicu

Ozdravovani od virovych chorob in vitro

K ozdravovéni od virovych chorob v kultuie in vitro se v soucasné dob€ vyuzivaji dva
postupy. Jedna se o klasickou metodu, spocCivajici v kombinaci termoterapie s naslednym
odbérem vrcholovych meristémi. Metoda vyuziva efektu klesajici koncentrace virti smérem
k vegetatnimu vrcholu a inhibice reprodukce a §ifeni virti v dasledku termoterapie.

Druhym postupem, ktery se v soucasné dobé pii eliminaci virové infekce v genové
bance vyuziva ve vétsi mife, je chemoterapie in vitro. Jako neju¢innéjsi ptipravek k inhibici
reprodukce virli se v nasich pokusech projevil synteticky preparat Ribavirin (HORACKOVA,
1998).

Virostatického ucinku se dosahuje po opakovaném pasdzovani hornich ¢asti rostlin na
zivném médiu s Ribavirinem, pfi¢emz subkultivace na nové médium se provadi po Ctyfech
tydnech. Po ukonceni ozdravovaciho cyklu nasleduje opakované testovani zdravotniho stavu
testem ELISA, véetné zaveérecného testu na rostlinach in vivo. Pozitivni ozdravovaci efekt se
projevuje jiz po druhé pasdzi na médium s Ribavirinem, optimdlni je po pasazi tfeti, kdy je
dosahovano az 100% podilu ozdravenych klonli ve vzorku. Ozdravovani vSak neni Gispésné u
vSech ovliviitovanych materiald, vzdy u urcitého procenta vzorkd musi byt ozdravovaci proces
opakovan (HORACKOVA et al. 2003).

ShromaZd’ovani a rozSiiovdni kolekce, poskytovani genetickych zdrojit

Vzorky genetickych zdroji bramboru domaciho i1 zahrani¢niho pavodu jsou
shromazd'ovany na zakladé pfimého kontaktovani $lechtiteltt nebo prostiednictvim UKZUZ,
referat brambor Lipa. Déle z nabidkovych katalogl zahrani¢nich genovych bank a vyménou
s bramborafskymi institucemi ve svété. Do kolekce jsou rovnéz prevadény cenné materialy
ziskané pii feSeni vyzkumnych projekti s geneticko—Slechtitelskym  zaméfenim
zabezpeéovanych ve VUB Havli¢kiav Brod.

Uzivatelim udrzované kolekce genetickych zdrojii jsou vyzadané vzorky poskytovany
pievazné ve formé rostlin in vitro, ptipadné hliz z technickych izolatorti, v€etné dostupnych
udajii o pfedavaném materialu.

Odborna vetejnost je kazdorocn¢ informovana prostfednictvim poskytovanych prehledt
o rozsahu udrzované kolekce in vitro a jejim zdravotnim stavu.

Uzivateli genové banky jsou vyzkumna a Slechtitelskd pracovisté a univerzity doma i
v zahrani¢i. Ve VUB jsou materily z genové banky pravideln& vyuzivany pii feseni vétsiny
vyzkumnych projekta z oblasti genetiky, virologie a tkanovych kultur.
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Charakter a rozsah udriované kolekce bramboru

V genové bance bramboru je dosud shromazdéno 2 018 polozek a kolekce je rozd€lena
podle charakteru udrzovaného materialu na Sest podkolekci uvedenych v nésledujicim
piehledu:

1)  Odridy Solanum tuberosum - 1 100 polozek

2)  Tetraploidni kiizenci Solanum tuberosum - 280 polozek
3) Dihaploidy, diploidy - 249 polozek

4)  Kulturni druhy rodu Solanum - 5 druht ve 187 klonech
5)  Plané druhy rodu Solanum - 23 druhi ve 106 klonech
6) Mezidruhové hybridy rodu Solanum - 96 polozek

Uvedeny piehled dokumentuje, Ze v genové bance in vitro VUB Havli¢kav Brod je
uchovavana Siroka biodiverzita rodu Solanum. Vzorky odrid Solanum tuberosum ssp.
tuberosum, tetraploidnich ktizenct S. tuberosum, dihaploidd, kulturnich a planych druht
bramboru jsou dostupné pro Slechtitelskd a vyzkumna pracovisté a poskytuji moznost vybéru
donorti vyznamnych hospodaiskych a Slechtitelskych vlastnosti pro experimentalni praci i
novoslechténi. Detailné je biologicky potencidl udrzované genové banky popsan v publikaci
(HORACKOVA, DOMKAROVA, 2003).

Revitalizace a valorizace genové banky bramboru in vitro

Program revitalizace a valorizace vyplynul z potieby zajistit v genové bance dodrzovani
smérnic EU, konkrétn¢ se jednd o Smérnice Komise 95/44/EC, aktualizované Smérnici
Komise 97/46/EC, které pozaduji otestovani udrzovanych materidli vedle béznych wvirg,
rovnéz na pritomnost souboru karanténnich Skodlivych organismi, pfinejmensim pied jeho
poskytnutim uzivatelim, zejména Slechtitelim. Finan¢ni podpora tohoto programu je
garantovana MZe CR a probih4 od druhé poloviny roku 2001 na zikladé uzaviené smlouvy.
Na feSeni se podili oddé€leni tkanovych kultur, virologie a genovych zdroji. Vedle testovani
materidlu v souladu s citovanymi smérnicemi je naplni programu postupnd eliminace béznych
virih bramboru u napadenych polozek, s cilem pievedeni kolekce na bezvirovou troven
(HORACKOVA et al. 2003).

Dosud bylo na pozadované karanténni viry, viroidy a bakterie otestovano 365 polozek a
pozitivni nalez nékterého z testovanych Skodlivych organismi nebyl zaznamenan.

Uplatiiované metody determinace, provadéné v referencni diagnostické laboratofi pro
viry a virim podobné organismy bramboru ve VUB Havli¢kiiv Brod, jsou plné v souladu
s postupy stanovenymi FAO/IPGRI Technical Guidelines.

Od zah4jeni programu aktivniho ozdravovani v kultufe in vitro, za vyuziti chemoterapie
pomoci Ribavirinu, se pocet genotypi prostych béznych vira zvysil z pivodnich 1.157
(59,1%) na soucasnych 1.453, coz znamena, ze 74,1% polozek v kolekci je jiz viruprostych.
Eliminace vira dale pokracuje a v rizné fazi ozdravovaciho cyklu se v soucasné dobé nachazi
278 vzorka, tedy dalSich 14,2%. Rozpracované série ozdravovani budou postupné v prubéhu
roku 2004 dokonceny a nasledné¢ v dalSich letech zatfazeno do ozdravovani zbyvajicich 230
polozek (11,7%), které dosud zistadvaji napadeny virovymi chorobami a na terapii teprve
cekaji.

Eradikacni program genové banky bramboru piedpokldda v horizontu nékolika let
odstranéni virové infekce u vSech in vitro udrzovanych materidlti a prubézné ozdravovani
vSech nov¢ zatazovanych genovych zdroji.

Vzhledem ktomu, Ze vegetativné mnoZené¢ brambory patii z hlediska ohrozeni
karanténnimi chorobami a Skidci mezi nejexponovangj$i plodiny, je pravidelna kontrola
pritomnosti téchto patogenti vSeobecnou nutnosti, ktera jedina mtze zabranit dalSimu Sifeni a
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prenosu do zemi dosud bez vyskytu téchto chorob. Program valorizace a revitalizace a
moznost dokoncit v nasledujicich letech ozdravovani a karanténni testovani v celém rozsahu
kolekce by pozvedlo ¢eskou genovou banku bramboru in vitro na kvalitativné vys$si uroven,
srovnatelnou s obdobnymi genovymi bankami ve svété. Soucasné by se zlepsila a urychlila
moznost poskytovani vzorkll vyzadanych z nasi kolekce zahrani¢nimi bankami (v roce 2003 —
Némecko, Francie, Belgie, Finsko), protoze v fad¢ ptipadi mlze byt vzorek odeslan az po
ozdraveni a protestovani na karanténni Skodlivé Cinitele.

Zavér

V genové bance in vitro VUB Havli¢kiv Brod je uchovavana $iroka biodiverzita odrid
Solanum tuberosum ssp. tuberosum, tetraploidnich kfizenct S. tuberosum, dihaploidi,
kulturnich a planych druhti bramboru. Materialy jsou dostupné pro Slechtitelska a vyzkumna
pracovisté a poskytuji moznost vybéru donorit vyznamnych Slechtitelskych a hospodarskych
vlastnosti pro experimentalni feSeni i1 prakticke Slechténi.
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Teoretické zaklady uchovani rostlin a jejich ¢asti v ultranizkych teplotach
Alois Bilav¢ik, Milo$ Faltus, Jifi Zamecnik
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 -Ruzyné

Souhrn

Uchovani rostlin pri ultranizkych teplotach, tj. kryoprezervace, je jedna z moznosti uchovani
genofondu rostlin. Kryoprezervace je skladovaini rostlinného materialu v ultranizkych teplotach,
vetsSinou pri teploté tekutého dusiku (-196 °C). V bunkach rostlin jsou pri této teplote veSkeré procesy
téemer zastaveny a tim je lze uchovat po velmi dlouhou dobu. Tato metoda ma vyznam hlavne pro
uchovani vegetativne mnozenych druhii, u kterych lze rostliny z uchovanych pletiv dobre regenerovat.
Vyhodou kryoprezervace je predevsim relativné vysoka jistota bezpecnosti uchovani, mala narocnost
na prostor a udrzbu behem uchovavani a nizké udrzovaci ndklady kolekce oproti uchovani rostlin
v polnich podminkdch.
Kli¢ova slova: konzervace, kryoprezervace, skelny stav, termicka analyza, rostliny

Summary

Cryopreservation methods are based on storage of samples at low temperature at which
practically neither chemical reactions and consequently neither aging nor genetic changes of plant
material occur. During cooling and rewarming of samples there is a danger of crystallization and
subsequent ice crystallization leading to frost damage. On the bases of the latest results from the field
of molecular biology it is evident that the main factor influencing the success of cryopreservation
method is the keeping of the glassy state in plant material and avoiding ice nucleation. Thus the
majority of new progressive techniques uses and develops glassy state in biological material devoted
for cryopreservation. We have the best results with cryoprotocols based on the biological glass
formation in our laboratory.
Key words: conservation, cryopreservation, glass state, thermal analysis, plants

Uvod

V pribéhu kryoprezervace jsou rostliny, pfedev§im jejich meristematické Ccasti,
vystavovany teplotam, se kterymi se ve svém pfirozeném prostiedi nesetkavaji. Pro tispésné
zvladnuti kryoprezervace je potieba poznat a navodit v rostlinnych pletivech takové procesy a
stavy, které zvySuji jejich odolnost k celé fad¢ stresovych faktort (tvorba ledovych krystalti
v pletivech, dehydratace, apod.)

Fyzikalni podstata preZziti rostlin v ultranizkych teplotach

U rostlin, které jsou schopné tolerovat ledové krystaly ve svych pletivech, existuji
v principu dvé strategie pro preziti jejich pletiv, i ¢asti v teplotach pod bodem mrazu. Prvnim
typem je vyhnuti se mrznuti vody (podchlazeni, snizeni bodu mrznuti) a druhym je tolerance
extracelularnich ledovych krystalii (LARCHER 1988).

Podchlazeni se vyskytuje u celé fady rostlin a pletiv - parenchymatické bunky cévnich
svazki (BURKE et al. 1976, ASHWORTH a WISNIEWSKI 1991), ¢i celé organy -
generativni pupeny u rybizu (WARMUND a kol, 1988), rododendronu (CHALKER-SCOTT
1992) jabloné (BILAVCIK a ZAMECNIK, 1996) nebo vegetativni pupeny rtiznych druht
Abies (SAKAI 1978, 1979). Uroven podchlazeni mize dosahovat az -41 °C (BURKE et al.
1976). Z hlediska termodynamickych zdkonii vyplyvda, Ze pokud je podchlazend kapalina
ochlazena pod bod teploty skelného piechodu - Tg, dojde u ni k tvorbé skla. MALONE a
ASHWORTH (1991) zjistili, Ze mrazové velmi odolné dieviny jsou schopné preziti v
podchlazeném stavu po vystaveni teploté -196 °C. Pii této teplot¢ bunky zistavaly plné
turgescentni a ani u nich nedoslo k selhani bunéénych membran. Tyto vysledky (HIRSH
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1987) napovidaji, ze u téchto typu pletiv dochazi ke tvorbé skel pfi jejich vystaveni ultra
nizkym teplotdm. Obdobn& HIRSH et al. (1985) a HIRSH (1987) zjistili, Ze u bunék vétvicek
topolu dochazi k tvorbé skel jiz pti -20 °C. Takto vysokou teplotu ptfechodu ve sklo
zdivodnuji tim, Ze pfi vystaveni mrazové odolnych vétvicek topolu teploté pod nulou u nich
dochazi k mrazové dehydrataci, béhem niz se koncentruji vodné roztoky, predevsim bilkovin
a cukrii (hlavné sacharozy, rafindzy a stachyézy).

Odolnost in vitro kultur k mrazu se zvysi otuzovanim - plsobenim endogennich a
exogennich podminek (BALDWIN er al. 1998, PALONEN et al, 2000). Otuzeni je
predpokladem pro uchovani materialu v ultra nizkych teplotach. Pro zvySeni urovné otuzeni je
na kultivované rostliny v in vitro podminkach obvykle aplikovana nizka teplota (4 °C), kratky
den 8/16 (svétlo/tma), kyselina abscisova (30 - 50 uM) ¢i vyssi koncentrace cukrti v médiu (8-
14%) (BALDWIN et al. 1998).

Vodni deficit vyvolava v rostlinach cetné metabolické zmény. Vysokd akumulace
prolinu je jednou znejvétSich zmén, které charakterizuji stres v rostlinich (BARNETT a
NAYLOR, 1966; STEINER a BIELKA, 1990). Obsah prolinu, ktery se zvysuje rychleji nez
obsah jinych aminokyselin ve stresované rostlin¢, mize byt pouzit jako parametr pro méteni
fyziologického stresu nebo adaptace na n&j (PALFI a JUHASZ, 1971). Pti analyzach vétSiho
mnozstvi vzorkl je vhodné pouzit jednoduché rychlé kolorimetrické metody pro stanoveni
obsahu prolinu, napi. (BATES et al, 1973). Touto metodou lze stanovit obsah prolinu
v rozmezi 0,1 — 36,0 pmol g &erstvého materialu.

Skelny stav

Podle HIRSH (1987) je sklo kapalina s viskozitou pevné latky. WILLIAMS a
LEOPOLD (1995) uvadi pro sklo termin viskézni kapalina nebo nezkrystalizovana pevna
latka. Pro sklo je charakteristickd vysoka viskozita (~1 013 Pa s) a s ni souvisejici pomala
difuize molekul. Sklo se da detekovat riznymi metodami. Nejjednodussi, avSak ne plné
spolehlivd a pouzitelnd pouze pro Ciré roztoky, je metoda vizudlni — kdy se hodnoti
prihlednost ¢i zakaleni. Déle je to metoda nizkoteplotni skenovaci elektronové mikroskopie,
nuklearni magnetické rezonance a termické metody. Mezi nejvhodnéjsi termické metody patii
diferen¢ni termicka analyza (DTA), termomechanicka analyza (TMA) a diferencni skenovaci
kalorimetrie (DSC). DSC patii mezi nejcitlivéj§i metody pro sledovani skelnych ptechodil
(BORDE et al. 2002, KHALLOUFI et al., 2000).

Sledovani skel a ledovych krystalii v rostlinnych pletivech

Metodami elektronové mikroskopie lze sledovat lokalizaci skelnych a krystalickych
oblasti v rostlinnych vzorcich. Skenovaci elektronova mikroskopie pouziva systém nepiimého
pozorovani a snimani obrazu, kdy je objekt bodové bombardovan tzkym svazkem elektron
v fadcich za sebou, detektor snimad vyrazené sekundarni elektrony a pres fotondsobi¢ a
zesilovac je signal na obrazovce fadkovanim skladan zpét v celistvy obraz.

U nizkoteplotni mikroskopie je pozorovan objekt pfi ultra nizké teplot¢ — LT SEM. Pro
pozorovani krystalickych ¢i amorfnich stavii vody v zmrazeném objektu se uzivd metoda
mrazového 1amani a mrazového leptani a poté je objekt sledovan pomoci LT SEM pfi ultra
nizkée teploté. Pro dosazeni amorfniho stavu vody v objektu se pouziva metoda vysokotlakého
zmrazovani (MOOR, 1987), pti které se objekt zmrazi z laboratorni teploty do teploty
kapalného dusiku za vysokého tlaku (vice jak 200 MPa) za dobu v fadu desetin sekundy,
pri¢emz se dosahuje rychlosti poklesu teploty na povrchu vzorku v cca 500 °C s (MOOR,
1987). Pokud je zamrazen objekt srelativné vysokym obsahem vody (pfiblizné
1 g vody g susiny™ a vice), doporucuje se pro dosazeni vitrifikovaného, t.j. skelného, stavu
velikost objektu upravit na maximalni tloustku cca 0,2 mm (BACHMAN a MAYER, 1987).
U objektt s vétsi tloustkou jiz neni z fyzikalniho hlediska moZzno dosdhnout dostatecné
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velkych rychlosti poklesu teploty uvniti vzorku, aby bylo dosazeno skelného stavu
(BACHMAN a MAYER, 1987).

Detekce a charakterizace skel pomoci — DSC

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) je termickd metoda, pomoci které lze méfit a
definovat procesy fazovych a skelnych premén ve vzorcich. Pomoci DSC lze sledovat
exotermické a endotermické charakteristiky a zmény tepelné kapacity (Acy), viz. Obr.1.

Krystalizace
(exoterma)

Skelny pi‘echod

Tepelny tok (Tg)

exotermni

a

Tani
(endoterma)

» Teplota

Obr. 1 Termické charakteristiky vzorku sledované diferencni skenovaci kalorimetrii (DSC)
v priab&hu ohfevu

Skelny ptechod (Tg) se vyznacuje esovitym tvarem kiivky, ve vzorku dochdzi ke zméné
tepelné kapacity. Pfi krystalizaci, ¢i tdni dochazi k uvolnéni, resp. absorpci tepla, pfi¢emz
v obou piipadech ma kiivka charakteristicky tvar piku.

DSC lze vyuzit ke stanoveni skelného pifechodu, teploty mrznuti, tani a varu,
krystaliza¢niho Casu a teploty, podilu krystalinity, specifické tepelné kapacity, reakéniho tepla
a tepla flze, oxidacni a teplotni stability, rychlosti a stupné tvrzeni, reakéni kinetiky a Cistoty
latek. Princip této metody spociva ve vystaveni vzorku fizenému poklesu ¢i vzestupu teploty
améfeni tepla uvolnéného nebo ptijatého na dvou (eventudlné tiech) méfenych mistech,
znichz na jednom, méficim misté, je vzorek uzavien v hlinikové panvi¢ce a na druhém,
referencnim misté¢, je vétSinou prazdnd péanvicka. Teplo se bud’to méti piimo, podle vykonu
nutného dodat pro chlazeni ¢i ohfev méticiho mista, které se udrzuje na stejné trovni teploty
jako referencni misto, anebo se vypocitava z teplot méfenych na misté vzorku a reference.
Prvni systém se nazyva ,,power compensation* DSC systém a druhy ,,heat flow™ DSC systém.
Pomoci DSC lze méfit vzorky od teplot blizicich se teplotdm kapalného dusiku, fadové od
-150 °C do teplot az 700 °C. Pfi DSC méfeni se standardné pouziva linearni rychlost chlazeni
a ohfevu. Vzhledem k ¢asovému rozlozeni experimentlli se pouziva nejCastéji rychlost
10°C min™. Pfi charakterizaci skelného prechodu sledovaného materidlu se pouzivaji
hodnoty skleného piechodu (Tg) ziskané predevSim pii ohfevu, protoze pii mrazeni miize
dochézet k podchlazeni vzorku.
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Mnozstvi uvolnéného tepla ze vzorku po ledové nukleaci zavisi jednak na navazce a
dale na mérném skupenském teplu tani latek ve vzorku (pro vodu je 335 J g™). Pti ohievu
dochazi k fazovému ptrechodu z pevného skupenstvi do kapalného pozvolnéji a proto k vyse
zminénym nelinedrnim rychlostem doch4zi v mnohem mensi mife.

Kryoprezervace

Kryoprezervace je metoda uchovavani rostlin v ultra nizkych teplotach. Jedna se o
technologii umoziujici dlouhodobé uchovéavani biologického materidlu pti velmi nizké
teploté (nejcastéji v kapalném dusiku pti -196 °C), pii zachovani jeho zivotaschopnosti po
pteneseni do normdlnich podminek. Pro uchovavani se pouzivaji jak vzrostné vrcholy ¢i
pupeny vegetativné mnozenych rostlin, tak semena. Vzhledem k rychlosti mrazeni, lze
kryoprezervaci rozdélit do dvou metod: dvoustupiovou kryoprezervaci a vitrifikaci (metoda
zalozena na tvorb¢ biologickych skel).

Jednotlivé metody a jejich popis jsou uvedeny vtomto sborniku v piispévku
FALTUS et al. s ndzvem Metody kryoprezervace. V této Casti se zaméfime na vysvétleni
fyzikalni podstaty a principu metod kryoprezervace. Dvoustupiiovd metoda je uZzivana
predevsim pro kryoprezervaci takovych rostlin, které jsou schopné otuzeni a pteziti pod
nulovych teplot. Napiiklad se pouzivd pro kryoprezervaci dormantnich pupent
(STUSHNOFF, 1987; TYLER a STUSHNOFF, 1988). Princip této metody spociva
v pomalém snizovani teploty do urovné -30 az -40 °C v prvnim stupni, kdy dochazi pii
rychlostech pfiblizn¢ 2 °C za hodinu k promrzani pletiv a k jejich mrazové dehydrataci. Poté
nasleduje ekvilibrace po dobu 4 — 24 hodin na dosazené teploté. Pro nasledné zamrazeni do
ultra nizkych teplot do kapalného dusiku (LN) je vhodné zamrazit dormantni pupeny
nejvice vody extracelularné pfi pomalé rychlosti zamrazovani, protoze tato nevymrzla voda
by mohla v druhém stupni, ponoienim do LN, zpusobit poskozeni pletiv intracelularnim
zmrznutim. Intraceluldrni mrznuti je pro bunky letalni (GUSTA a FOWLER, 1977). Proto je
nejvyhodnéj$i optimalizovat teplotu, na kterou jsou vzorky zmrazovany v prvnim stupni
kryoprotokolu, napiiklad dormantnich pupent, na hodnotu po které¢ jiz vzorky zacinaji ztracet
zivotnost. Odtati vzorkl probiha po jejich vlozeni do teploty 5 °C (ve vzduchu), kdy dojde
k exponencidlnimu ohfevu vzorku (s pocatecni rychlosti desitky °C za minutu). Po odtati jsou
vzorky, dormantni pupeny, regenerovany bud’to ockovanim na podnoze (SEUFFERHELD et
al., 1991) anebo ptevodem do in vitro podminek (SUZUKI et al., 1997).

Vitrifikace (SAKAI et al. 1991) je zalozena na tvorbé skel béhem co nejrychlejSiho
zamrazeni vzorkl do ultra nizkych teplot (fddove sta az tisice stupiiti Celsia za minutu). Této
rychlosti poklesu teploty se dosahuje ponofenim vzorku do LN.

Existuje mnoho modifikaci vitrifikaéni metody kryoprezervace, které se li§i predevSim
typem pouzitého kryoprotektantu, oSetfenim rostlin pied a po vlastni kryoprezervaci a
zpisobem dehydratace vzorkli. OSetfeni pfed vlastni kryoprezervaci spociva predevSim
v otuzovani rostlin nizkou teplotou (REED 1989, BILAVCIK et al. 1999) putisobenim
kryoprotektnich roztoki (vétSinou sacharidl) (GROSPIETSCH et al. 1999).

Existuji tf1 hlavni modifikace vitrifika¢niho protokolu kryoprezervace.

Prvni je enkaspula¢né dehydrataéni postup, pii kterém se vzrostné vrcholy obaluji -
enkapsuluji v alginatu sodném a poté se dehydratuji vétSinou nad silikagelem
(GROSPIETSCH et al. 1999b) nebo v proudu sterilniho vzduchu (DEREUDDRE et al. 1991)
na uroven, pii které dochazi v rostlinnych pletivech k tvorbé skla a nejsou jiz detekovany
ledové krystaly. Enkaspulované vzorky jsou poté ponoieny do LN. Odtati probiha rychlym
ponoienim do 40 °C teplé vody na 1-2 minuty a nasleduje regenerace v in vitro podminkach.
Velmi rychlé odtati zajistuje co nejrychlejsi preklenuti teplotni zony, ve které se mohou tvofit
a rust ledové krystaly.
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Druhym typem kryoprezervacnich metod je metoda pouzivajici vitrifika¢nich roztoki,
pii které jsou vzorky vystaveny fadové hodinovym piisobenim silné koncentrovanych
kryoprotektivnich smési a poté ponofeny do tekutého dusiku. Vitrifikaéni roztoky obsahuji
ruzné kryoprotektanty. Z fady riiznych smési kryoprotektivnich latek jsou nejpouZzivané;si
nasledujici tfi vitrifikacni roztoky. SAKAI et al. (1991) pouziva PVS2 (z anglického Plant
Vitrification Solution) roztok o slozeni etylenglykol (15% w/v), glycerol (30% w/v) a DMSO
(15% w/v) ve 0,4M sachar6ze. Obdobny je vitrifikatni roztok MPVS (Malus Plant
Vitrification Solution) - SEUFFERHELD et al. (1991) (k PVS2 ptfidan propylenglykol).
LANGIS a STEPONKUS (1990) pouziva roztok o slozeni: etylenglykol (24% w/v), sorbitol
(30% w/v) a hovézi sérum albumin (30% w/v) ve vodé. Odtati je v téchto piipadech
provedeno ponofenim do 40 °C teplé vody na 1-2 minuty snaslednym vymyvanim
kryoprotektivni smési (pfevazné fytotoxického DMSO) sestupnou fadou sacharézovych
(SAKALI et al., 1991) ¢i sorbitolovych (LANGIS et al. 1989) roztoki (od 1,2 M az po 0,2 M).
Regenerace rostlin probihd v in vitro podminkéch.

Tretim typem kryoprezerva¢nich metod je kapkova metoda, kdy je v in vitro
pfedoSetieny extirpovany vzrostny vrchol umistén na aluminiovy pliSek do kapky
s kryoprotektantem, vétSinou DMSO (10% v/v) (SCHAFER-MENUHR 1996) a ponofen
ptimo do LN (SCHAFER-MENUHR 1996, GROSPIETSCH a ZAMECNIK, 2001). Odtati je
provedeno rychle — ponofenim plisku s kapkami se vzrostnymi vrcholy do 40 °C teplé sterilni
vody nebo MS média. Nasledné se vzrostné vrcholy nasadi na regeneracni médium a hodnoti
v in vitro podminkéch.

Pro hodnoceni rostlin po jejich vystaveni teplotam tekutého dusiku se pouziva vizudlni

vvvvvv

uspésného kryoprotokolu je regenerace rostlin de novo.

Zavér

Podstatou vSech kryoprezerva¢nich metod je uchovani vzorkl pti nizké teploté, pti které
jiz nedochazi k zddnym chemickym reakcim a tim ani k starnuti a ke genetickym zménam
ulozeného rostlinného materidlu. V priibéhu zmrazovani a ohfevu vzorkti vSak hrozi velké
nebezpeci krystalizace a ndsledné mrazového poskozeni. Na zaklad¢é nejnovejSich poznatka o
molekularni podstaté stavu biologického pletiva je ziejmé, Ze nejpodstatnéjSim faktorem
ovlivitujici uspesnou kryoprezervaci rostlin je uchovani skelného stavu ve vzorcich a
zabranéni ledové krystalizaci. Proto vétSina novych a progresivnich metod pouziva a rozviji
zékonitosti  tvorby skel v biologickém materidlu ureném pro kryoprezervaci.
S kryoprezervaénimi protokoly zaklddajici se na tvorbé biologickych skel mame v naSich
podminkach nejlepsi zkusenosti.
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Metody kryoprezervace
Milos Faltus, Jifi Zamec¢nik, Alois Bilavéik
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 - Ruzyné

Souhrn

V prispévku jsou popsany zdkladni principy metod kryoprezervace. Kryoprezervace je uchovani
vzorki pri utranizkych teplotach, obvykle pri teploté bodu varu tekutého dusiku, tedy pri -196 °C.
Existuji dvé zdakladni metody kryoprezervace — klasickda a vitrifikacni. Klasicka metoda spociva
v Fizeném mrznuti vzorki, kdy dochazi k extracelularni tvorbé ledovych krystalit a vymrzani vody
z pletiv. Vitrifikacni metoda je zaloZena na tvorbé skla, tedy amorfni pevné hmoty, kterd umoziuje
prekonant ultranizkych teplot bez poskozeni vzorkii. V prehledu jsou popsany principy ctyr zakladnich
vitrifikacnich postupit a dalst modifikace téchto metod s prikiady jejich pouZiti.
Klic¢ova slova: kryoprezervace, vitrifikace, desikace, enkapsulace-dehydratace

Summary

Basic principles of cryopreservation methods are introduced. Cryopreservation means
maintenance of samples at ultra-low temperature, usually at the temperature of liquid nitrogen (-196
°C). There are two basic cryopreservation methods. classical and vitrification. The classical method is
based on controlled freezing of samples and extracellular ice formation together with freezing
dehydration of tissues. The vitrification method is based on production of glass, amorphous solid
matter, which allows withstanding ultra-low temperatures and consequent rewarming without sample
damage. Principles of four basic vitrification procedures and their modifications together with
examples of their applications are reviewed.
Key words: cryopreservation, vitrification, desiccation, encapsulation-dehydration

Uvod

Jednou z metod uchovani genetického materialu ex situ je metoda kryoprezervace. Tato
metoda je zaloZena na ulozeni genetického materidlu v tekutém dusiku, tedy pfi utranizkych
teplotach, a to bud’ v parach dusiku pfi teploté kolem -150 °C nebo piimo v tekutém dusiku
pii teploté -196 °C. Uplatnéni této metody je vhodné predevsim v ptipad€, kdy nelze pouZit
dlouhodobé uchovani genotypii pomoci semen. To znamena u vegetativné mnozenych rostlin
a u rostlin mnozicich se semeny, ale poskytujicich rekalcitrantni semena. U vegetativné
mnozenych druhii je tato metoda velmi efektivni a bylo vyvinuto mnoho protokolii pro
kryoprezervaci kotfenovych a hliznatych plodin, ovocnych a okrasnych druhii z oblasti
mirného i tropického podnebi.

Pii vyvoji a aplikaci kryoprezervacnich postupli je tieba piekondvat dva hlavni
problémy spojené s uchovanim materidlu v tekutém dusiku. Jednak je to problematika mrznuti
a tvorby ledovych krystalii. V ptipadé, ze metoda umoznuje nebo piedpokladd tvorbu
ledovych krystalt pii kryoprezerva¢nim protokolu (klasické metody kryoprezervace), vzdy se
musi jednat o mrznuti extraceluldrni; opak, tedy mrznuti intracelularni vede ke smrti bunck.
Extracelularniho mrznuti vody lze dosdhnout pfedevsim otuZzenim materidlu a poklesem
obsahu vody v pletivech.

Druhym problémem kryoprezerva¢nich postupi mize byt silnd dehydratace bunck,
kterd vede k jejich poSkozeni. Na jedné stran¢ je dehydratace bunék nezbytna pro zabranéni
tvorby ledovych krystali pti zchlazovani materialu, ale na druhé strané mtze dojit k ptilis
silné dehydrataci, at’ uz pii suSeni vzorkl, pfi ovlivnéni kryoprotektivnimi latkami nebo pii
vymrzani vody z bunék pii extracelularnim mrznuti.

Nové kryoprezervacni postupy jsou zalozeny na vitrifikaci uchovavaného materidlu,
dosazené pii velmi rychlych poklesech teploty. Vitrifikace je fyzikalni proces, ktery mtize byt
definovan jako fazovy ptfechod vodného roztoku z tekutiny do amorfni skelné¢ pevné hmoty,
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nebo skla, pfi teploté skelného piechodu (Tg), pii vylouceni krystalizace ledu. Sklo se tvofi v
pletivech a béhem dehydratace mulze pomoci zabranit naslednému poskozeni pletiv,
koncentraci roztokli a zmény pH. Nad sklem je nizsi tlak vodni pary nez nad krystaly ledu a
tak je zabranéno dalSi dehydrataci pletiv. Sklo je vysoce viskdzni a prakticky zastavuje
veskeré chemické reakce, které vyzaduji molekularni diftzi. Tvorba skla muize vést k
zastaveni biochemickych procesti a genetické stabilit€ po dlouhou dobu (BURKE, 1986).

Pro uspésnou kryoprezervaci je nezbytné se vyhnout letdlnimu intracelularnimu mrznuti,
ke kterému dochdzi béhem rychlého mrznuti v tekutém dusiku. Vzorky proto musi byt
dostate¢né dehydratované, aby se predeslo intracelularnimu mrznuti a doslo k vitrifikaci za
rychlého mrznuti v tekutém dusiku. Vitrifikace je dosud jediny zndmy mechanismus, ktery
umoznuje hydratovanym bunkam, tkdnim a organtim ptezit teplotu tekutého dusiku (SAKALI,
1960, 1965, 1995). Podrobné;jsi vyklad podstaty kryoprezervace a vitrifikace je popsan v tomto
sborniku v piispévku BILAVCIK et al. s ndzvem Teoretické zaklady uchovani rostlin a jejich
¢asti v ultranizkych teplotach.

Metody kryoprezervace
Metody kryoprezervace lze rozdélit na zékladé tvorby krystald, respektive skla ve
vzorcich, na klasické metody a metody zaloZené na vitrifikaci.

Klasické metody

Klasické metody nebo také metody fizeného, piipadné dvoustupiiového mrznuti, jsou
jedny zprvnich pouzitych metod. Jak napovidd jedno z jejich oznaceni, postup
kryoprezervace spocivd ve dvou stupnich. V prvnim stupni dochdzi k pomalému, fizenému
zchlazovani materialu, kdy dochézi k iniciaci extracelularniho mrznuti a postupné k vymrzéani
volné vody z bunck. Pokles teploty se zastavi na pfesn¢ definované teploté, kterd jeSté neni
pro material letalni, ale umoZzni dostateCnou dehydrataci vzorku. Pak nasleduje druhy stupen,
kdy je pouzivan rychly pokles teploty az na teplotu tekutého dusiku. Vyhodou této metody je
vyuziti piirozené¢ schopnosti rostlin se otuzit nizkym teplotdm a pfirozend, neletélni,
dehydratace bunék. Tato metoda méa ovSem jista omezeni. Jednak je to metoda naro¢na na
pristrojové vybaveni. Je tfeba mit k dispozici pomérné nakladné zatfizeni pro programovatelné
mrznuti. Déle je metoda omezena i okruhem rostlin, pro které 1ze tuto metodu pouzit. Jsou to
piedevsim rostliny, které jsou schopny otuzeni vi¢i mrazu. U diferencovanych pletiv byly
tyto techniky pouzity pro mrznuti vrcholli mrazuvzdornych druht (REED a CHANG, 1997).
Vyuziti u tropickych druhi je spiSe vyjimecné (ESCOBAR et al., 1997). Klasické metody
byly pouzity i u nediferencovanych systémi, jako jsou bunécné suspenze a kalusy (KARTHA
a ENGELMANN, 1994; WITHERS a ENGELMANN, 1997).

Vitrifika¢ni metody

Vitrifikaéni metody jsou zaloZeny na tvorbé¢ skla a vyhnuti se tvorby ledovych krystala
v pletivech. Zakladem metod zalozenych na vitrifikaci je dehydratace bunék pred zamrazenim
vystavenim vzorkll koncentrovanym kryoprotektivnim roztokim ve vétSin¢ piipadii nebo
jejich desikace. Pak nésleduje rychlé zamrazeni. Vysledkem je, Zze vSechny faktory, které
ovlivituji tvorbu intraceluldrniho ledu, jsou omezeny. Skelné prechody béhem mrznuti a
ohfevu byly zaznamenany u riznych materialii pomoci termické analyzy (SAKAI et al. 1990;
DEREUDDRE et al. 1991; TANNOURY ef al. 1991; NIINO et al. 1992). DUMET et al.
(1993b) prokazal, ze zvySené pieziti somatickych embryi olejové palmy po kryoprezervaci
souviselo s poklesem mnozstvi krystalizujici vody a naopak snaristem vodni faze
piechazejici do skelného stavu. Vitrifikaéni metody nabizeji praktické vyhody ve srovnani
s klasickymi metodami (STEPONKUS et al. 1992). Jsou vhodnéjsi pro kryoprezervaci
komplexnich organt (vegetacni vrcholy, embrya), které obsahuji rizné typy bunék, kazdé
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s jinymi pozadavky pii pouziti klasickych metod. Vyloucenim tvorby ledovych krystali pii
pouziti vitrifikaénich metod jsou pracovné méné ndrocné nez klasické metody (nevyzaduji
programovatelné zmrazovace) a maji vyss$i potencidl pro Sirokou pouzitelnost vyzadujici
pouze malé modifikace pro rizné typy bunéck (ENGELMANN 1997b).

Spolecnym rysem vSech téchto novych kryoprotokold je, ze kritickym krokem
k dosaZeni preziti je krok dehydratace a ne mrznuti jako v ptipad¢ klasickych kryoprotokolt.
Proto, jestlize jsou vzorky uréené pro kryoprezervaci schopné desikace na dostate¢né nizkou
uroveit obsahu vody s miniméalnim nebo Zadnym poklesem zivotnosti, pak je obvykle
dosahovana vysoka zivotnost i po kryoprezervaci (ENGELMANN 1997b).

Existuji ¢tyii zékladni metody kryoprezervace zalozené na vitrifikaci:

1) enkapsulace-dehydratace

2) metoda vitrifikacni s pouzitim chemickych kryoprotektant
3) metoda desikace

4) metoda ultra-rychlého mrznuti

Dale existuji dalsi modifikace a kombinace metod zakladnich:
- metoda enkapsulace-vitrifikace
- metoda predkultivace
- metoda predkultivace-desikace
- kapkova metoda

Metoda enkapsulace-dehydratace

Tato metoda je zaloZena na technologii vyvinuté pro produkci umélych semen.
Rostlinny material je enkapsulovan do algindtovych kulicek a mlze byt dale kultivovan na
mediu se sacharosou 1 az 7 dni. Alginatové kulicky jsou pak ¢astecné desikovany v proudu
vzduchu v laminarnim boxu nebo nad silikagelem na obsah vody asi 20 % a pak rychle
zamrazeny. Preziti materialu byva vysoké a rist po kryoprezervaci rychly a piimy bez tvorby
kalusu. Tato metoda byla aplikovana na fadu plodin mirného 1 tropického klimatu
(ENGELMANN 1997b) a je pouzitelnd i na bunécné suspenze a somatickd embrya
(TESSEREAU et al. 1994; BACHIRI et al. 1995).

Vyhodou této metody je, Ze neni tieba specidlniho vybaveni a ke snizeni obsahu vody se
vyuzivd pfirozen¢ho zptasobu osmotického plsobeni a desikace bez chemickych
kryoprotektantii. Nevyhodou miize byt, Ze nékteré genotypy nesndseji vysokou koncentraci
sacharosy pouzitou pii této metode. Kritickym faktorem této metody je stupen dehydratace
materidlu, a proto ji nelze pouzit u téch genotypl, které netoleruji nizky obsah vody
v pletivech.

Vitrifika¢ni metoda

Dalsi metoda je oznaCovana jako metoda vitrifika¢ni v uz§im slova smyslu. Tato metoda
vyuziva aplikaci vysoce koncentrovanych vitrifikacnich roztokt (glycerol, DMSO, poly- a
ethylen- glykoly) k dehydrataci materidlu nasledované rychlym mrznutim doprovdzeném
tvorbou skla. Pfi odtavani materidlu po rychlém ohifevu nasleduje vymyti kryoprotektanti a
regenerace. Tento postup byl vyvinut pro vegetacni vrcholy, bunééné suspenze a somaticka
embrya mnoha rtiznych druhii (SAKAI 1995, 1997).

Vyhodou metody je, Ze neni ndrocnd na pfistrojové vybaveni a Cas a je mozné
kryoprezervovat rostliny 1 bez jejich otuzovani. Nevyhodou je toxicita nékterych
kryoprotektantil a jejich potencidlni negativni vliv na genetickou stabilitu.
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Metoda enkapsulace-vitrifikace.

Tato metoda je kombinaci metody enkapsulace-dehydratace a vitrifikacni metody, kdy
jsou vzorky enkapsulovany do alginatovych kuli¢ek a dehydratovany ptisobenim chemickych
kryoprotektantd. Tato metoda je vhodnd pro materidl, u nc¢hoz nelze pouzit postup
dehydratace pomoci klasické metody enkapsulace-dehydratace. Byla pouzita napt. u
karafiatt, (TANNOURY ef al., 1991) lilii, wasabi a Armoracia (SAKAIL 1997).

Metoda desikace

Metoda desikace je nejjednodussi metodou, kterd spociva v dehydrataci explantatd a
rychlém zmrazeni pfimym ponofenim do tekutého dusiku. Tuto metodu lze pouzit u
materialu, ktery odolava silné dehydrataci. Pouziva se napi. u zygotickych embryi nebo jejich
casti ziskanych ze semen a u pupenti ovocnych dievin. Byla aplikovana na embrya velkého
poctu rekalcitrantnich semen (ENGELMANN 1997a). Desikace se provadi obvykle v proudu
vzduchu laminarniho boxu nebo piesnéji a reprodukovatelnéji jsou podminky dehydratace
dosazeny pouzitim sterilniho stlaceného vzduchu nebo silikagelu. Ultrarychlé suseni v proudu
stlatené¢ho suchého vzduchu umoziuje kryoprezervaci vzorkl s relativné vysokym obsahem
vody, a tak snizit poskozeni zptisobené desikaci samotnou (BERJAK et al., 1989; WESLEY—
SMITH et al., 1992). Optimalni stupné pfeziti jsou obecné dosaZeny, kdyZz jsou vzorky
mrazeny s obsahem vody mezi 10 a 20 %.

Metoda ultrarychlého mrznuti

Tato metoda je zaloZena na pouziti malych vzorki a jejich pfimém ponoteni do tekutého
dusiku. Tim je dosazeno velmi vysoké rychlosti poklesu teploty (vice nez 1000 °C za minutu).
To umoziuje tvorbu skla v pletivech bez vzniku ledovych krystalli. Pro omezeni tvorby
ledovych krystalti jsou vzorky pted ponofenim do tekutého dusiku dehydratovany osmoticky,
desikaci (ve flowboxu nebo nad silikagelem) nebo aplikaci kryoprotektanti. Vyhodou této
metody je jeji jednoduchost a nenarocnost na piistrojové vybaveni.

Kapkova metoda

Kapkova metoda je jednou z modifikaci metody ultrarychlého mrznuti. Tato metoda je
pouzivana napiiklad u vegetativnich vrcholi bramboru (SCHAFER-MENUHR, 1996).
Vrcholy jsou syceny v tekutém kryoprotektivnim mediu (10% DMSO) a pak umistény na
hlinikové plisky do kapek kryoprotektantu a zamrazeny pfimo ponofenim do tekutého dusiku.
Mirn¢ modifikovand byla tato metoda uspé$né vyzkousena i u chryzantémy (HALMAGYT et
al., 2004).

Metoda predkultivace

Tato metoda spociva v kultivaci vzorkli v pfitomnosti kryoprotektanti a samotné
mrazeni se provadi rychlym ponofenim vzorka do tekutého dusiku. Tato metoda byla pouzita
naptiklad pro vegetacni vrcholy bananovniku (PANIS 1995).

Metoda piedkultivace-desikace

Tato metoda je modifikaci pfedchozich metod. Explantaty jsou pifedpéstovany
v ptitomnosti kryoprotektantd, nasledn¢ dehydratovany ve flowboxu nebo nad silikagelem a
pak rychle zamrazeny. Tato metoda byla aplikovana na stonkové segmenty chiestu, somaticka
embrya olejové palmy a zygotickd embrya kokosu (URAGANU et al., 1990; ASSY-BAH a
ENGELMANN, 1992; DUMET et al., 1993a).

Tato metoda byla uspésné pouzita i u bramboru (GROSPIETSCH et al., 1999). Nodalni
segmenty bramboru jsou pfed samotnou procedurou kryoprezervace kultivovany 5 dni

38



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

s ptidavkem 2 M sacharosy. Izolované vrcholy jsou syceny na 0,7 M sacharose pies noc a pak
nasleduje desikace nad silikagelem a zamrazeni pfimym ponofenim vrchol do dusiku.

Zavér

Béhem poslednich 10 let doslo k vyznamnému posunu na poli kryoprezervace rostlin.
Doslo zejména k rozvoji novych kryoprezervacnich technik zaloZenych na vitrifikaci
uchovavaného materidlu. Duilezitou vyhodou téchto novych technik je jejich nenaro¢nost na
ptistrojové vybaveni, coZ umoziuje jejich rozsifeni i1 v rozvijejicich se zemich v tropickych
oblastech, kde je nejvyssi zastoupeni druhti rostlin problémovych z hlediska uchovani
biodiverzity.

Pro mnoho vegetativné mnozenych druhti jsou kryoprezervaéni metody dostate¢né, aby
je bylo mozné pouzit rutin€ v kryobankéch. Zatim urcitou nevyhodou miize byt skute¢nost, ze
dand metoda nemusi byt zcela univerzalni pro vSechny genotypy v ramci jedné plodiny a je
nutné kryoprezervaéni postupy pro tyto genotypy nadale optimalizovat. Na druhou stranu se
nabizeji nové pristupy, jako napf. metody termické analyzy pro studium tvorby skel ve
studovaném materialu, a tim 1 moznost optimalizovat kryoprezervacni postupy.
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Provoz kryobanky
Jifi Zamec¢nik, Alois Bilav¢ik, Milos Faltus a Vladimir Skladal
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné

Souhrn

Kryoprezervace je technologie uchovani rostlin v ultranizkych teplotach. Vyuziva se hlavne pro
uchovani genofondu vegetativné mnozenych rostlin. Vychozim materidlem jsou rostliny prevedené do
in vitro podminek. MnozZstvi kryoprezervovanych vzrostnych vrcholii, pravdépodobnost dosazeni
urciteho poctu rostlin regeneraci, bylo odvozeno na zakladé publikovaneho statistického modelu.
Mnozstvi - kryoprezervovanych polozek a pocet meristémii  jedné polozky jsou porovndny
s publikovanymi udaji svétovych kryobank. Jsou popsany: Informacni systém vyuzivajici evidenci
skladovanych vzorkit oznacenych pomoci caroveho kodu, jeho napojeni na evidenci genetickych zdrojit
EVIGEZ, technologické a bezpecnostni zabezpeceni.
Na zdkladeé teoretickych poznatkii a metodickych pokrokii v kryoprezervaci rostlin, technickém zazemi
organizacnich a informacnich struktur byla dne 26.11.2003 zalozena Kryobanka vegetativné
mnozenych rostlin v Ceské republice.
Kli¢ova slova: kryobanka, kryoprezervace, vegetativné mnozené rostliny, ultranizké teploty

Summary

Cryopreservation is a technology of ultra-low temperature germplasm storage. Methods of
cryopreservation are used mostly for vegetatively propagated plants. In vitro cultivated plants are the
source for cryopreservation. The number of cryopreserved shoot tips and probability of plant
regeneration were calculated according to the published statistical model. The number of
cryopreserved accessions and the number of meristems of one accession are compared with the
published parameters of other world cryobanks. On the basis of the theoretical and methodical
approach to plant cryopreservation, the technology and the information system, the Czech Cryobank
was established on November 26, 2003.
Key words: cryobank, cryobanking, cryopreservation, vegetatively propagated plants, ultra-low
temperatures

Uvod

Kryoprezervace vegetativné mnozenych rostlin nebo jejich casti je jednim ze zplsobu,
jak uchovat rostliny zivé po dlouhou dobu bez rlstu. Kryoprezervace je metoda uchovani
rostlin nebo jejich ¢asti v ultranizkych teplotach za Gcelem uchovani biodiverzity. Skladovaci
systém je zaloZen na minimalizaci ristu a vyvoje, udrzeni zivotnosti vzorkll na nejvyssi
mozné urovni, udrzeni genetické stability s minimalnim rizikem jeji ztraty, udrzeni schopnosti
plného vyvoje ve fyziologickych teplotach, minimalizaci lidské prace, materidlovych a
energetickych vstupt.

Kryoprezervace pfispivd k wuchovani genetické stability a zamezuje starnuti.
Kryoprezervaci se uchovava ozdraveny (pfipadné vzacny neozdraveny) material, u kterého
hrozi pfi mnozeni v ex vitro podminkdch znehodnoceni vlivem plsobeni biotickych a
abiotickych stresti. Neptimo se pii kryoprezervaci skladuje i lidska prace a know-how vlozené
do celého postupu kryoprezervace véetné predchoziho ozdraveni.

Jednou z vyhod tohoto skladovani rostlin je vysoka jistota udrzeni zivotaschopnosti pfi
ultranizkych teplotaich pomoci tekutého dusiku (teplota —196 °C) nezavisle na elektrické
energii. Nevyhodou je pocatecni vétsi pracnost, ktera je vSak kompenzovana dlouhodobym
skladovanim rostlinného materidlu bez dal§iho nutného pasdzovani, které je nezbytné, pokud
jsou rostliny péstovany v tkanovych kulturach.
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Metody kryoprezervace jsou vyuzivany nejen pro uchovani genovych zdroji kulturnich
plodin, ale také pro uchovani vzacnych rostlin. V neposledni fad€ i pro potfeby Slechtitell se
pomoci kryoprezervace uchovava pyl v ultranizkych teplotach pro kiizeni.

Kryoprezervaci rostlin se zastavi rst a vyvoj rostlin, za soucastného uchovéani co
regeneraci rostlin je nutné ptihlizet k tomu, aby nedochazelo k ovlivnéni genetické stability.
Zmény genetické stability mohou nastat vybérem, ¢i nevhodnym pouzitim kryoprotektivnich
latek, které mohou mit vliv na vys$i vyskyt mutaci. Pfi skladovani rostlinnych vzorki
v ultranizkych teplotach neni tak velké riziko ovlivnéni genetické stability jako je pfi ptiprave
téchto rostlin na mrznuti a pfi tani a jejich regeneraci. Pti odtavani vzorkl je nutné dbat na
vymyti kryoprotektivnich latek z rostlin, které by mohly ovlivnit hlavné regeneraci a ptipadné
genetickou stabilitu. Pfi regeneraci rostlin po kryoprezervaci je nutné aby vzrostné vrcholy
regenerovaly z meristematickych bunék a ne z kalusti, které mohou mit vliv na somaklonalni
variabilitu. Pfi kryoprezervaci vzrostnych vrcholi rostlin je zaru€eno, Ze regenerace probihé
z meristematickych bunék. Z hlediska narokii na energii je metoda kryoprezervace v pocatku
skladovani je nutné¢ pouze udrzovat hladinu tekutého dusiku, kterd zarucuje ultranizkou
teplotu skladovani. Hlidani hladiny tekutého dusiku je v fad¢ kryobank automatické podobné
jako dopliovani tekutého dusiku.

Metodika kryobanky

Na zékladé teoretickych poznatkil (viz BILAVCIK et al.) a metodickych postupii (viz
FALTUS et al.) byla 26.11.2003 zalozena prvni kryobanka vegetativné mnozenych rostlin v
Ceské republice ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby ve spolupraci s Vyzkumnym
Gistavem bramboraiskym v Havli¢kové Brodé, Chmelaiskym institutem v Zatci a Vyzkumnym
a Slechtitelskym ustavem ovocnaifskym v Holovousich. V pocatecni fazi provozu kryobanky
Allium, jablon, hrusen, jahodnik, visen a tfesen), které budou uloZeny v ultranizkych
teplotach. Pro kryoprezervaci genotypt jednotlivych plodin je vytvofena ,,core* kolekce
s genotypy s odlisSnymi vlastnostmi, jako je jejich rychlost rlstu, regenerac¢ni schopnost,
mnozitelsky koeficient a dalsi. Prioritu uruje pii vybéru genotypt jejich ptivod (Ceskym
odridam bude déna zpocatku piednost), poté to budou ty z nich, u kterych hrozi vyssi riziko
ohroZeni v pfirozenych podminkach, pfipadné¢ se nedafi je uchovavat ani v tkanovych
kulturdch. Vybér vhodnych genotypti pro kryoprezervaci se provadi v uzké spolupraci
s kuratorem kolekce plodiny, ktery zna velmi podrobné vlastnosti jednotlivych genotypt a
genetickych zdroji. V neposledni fadé¢ bude veénovana pozornost bezpecnému uchovani
genotypi v kryobance vyplyvajici z podminek mezindrodni vymény vzorkii a jejich
duplikace.

V pocatku vyvoje kryoprezervacnich metod byla snaha pouzit rostliny ¢i jejich ¢asti
z ptirozenych podminek v obdobi, kdy jsou pfipravené odoldvat nizkym teplotdm. Tyto
rostliny ptipravené¢ z hlediska jejich fyziologického stavu (s vysokou odolnosti k nizké
teploté), v dormantnim stavu se ukazovaly z pocatku jako vyhodné pro kryoprezervaci.
Béhem studia se ukédzaly promeénlivé sezonni vlivy jako nevhodné pro uspéSnou
kryoprezervaci, v pozd¢jsSich etapach vyvinu kryoprotokolu se proto zacly pouZzivat rostliny
z kultur in vitro.

Rostliny napéstované v podminkach in vitro slouzi jako vychozi materidl pro jejich
uchovani v kryobance. Vychozi materidl napéstovany v in vitro podminkach ma fadu vyhod.
Rostliny jsou ve stejném ontogenetickém a fyziologickém stavu, je mozné je piipravit pro
kryoprezervaci standardnim zplsobem. Napéstované rostliny v fizenych podminkach lze
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pouzit celorocné a tak praci rozlozit béhem celého roku. Tuto podminku nebylo mozné splnit
v piipad¢ pouziti dormantnich pupentl dievin a pacibulek cesnekl, u kterych je moznost
pouziti jako vychoziho materialu pro kryoprezervaci omezena na 3-4 mésice v roce.

Vypreparované vzrostné vrcholy s meristematickymi buiikami jsou rovnéz vychozim
materidlem pro kryoprezervaci.

Pro dlouhodobé skladovani kryoprezervovanych rostlinnych vzorka je pouzit systém
skladovani v tekutém dusiku (pii teploté -196°C). Rostlinné vzorky jsou umistény ve
specialnich  zkumavkach, krympulich, odoldvajicich ndhlym teplotnim zménam a
dlouhodobému vystaveni teplotam tekutého dusiku. Krympule maji Sroubovity uzavér se
silikonovym t€snénim. Vyrabéji se v riiznych objemech od 0,5 ml do 5 ml.

Metody kryoprezervace jsou optimalizovany pro jednotlivé druhy plodin. Optimalizace
kryoprotokolli u genotypli snizkou regeneraci pii kryoprezervaci je feSena v ramci
vyzkumnych projekti. Kryoprotokol je zalozen na metodach vyvolavajicich vitrifikacni stav,
ktery je vyhodny pro dlouhodobé uchovéni genetické informace (jednotlivé metody a jejich
popis je uveden v tomto sborniku v ptispévku Faltus et al. s ndzvem Metody kryoprezervace).

Na zdklad¢ zkuSenosti a statistického modelu (DUSSERT et al. 2003) byl navrzen
model, zkterého byly odvozeny zakladni parametry kryobanky. Za genotyp Uspés$né
uchovany v kryobance lze povazovat ten, u né¢hoz je zamrazeno minimalné¢ 140 vzrostnych
vrcholi a z nich je minimalné 20 odtato s takovou regeneracni schopnosti, ze ve vzorku
v kryobance l1ze zregenerovat alespoii jednu rostlinu s pravdépodobnosti P>= 0,95. Minimalné
120 vzrostnych vrcholi bude ulozeno nejméné v 6 krympulich. Paklize po zamrazeni nebudou
splnéna kritéria pro uspéSné¢ uchovany genotyp v kryobance, bude cely kryoprotokol
s vychozim genotypem opakovan nebo na zékladé¢ zkuSenosti bude rozhodnuto o upraveé
kryoprotokolu.

Informacni systém EVIGEZ vypracovany pro dokumentaci kolekci genetickych zdroji a
skladovani semen v genové bance je zakladem informacniho systému kryobanky. Na databézi
EVIGEZ navazuje databéaze kryoprotokolt. Kryoprotokol obsahuje udaje o ptivodu vzorku, o
datu jeho ptevzeti do kryobanky, o ptedkultivaci (dobé¢, ¢asu, teploté), o slozeni kultiva¢niho
média (hlavné o hormondlnim slozeni média), o datu a podminkéch kryoprezervace.
Kryoprotokol obsahuje podminky pro odtati, které byly pouzity pro stanoveni regenerace
kontrolniho vzorku. Dale jsou uchovéany udaje o procentu regenerace a teploté pro bezpecné
skladovani. Kryoprotokol obsahuje dilezitou poznamku experimentatora, ktery navrhne
metodu odtati (teplotu, rychlost, rehydrataci).

Manipulace pfi skladovani poloZek a komunikace se skladovou databazi v PC se
uskute¢ni pomoci terminalu ¢arového kédu. Kazda krympule je oznacena jedinecnym
alfanumerickym koédem. Kod obsahuje potadové ¢islo uchovaného vzorku, jeho pozici
v Dewarové nadob¢ a datum zamrazeni (obr.1 )

Zabezpeceni kryobanky proti technické havarii je monitorovano dvouuroviiovym
méfenim teploty v kazdé Dewarové nddob€. Bezpefnost prace v kryobance je hlidana
kyslikovym cidlem spojenym s vystraznou sirénou. Zabezpeceni kryobanky proti vniknuti
nepovolané osoby je zajiSténo propojenim 3 okruhli zabezpeCovaciho systému na pult
centralni ochrany.

Virtudlni inventura kryobanky bude provadéna jednou ro¢né spolu se zalohovanim dat.
Jednou ro¢né budou odtavany kontrolni vzorky rostlin ke stanoveni urovné regenerace.
Jednou za 10 let bude provedena fyzicka inventura kryobanky se vzorky v kapalném dusiku.
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poradové cislo

nadoba

stojan

Obr. 1 Systém ¢arového kodu pro skladovani GZ v tekutém dusiku

Rada pracovist ve svété se zabyva vyvojem kryoprezervadnich metod na urovni
zakladniho a aplikovaného vyzkumu, piehledné viz REED (2001). Jen malo laboratofi si na
zaklad¢ vysledkt s kryoprezervaci zalozilo kryobanky vyssich rostlin zejména zemédélsky
vyznamnych plodin (tab. 1).

Tab. 1 Kryoprezervované kolekce plodin skladované ve formé meristémi v in vitro
podminkach ve svétovych kryobankéch (upraveno podle REED 2001)

Pocet
Taxon Zemé/ instituce polozek meristémil/polozku
jabloti Cina 20 50
ostruzinik USA (NCGR) 17 100
kasava Kolumbie (CIAT) 95 30
travy USA (NCGR) 10 100
chmel USA (NCGR) 2 100
hrusné USA (NCGR) 106 100
brambor Némecko (DSM/FAL) 219 40-350
brambor Peru (CIP) 197 250
jam Indie (NBPGR) 8 30-50
rybiz USA (NCGR) 5 100
angrest Skotsko(UAD) 31 25-30
Jabloni” CR (VURV) 12 120
hrusen” CR (VURV) 14 120
Gesnek CR (VURV) 2 120
chmel” CR (VURV) 1 120
brambor " CR (VURV) 8 120

" doplnéna data, stav konec roku 2003
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Vysvétlivky zkratek:

NCGR-National Clonal Repository Laboratory, Corvallis OR,USA

CIAT- International Center for Tropical Agriculture, Cali, COL

DSM/FAL-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, DEU
CIP-International Centre for Potato, Lima, PER

NBPGR-National Bureau of Plant Genetic Resources, Delhi, IND

UAD-University of Abertay, Dundee, GBR

VURV-Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha, CZE

Na zéakladé teoretickych poznatki (BILAVCIK e al. Teoretické zaklady uchovani
rostlin a jejich casti v ultranizkych teplotdch, v tomto sborniku) a metodickych pokroki
(FALTUS et al. Metody kryoprezervace, vtomto sborniku) v kryoprezervaci rostlin,
technickém zézemi organizacnich a informacénich struktur byla dne 26.11.2003 zaloZena
kryobanka vegetativné mnozenych rostlin v Ceské republice.
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Moznosti kryokonzervace genofondu chmele
Milo3 Faltus', Petr Svoboda®

"Vyzkumny vistav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné
’Chmelaisky institut, Zatec

Souhrn

V pFehledu jsou prezentovany moznosti kryoprezervace chmele. Jsou popsany pouzivané metody
pro kryoprezervaci chmele: enkapsulace-dehydratace, vizené mrznuti a ultra-rychlé mrznuti. U
Jjednotlivych metod jsou uvedeny vyhody a nevyhody spojené s jejich pouzitim. V prispevku je shrnut
stav kryoprezervace chmele v CR: vybér a optimalizace metody pro kryoprezervaci chmele, vysledky
pouzité metody, zaloZeni a cile kryobanky chmele v CR.
Klicova slova: kryoprezervace, chmel, Humulus lupulus L., kryobanka

Summary

Techniques of hop germplasm cryoconservation are reviewed. Cryopreservation methods
employed for hop cryoconservation are described. encapsulation-dehydration, controlled freezing and
ultra-rapid freezing. Advantages and disadvantages of the individual methods employed are discussed.
Information about cryopreservation of hop in Czech Republic is reported: choice and method
optimization for hop cryopreservation, results of the applied method for hop cryopreservation,
establishment and objectives of the hop cryobank.
Key words: cryopreservation, hop, Humulus, cryobank

Uvod

Chmel (Humulus lupulus L.) patii mezi plodiny, jejichz péstovani, Slechténi i nasledné
zpracovani ma na naSem Uzemi bohatou tradici. Jednd o vegetativné mnoZenou plodinu a
genofond chmele mize byt uchovavan a mnozen pouze pomoci vegetativnich ¢asti rostlin. U
klasickych polnich kolekci hrozi poskozeni nebo ztrata genetického materidlu ptisobenim
biotickych a abiotickych Ciniteld. Tato rizika lze omezit vyuzitim in vitro kultur. Navic je
mozné pomoci in vitro technik rostlinny materidl ozdravit od patogent. Dal§i moznosti, jak
uchovat genové zdroje chmele, je vyuziti metody kryoprezervace, kterd vychazi zin vitro
kultur. Je to metoda zalozend na uchovani vzorkl pfi teploté tekutého dusiku, kdy dochazi
prakticky k zastaveni veSkerych procesti ve skladovanych vzorcich. Vyhodou této metody
jsou minimalni pracovni a materidlové naroky spojené sudrzovanim kolekce ulozenych
vzorki.

Kryokonzervace chmele

Chmel je viceleta rostlina pfechodného klimatu. Rostliny jsou schopné se v piirozenych
podminkach otuzit a piekonat piisobeni mrazu. V podminkéach in vitro, po dvou tydnech
otuzovani pii 5 °C, dosahuje tzv. letalni teplota pfi niz ptrezije 50 % jedinct (LTso) - 10 °C. Pti
kryoprezervaci jsou rostliny, respektive jejich €ésti vystaveny teplot¢ bodu varu tekutého
dusiku, tedy -196 °C. Pro kryokonzervaci chmele se pouzivaji meristematické ¢asti rostlin —
vzrostné vrcholy. Vyuzivaji se metody enkapsulace-dehydratace, fizeného mrznuti a ultra-
rychlého mrznuti.

Metody kryokonzervace chmele ve svété
Metoda enkapsulace-dehydratace (MARTINEZ et al. 1999)
Metoda vyuziva axilarni i apikalni vrcholy. Vegetacni vrcholy (0,5 — 2 mm) byly

ziskany z otuzenych rostlin rostoucich 3 tydny pii kratké fotoperiod¢ (8h/16h) a teploté 12
°C/6 °C (den/noc). Izolované vzrostné vrcholy byly enkapsulovany do alginatovych kuli¢ek
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(MARTINEZ et al. 1998) a nasledné kultivovany na pevném mediu s 0,75 M sacharosou. Pak
byly alginitové kulicky dehydratovany 4 hodiny v proudu vzduchu v laminarnim boxu nad
silikagelem. Alginatové kulicky byly umistény do kryozkumavky a rychle zamrazeny
ponofenim kryozkumavky do tekutého dusiku. Tani vzorkli probihalo pomalu, vytazenim
kryozkumavky z tekutého dusiku na laboratorni teplotu a ponechanim kryozkumavky 5 minut
pii této teploté. Regenerace probihala na mediu shodného slozeni jako pifi predkultivaci
rostlin, véetné fytohormond a sacharosy (0,5 uM IBA, 4,4 uM BAP). Po 30 dnech byly
rostliny pfeneseny na mnoZzici medium. Autoii uvadéji, ze vyhodou této metody je vyuziti
sacharosy jako prirozeného kryoprotektantu bez nutnosti pouziti nékterych toxickych
kryoprotektantd a nenaro¢nost na ptistrojové vybaveni.

Metoda rizeného mrznuti (REED et al. 2003)

Vzrostné vrcholy (0,8 — 1 mm) byly ziskdny z otuzenych rostlin rostoucich 2 tydny pfi
kratké fotoperiod€ (8h/16h) a teploté 22 °C/-1 °C (den/noc). I1zolované vzrostné vrcholy byly
kultivovany na pevném mediu s 5% dimethylsulfoxidem (DMSO) po dobu 48 hodin za
stejnych svételnych a teplotnich podminek jako matefské rostliny. Pak byly vrcholy
premistény do kryozkumavek stekutym MS mediem a postupné prelity 10 % smési
kryoprotektantii (polyethylenglykol 8000, glukosa, DMSO) v MS mediu. Po 30 minutach
ekvilibrace na ledu byly vrcholy zchlazovany rychlosti 0,1 °C do -40 °C v programovatelném
mrazicim zafizeni s nukleaci pii -9 °C a pak byly vrcholy ponotfeny do tekutého dusiku.
Odtavani vzorkl probihalo ve vodni lazni o teploté 45 °C po dobu 1 minuty a nasledné ve
vodni 14zni o teploté 23 °C po dobu 2 minuty. Pak byl kryoprotektant odstranén a nahrazen
tekutym MS mediem. Regenerace probihala na pevném mediu s pfidavkem fytohormont (4,4
uM BA). Autofi uvadéji, ze vyhodou této metody je jeji aplikovatelnost na vice rostlinnych
druhti jen s malymi modifikacemi, tzn. Ze neni nutné pro kazdou plodinu vytvafet specialni
kryoprotokol. Na druhou stranu nevyhodou této metody je nutnost potizeni dosti nakladného
zafizeni pro fizené zmrazovani vzorkid. Jistou nevyhodou muze byt i pouziti toxického
DMSO.

Kryokonzervace chmele v CR

Kryobanka chmele v CR

V souvislosti s po¢atkem feeni projektu QF3039 byla ve VURV Praha zaloZena
kryobanka chmele v CR. V prvnim roce feSeni projektu byl optimalizovdn postup
predkultivace rostlin chmele pro dosaZzeni maximalni Zivotnosti a regenerace po
kryoprezervaci. Pro kryoprezervaci chmele byla zvolena metoda ultra-rychlého mrznuti, ktera
se osvédcila na pracovisti VURYV jiz pii kryoprezervaci bramboru.

Vyvoj metody kryokonzervace

Vliv predkultivace na preziti rostlin

Byl testovan vliv riznych zptsobti ptedkultivace chmele na Zivotnost (Obr. 1) a
regeneraci (Obr. 2) rostlin u modelového Osvaldova klonu (meriklon 4631). Byl zjistovan
vliv 3M sorbitolu, 2 M sacharosy, 60 % polyethylenglykolu (PEG) a nizké teploty na pfeziti a
regeneraci rostlin po rizné dobé desikace vegetativnich vrcholi. Desikace probihala nad
vysuSenym silikagelem po dobu 0 - 10 hodin. Cilem ptedkultivace bylo dosahnout
osmotického piizptisobeni rostlin spojené¢ho s poklesem obsahu vody v pletivech a tak otuzit
rostliny pro samotnou kryoprezervaci.
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U kontrolnich rostlin (bez ptedkultivace) dochéazelo k poklesu zivotnosti rostlin jiz po 2
hodinach desikace vzorkli nad silikagelem. Po 6 hodinach desikace se Zivotnost kontrolnich
rostlin blizila 50 % a po 10 hodinéach desikace byla jejich zivotnost 10 %. Regenerace rostlin
byla na trovni 50 % jiZ po 4 hodinach desikace a po 10 hodinach desikace u kontrolnich
rostlin nedochézelo k regeneraci viibec.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii aplikaci 60 % polyethylenglykolu b&hem
predkultivace rostlin. Jest¢ po 6 hodinach desikace byly vSechny rostliny zivotaschopné a po
10 hodinach desikace poklesla zivotnost rostlin na 67 %. V ptipadé regenerace rostlin byla
situace podobna. Po dobu 6 hodin desikace nedochazelo k poklesu regenerace rostlin a po 10
hodinach desikace byla regenerace rostlin jesté 61 %.

Vliv predkultivace na zivotnost rostlin po desikaci 0 - 10 hodin
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Obr. 1 Vliv jednotlivych zpiisobii predkultivace a doby desikace na zivotnost rostlin

Dobrych vysledkil bylo dosazeno i pfi predkultivaci rostlin v nizké teploté. Zivotnost
rostlin zacala vyznamné klesat po 6 hodinéch desikace. Po 8 hodinach desikace byla Zivotnost
rostlin po pasobeni 60 % PEG a nizké teploty podobna a po 10 hodinach poklesla Zivotnost
rostlin na 38 %. Pfi hodnoceni regenerace rostlin bylo také zjiSténo, Ze k poskozeni rostlin
dochazi po 6 hodinach desikace. Po 10 hodinach desikace poklesla regenerace rostlin na 23
%.

Lepsi vysledky nez u kontroly byly zjistény také po aplikaci 3 M sorbitolu. K poklesu
zivotnosti doslo sice jiz po 2 hodinach desikace, ale jest¢ po 8 hodinidch desikace byla
zivotnost pfiblizné na urovni 50 %. Po 10 hodinach desikace byla zivotnost rostlin po
pusobeni 3 M sorbitolu 28 %. Pfi hodnoceni regenerace byl zjiStén pokles regenerace na
uroven 50 % jiz po 4 hodinach desikace a po 10 hodinach desikace rostliny regenerovaly z 18
%.
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Nejhorsich vysledkt bylo dosazeno pii aplikaci 2 M sacharosy. Rostliny byly poskozeny
Jiz pti predkultivaci. Bez desikace byla Zivotnost rostlin 57 %, regenerace dokonce jen 28 %.
Po 10 hodinach desikace byla zivotnost i regenerace rostlin 1 %.

Vliv predkultivace na regeneraci rostlin po desikaci 0 - 10 hodin
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Obr. 2: Vliv jednotlivych zplisobl pfedkultivace a doby desikace na regeneraci rostlin

Metoda ultra-rychlého mrznuti (dvoustupniova predkultivace)

Na zaklad¢ ptedchozich vysledki byla otestovdna metoda ultrarychlého mrznuti,
modifikovana pro chmel. Byly testovany dva faktory. Jednak ptedkultivace rostlin a pak
syceni vzrostnych vrchold. Predkultivace probihala bud’ za ptfitomnosti 60 % PEG, ktery
vykazal nejlepsi vysledky v pfedchozich pokusech, nebo za ptitomnosti 0,7 M sacharosy. Pti
testovani predkultivace byla pouzita 2 M sacharosa (podobné jako u bramboru), ale tato
koncentrace sacharosy zptisobovala poskozeni rostlin jiz pti pfedkultivaci rostlin. Byla proto
zvolena nizsi koncentrace sacharosy (0,7 M), ktera byla shodné jako pfi nasledném syceni
vzrostnych vrchold. Syceni vzrostnych vrcholii na 0,7 M sacharose probihalo 1 nebo 2 dny.

Vzrostné vrcholy (0,5 — 3 mm) byly ziskany z otuzenych rostlin rostoucich 2 tydny pfi
dlouhé fotoperiodé (16h/8h) a teploté 2 °C. Po tydnu otuZovani byly rostliny pfelity roztokem
60 % PEG 3350 nebo 0,7 M sacharosy. Izolované vzrostné vrcholy byly umistény na filtracni
papir nasyceny 0,7 M sacharosou do druhého dne. Pak byly vrcholy pfemistény na malé
hlinikové plisky a ty byly desikovany nad silikagelem po dobu 1 hodiny. Zamrazeni vrcholt
probihalo pfimym ponofenim hlinikovych pliskid do tekutého dusiku. Odtavani vzorki se
provadi ponofenim pliskti do vodni 1azné€ o teplot¢ 40 °C. Regenerace rostlin probiha na
pevném mediu s pfidavkem fytohormont (0,4 uM IBA, 4,4 uM BAP).

Predkultivace rostlin chmele s aplikaci 60 % PEG nebo 0,7 M sacharosy méla podobny
vliv na pfeziti a regeneraci rostlin po kryoprezervaci (Tab. 1), resp. mezi témito variantami
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Byl vSak zjistén vliv doby syceni vzrostnych
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vrchold na 0,7 M sacharose na regeneraci rostlin po kryoprezervaci. Po dvou dnech syceni
vegetativnich vrcholii na 0,7 M sacharose doslo k statisticky vyznamnému poklesu regenerace
rostlin ve srovnani s jednodennim sycenim vrcholt. Z hlediska zivotnosti rostlin nebyl tento
pokles statisticky vyznamny. NejlepSich vysledki bylo dosazeno ptfi jednodennim syceni
vzrostnych vrchold na 0,7 M sacharose. V ptipadé predkultivace s aplikaci 60 % PEG byla
zivotnost rostlin po kryoprezervaci 67 % a regenerace rostlin 28%, pii pfedkultivaci s 0,7 M
sacharosou byla dosazena zivotnost rostlin po kryoprezervaci 53 % a regenerace rostlin 37 %.

Tab. 1 Porovnani procenta preziti a regenerace rostlin chmele pfi pouziti riznych
kryoprezervacnich postupii

< 7 ’ .
% Podminky pokusu Hodnoceni po kryoprezervaci
5 . . dny syceni na 0/ vsiir o

> predkultivace 0.7 M sacharose %o pieziti %o regenerace
A 1 67 28

60 % PEG
B 2 50 0
C 1 53 37
0,7 M sacharosa
D 2 40 10
Zavér

Metoda kryoprezervace je perspektivni metodou pro uchovani genovych zdroji chmele.
Rozvoj této techniky v CR souvisi se zalozenim kryobanky chmele ve VURV Praha ve
spolupraci s CHI Zatec. Provedené pokusy prokazaly vhodnost pouzité metody —
dvoustupniové piedkultivace. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost, vyuziti ptirozeného
kryoprotektantu — sacharosy a nizké naroky na ptistrojové vybaveni. Bylo vyuzito pfirozené
schopnosti chmele otuzit se vi¢i mrazu v kombinaci s aplikaci kryoprotektantu. Nejlepsi
kryoprotektivni u€inky pii predkultivaci rostlin byly zjistény u 60 % PEG a 0,7 M sacharosy.
Optimalni doba syceni vzrostnych vrcholtl pro chmel byla 1 den. Zivotnost rostlin chmele po
kryoprezervaci byla dobra a dal$i vyzkum bude zaméten na zvySovani regenerace rostlin po
kryoprezervaci. Cilem kryobanky chmele je v prvé fad¢ kryoprezervovat genetické zdroje
chmele doméciho piivodu a nasledné dalsi vyznamné genotypy zahrani¢ni.

Podékovani
Prace na tomto ¢lanku byla podporovéana projekty Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum
(NAZV) QF 3039 a Ministerstva zemédélstvi CR MZE 0002700602.
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Moznosti kryokonzervace ovocnych dievin
Alois Bilav¢ik !, Jiti Zameénik ', Frantisek Papritein®, Jiti Sedlak®

Y Vyzkumny distav rostlinné vyroby, Praha 6-Ruzyné
) Vyzkumny a Slechtitelsky iistav ovocndrsky Holovousy s.r.o.

Souhrn

Ovocné dieviny patii k vyznamnym plodinam. I kdyz se v posledni dobé v Ceské republice
celkove péstebni plochy témer vsech ovocnych druhii, kromé visni a svestek, snizuji (anonym, 2002), je
u nas tradicné zastoupeno Siroké druhové a odridové spektrum. Vzhledem ke strategii bezpecného
zajisteni rozsahlého genetického potencialu existuji v soucasné dobé silné tendence k uchovani odrid
a kultivarii ovocnych plodin nejen standardnimi metodami ex situ - konzervaci na stanovisti, ale také
metodami in vitro a v posledni dobé také pomoci zamrazeni do ultra nizkych teplot — kryoprezervaci.

Byla porovnana uspésnost kryoprezervace dormantnich pupenit jabloni a hrusni metodou
dvoustuprnioveho kryoprotokolu s vitrifikacni metodou enkapsulace a dehydratace in vitro kultur
ovocnych drevin. U dvoustupiniové metody pupeny jabloni prezivaly v priiméru z 35% a pupeny hrusni
prezivaly v primeru z 16%. Kryoprezervované dormantni pupeny odebrané z vnéjsich podminek
neregenerovaly v nové rostliny ani v in vitro podminkach ani pri ockovani pupenii na podnoz. Oproti
tomu vzrostné vrcholy z rostlin vypéstovanych v in vitro podminkdach mély primérné preziti a riist po
kryoprezervaci u jabloni 55%, resp. 43%, hrusni 41%, resp. 33%, visni 20%, resp. 14% a jahodniku
22%, resp. 15%. V kryobance bylo do roku 2004 ulozeno 42 kultivari od 4 druhit ovocnych plodin
s priumérnou regeneraci 30% (u doposud zhodnocenych 25 kultivari).
Kli¢ova slova: kryoprezervace, enkapsulace-dehydratace, ovocné dreviny

Summary

Growing of fruit trees and associated fruit production has a long tradition in the Czech
Republic. Although the production area of fruit trees (except plums and cherries) has been decreasing
(MACR, 2002), many local cultivars and varieties remains. To maintain the broad genetic potential of
fruit trees in the Czech Republic, a trend pertains to preserve this germplasm not only by conventional
ex situ methods, but also more recently by in vitro techniques including cryopreservation. The aim of
this work was to develop cryoprocedures for the safe maintenance of fruit crop genetic resources. Two
approaches, cryorpeservation of dormant buds and in vitro cultures were evaluated. Survival of
dormant apple and pear buds cryopreserved by the two-step procedure was on average 35%
respectively 16%. Regeneration in new plants was neither obtained by in vitro nor chip budding
method. The mean frequencies of survival and regrowth of cryopreserved shoot tips of in vitro cultures
of apples was 75% survival and 43% regrowth, pears 41% survival and 33% regrowth, cherries 20%
survival and 14% regrowth, and strawberries 22% survival and 15% regrowth. It is necessary to
adapt the cryopreservation method to the individual demands of species or cultivars according to
thermal characteristic and dehydration tolerance of their shoot tips. Till 2004 there were 58 of
cultivars of 4 species of fruit crops introduced in in vitro and 48 of them were cryopreserved and
stored in the Cryobank. Twenty five cultivars evaluated for survival after cryopreservation had a mean
post-thaw regrowth frequency of 30% and 16 cultivars were successfully reintroduced into ex vitro
conditions.
Key words: cryopreservation, encapsulation-dehydration, fruit trees

Uvod

Vzhledem k potencidlnimu riziku neptiznivého plisobeni biotickych a abiotickych
faktori na kolekci ovocnych dfevin vsadu ve Vyzkumném a Slechtitelském tstavu
ovocnafském v Holovousich byla v ramci projekt Ministerstva zemédélstvi CR ustavena
spoluprace s Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby v Praze — Ruzyni s cilem kryoprezervace

52



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

vyznamné c¢asti kolekce ovocnych dievin. V ramci piedchozich vyvinutych kryoprotokolt
byly aplikovany postupy kryoprezervace dormantnich pupenti a in vitro kultur.

Material a metody

Dormantni pupeny

Pro metodou dvoustupnové kryoprezervace bylo pouzito 10 kultivart jabloni (‘Golden
Delicious’, ‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘Mclntosh’, ‘Melrose’, ‘Prima’, ‘Rubin’, ‘gampion’,
‘Spartan’ a ‘Zvonkové¢’) a 5 kultivard hrusni (‘Charneuskd’, ‘Clappova’, ‘Koporecka’,
‘Lucasova’ a ‘Williamsova ¢ervend’). Dormantni vyhony jabloni a hru$ni byly otuzovany pfi
teploté -4 °C po dobu minimalné 4 tydni.

Obsah vody byl stanoven gravimetricky pomoci vysuSeni paralelniho reprezentativniho
vzorku (3 pupeny po tiech opakovanich) dormantnich pupent pti 105 °C po dobu 48 hodin.
Pro kryoprezervaci bylo od kazdého kultivaru pouzito 10 pupenti ve 3 opakovanich. Poté byly
dormantni pupeny uzavieny po 2 -3 kusech (podle velikosti) do 5 ml krympuli s vlhkym
filtraénim papirem o velikosti cca 1 cm® (pro iniciaci ledové nukleace), krympule byly
vlozeny do hlinikovych nosi¢li a vsunuty do skladovacich hlinikovych trubek a nasledné
zmrazovany rychlosti 2 °C hod” do -30 °C. Pro vlastni fizené zmrazovani dormantnich
pupent s poklesem 2 °C h™' byl pouZit ultrakryomat Lauda RUK a po&itatové fizeny mrazici
box. Po zmrazeni na danou teplotu v prvnim kroku byly pupeny drzeny pii této teploté 24
hodin. Nésledné byly celé ponofeny do kapalného dusiku (LN) do Dewarovych nadob.
V kapalném dusiku byly pupeny minimaln¢ 24 hodin a poté bylo provedeno jejich odténi.
Téani bylo provedeno vloZenim krympuli do +2 °C a ponechanim pti této teploté 24 hodin.
Poté byly dormantni pupeny umistény do vlhkého raselinového substratu a ponechany
rehydratovat a regenerovat se pii 100% relativni vzdusné vlhkosti. Po minimaln¢ 48 hodinach
bylo hodnoceno pteziti vizudlné metodou hnédnuti. Metoda hnédnuti sestavala
z longitudinalniho fezu dormantnim pupenem a zhodnocenim jeho zelené ¢i naopak hnédé
barvy pletiv podle bonitacni stupnice. Hodnotila se zelend barva pletiv pupene v rozsahu tii
stupiit — 1- 5 - 9 (hnédé-hnédozelené-zelené) piiCemz piezitym dormantnim pupentim
odpovidala hodnota ¢. 9.

In vitro Kultury

In vitro kultury jabloni (‘Alkmene’, ‘Golden Delicious’, ‘Greensleeves’, ‘Chodské’,
‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘MclIntosh’, ‘Prima’, ‘Rubin’, ‘Zvonkové¢’), hrusni (‘Ananaska Ceska’,
‘Clappova’, ‘Charneuskd’, ‘Koporecka’, ‘Lucasova’, ‘Solanka’), visni (‘Favorit’, ‘Mailot’,
‘Ostheimskd’, ‘Vackova’, Ceropadus x Prunus avium déle jen Ceropadus), a jahodniku
(‘Elsanta’, ‘Lidka’, ‘Marysa’, ‘Senga Sengana’), byly kultivovany ve 100 ml
Erlenmayerovych bankéach s 20 ml upraveného MS média (MURASHIGE a SKOOG, 1962)
pii 20 °C, svételné periodé¢ 16/8 svétlo/tma ve Vyzkumném a Slechtitelském ustavu
ovocnafském (SEDLAK et al. 2001).

Po jednom az dvou tydnech subkultivace na &erstvém médiu byly pfevezeny do VURV
v Praze Ruzyni, kde byly umistény do podminek indukujicich otuzeni, 4 °C, kratka
fotoperioda 8/16 svétlo/tma a svételné intenzité 25 pE s m™. V téchto podminkach byly
rostliny 4 — 6 tydnti. Poté byly z in vitro kultur extirpovany vzrostné vrcholy o velikosti 1 - 2
mm u jabloni a 2 mm u hrusni v longitudindlnim sméru a pfiblizn€ 1 - 2 mm v transverzalnim
sméru a poté byly nasazeny na standardni MS médium s 6 g "' agaru, sacharézou 3% (w/v),
s pridavkem kryoprotektivni smési (2M sacharéza, 100 mg I a vitamin C jako antioxydant).
Po dootuzeni v kryoprotektivni smési po dobu 48 hodin byly vzrostné vrcholy enkapsulovany
10 minut v alginatu sodném (3% alginat sodny v 0,75M sachardze) s naslednym zesitovanim
v CaCl; (0,1M CaCl;, v 0,6M sacharoze) po dobu 10 minut. Enkapsulované vzrostné vrcholy
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byly zlehka osuSeny na sterilnim filtraCnim papiru. V mnozstvi pramérné¢ 20 kust byly
umistény na Petriho misky o priméru 5 cm a fizené dehydratovany proudem vzduchu
v laminarnim boxu za laboratorni teploty po dobu 4 - 6,5 hodin. Doba dehydratace byla
upravovana podle aktualniho pribéhu dehydratac¢nich kiivek enkapsulovanych vzrostnych
vrcholi a kontrolnich prazdnych alginatovych kuli¢ek, které byly pribézné vazeny.
Dehydratace byla upravena tak, aby konec dehydratace byl ptiblizn€ po 2 hodinach od zmény
rychlosti vysychani. Stupeni vysuSeni byl stanoven na konci dehydratace také gravimetricky
zvazenim vysuSené¢ho vzorku a ndslednym vypoctem obsahu vody.

Bylo odebrano minimalné 5 kontrolnich dehydratovanych vzrostnych vrcholi pro
stanoveni pteziti po dehydrataci. Déle byl odebran minimaln€ po dvou setech (vzrostny vrchol
a alginat) vzorek od kazdého kultivaru v pokuse ke stanoveni termickych charakteristik
v diferenénim skenovacim kalorimetru (DSC). Po uzavieni v DSC panvicce byl vzorek
ponofen do LN a ulozen v krympuli ve skladovaci Dewarové nadobé pro pozdéjsi DSC
analyzu stability termickych charakteristik po dlouhodobém skladovani v LN. U nékolika
zamrazovani byl také zméten vzorek v DSC vden dehydratace s teplotnim profilem
zamrazovani rychlosti 10 °C min™'. Dehydratované enkapsulované vzrostné vrcholky byly
uzavieny po 10 az 20 kusech do 2 ml krympule a ponotfeny do kapalného dusiku (o rychlosti
mrazeni piiblizng 200 °C min') (GROSPIETSCH et al, 1999). Zde byly ponechany
minimdlné¢ 24 hodin a nasledné¢ bylo provedeno odtani. Odtani bylo provedeno rychle
ponoienim krympule do 40 °C teplé vody na dobu cca 1 minuty a pak byly enkapsulované
vzrostné vrcholy nasazeny na standardni MS médium (s 6 g "' agaru, sorbitolem 3% w/v a
pridavkem fytohormonu BAP 1 mg I'"). Kontrolni vzrostné vrcholky po dehydrataci byly také
oSetfeny ponofenim do 40 °C teplé vody. Pieziti a rlst vzrostnych vrchold byly hodnoceny
vizualn¢ pomoci metody hnédnuti v in vitro kultufe v Erlenmayerovych bankach a bylo
sledovano jejich proriistani v nové rostliny. Pfeziti rostlin bylo hodnoceno po 7 az 14 dnech
ttibodovou stupnici od plné zelenych rostlin (9) ptes nazelenalé (5) az po hnédé (1) rostliny.
Riist byl hodnocen po 14 az 29 dnech tfibodovou stupnici od plné prorustajicich rostlin nad 10
mm (9) ptes Spatné rostouci do 10 mm (5) az po nerostouci (1) rostliny.

Regenerované rostliny byly pievezeny do VSUO Holovousy (Ing. Sedlék), kde byly
pievedeny do ex vitro podminek s cilem pomologického porovnéani kryoprezervovanych a
nekryoprezervovanych rostlin (data neuvedena, nebot’ nao¢kované regenerované rostliny jeste
nebyly v roce 2003 plodné, predpoklada se, ze v roce 2004 jiz budou nékteré kultivary kvést).

Vysledky

Dormantni pupeny

U sledovanych kultivari jabloni bylo pieziti po kryoprezervaci dormantnich pupenil
dvoustupiiovym kryoprezervaénim postupem v pruméru 35+ 12,6%. NejvySSiho preziti
dosahl kultivar ‘Idared’ (59 = 13,6%) a nejnizs$i kultivar ‘Melrose’ (14 + 11,0%). Rust
kontrolnich pupent byl v priméru 95 + 7,5%. Nejvyssi hodnotu ristu kontrol (100 + 0,0%)
vykazovaly kultivary ‘Idared’, ‘McIntosh’, ‘Melrose’, ‘Prima’, ‘Sampion’ a ‘Zvonkové’ a
nejniz$i kultivar ‘Jonagold’ (77 £+ 12,5%).

Pteziti bylo u kultivart hrusni po kryoprezervaci dormantnich pupenii dvoustupiiovym
kryoprezervacnim postupem v pruméru 16+ 15,3%. NejvySSiho preziti dosahl kultivar
‘Williamsova cervend’ (46 +19,5%) a nejniz§i kultivar ‘Lucasova’ (3 + 3,8%). Rist
kontrolnich pupent byl v priiméru 99 + 1,6%. Nejvyssi hodnotu ristu kontrol (100 + 0,0%)
a ‘Williamsova Cervend’, obé 97 + 4,7%). U kryoprezervovanych dormantnich pupent jabloni
a hrusni nebylo dosazeno regenerace v nové rostliny ani vin vitro podminkach ani pfi
ockovani pupenti na podnoz.

54



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

In vitro kultury

Preziti u kultivarG jabloni po kryoprezervaci vzrostnych vrchold in vitro kultur
enkapsula¢né dehydrata¢nim postupem bylo v priméru 55 + 21,7%. Nejvyssiho preZziti dosahl
kultivar ‘Mclntosh’ (85 £+ 21,7%) a nejnizsi kultivar ‘Alkmene’ (6 + 0,4%). Rist jabloni byl
v priméru 43 + 21,2%. Nejvyssi hodnotu ristu vykazoval kultivar ‘Mclntosh’ (85 +21,7%) a

U kultivar hrusni bylo pfeziti vzrostnych vrcholll in vitro kultur po zamrazeni do LN
enkapsulaéné dehydrataénim postupem v pruméru 41 + 14,7%. Nejvyssi preziti mél kultivar
‘Koporecka’ (68 + 18,0%) a nejnizs$i kultivar ‘Clappova’ (21 £ 8,1%). Rist hruSni byl
v praméru 33 £ 17,7%. Nejvyssi hodnotu rastu vykazoval kultivar ‘Koporecka’ (67 + 4,0%) a

Pieziti u kultivard visSni po kryoprezervaci vzrostnych vrcholli in vitro kultur
enkapsula¢né dehydrataénim postupem bylo v priméru 20 + 8,9%. Nejvyssi pieziti mél
Ceropadus (42 + 14,2%) a nejnizsi kultivar ‘Vackova’ (5 + 0,4%). Rust visni byl v priméru
“Vackova’ a ‘Ostheimska’ (0%).

Preziti u kultivarli jahodniku po kryoprezervaci vzrostnych vrchold in vitro kultur
enkapsula¢né dehydratacnim postupem bylo v praméru 22 + 5,7%. Nejvyssi preziti mél
kultivar ‘Lidka’ (27 £+ 24,3%) a nejnizsi kultivar ‘Senga Sengana’ (11%). Rist jahodnikl po
kryoprezervaci byl v priméru 15 £ 12,4%. Nejvyssi hodnotu ristu vykazoval kultivar ‘Lidka’

U jabloni a hru$ni bylo pfeziti a rist kontrolnich vzrostnych vrcholi po dehydrataci
stejné. A to u jabloni 93 +8,9% a hruSni 92 +12,8%. Mezikultivarové rozdily nebyly
zaznamenany. Oproti tomu u viSni a jahodniku byly zaznamenany rozdily v regeneraci
kontrolnich vzrostnych vrcholi po dehydrataci. Napiiklad kultivary ‘Mailot’ a ‘Vackova’u
viSni a ‘Senga Sengana’ a ‘Elsanta’ u jahodnikti dosahovaly oproti ostatnim kultivarim viSni
a jahodniku velmi malého pieziti (0-53%) 1 regenerace (0-20%).U dehydratovanych
vzrostnych vrcholl a obalového alginatu byly detekovany skelné pfechody. Pti hodnotach pod
0,6 gv g s"'se u vzorki zacaly objevovat skelné prechody, u kterych teplota rostla od -88 °C
(0,6 gvgs") do-45°C (0,24 gv gs™) viz. Obr. 1.
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Obr.1 Skelné piechody (Tg) enkaspulovanych vzrostych vrcholii ovocnych plodin. Métfeno
pomoci diferen¢niho skenovaciho klalorimetru DSC TA2920 pii ohfevu vzorkd rychlosti
10°C min™'
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Diskuse

Dormantni pupeny

Jabloné ptezivaly po dvoustupfiovém kryoprotokolu v priméru 35 + 12,6%, zatimco
hrusné¢ pouze 16=+153%. U citlivgjSich kultivard hrusni pravdépodobné dochazelo
k poskozeni jiz v prabéhu prvniho stupné pouzitého dvoustupiiového kryoprezervac¢niho
postupu. Mezi nejvice odolné kultivary po kryoprezervaci byly u jabloni ‘Prima’, ‘Spartan’.
Kultivary ‘Zvonkové’ a ‘Melrose’ patiily k nejméné¢ mrazuvzdornym po kryoprezervaci do
LN. U hrusni byly se liSily pouze dvé skupiny, kdy v odolnéjsi skupiné po kryoprezervaci
byla pouze ‘Williamsova Cervend’, ktera patii mezi mén€ mrazové odolné nez ‘Clappova’,
ktera naopak byla ve skupiné, kterd vykazovala mensi pteziti po kryoprezervaci. Je mozné se
domnivat, Ze se kultivar ‘Clappova’ dostate¢né neotuzil, eventualné doSlo k odotuZeni
v prib&hu uchovavani materidlu pred kryoprezervaci oproti kultivaru ‘Williamsova ¢ervend’.

In vitro kultury

Rozdily v pfeziti a regeneraci po vystaveni ultranizké teploté existuji jak mezi druhy, tak
mezi kultivary. Tyto rozdily mohou byt zplisobeny jednak rozdilnou reakci kultivard na
enkapsula¢né dehydratacni kryoprotokol nebo na otuzovaci podminky ¢i na in vitro kultivaci
jako takovou. Naptiklad kultivar jabloné¢ ‘MclIntosh’, ktery patii mezi velmi odolné kultivary
(BLAZEK et al, 1992), mél také v ex vitro podminkach vysokou mrazuvzdornost
dormantnich pupentl, pfi testu mrazuvzdornosti dormantnich pupent vykazoval pii teplote
-35°C 65% preziti (BILAVCIK nepublikovano). V in vitro kultufe vykazoval primérnou
mrazuvzdornost ( -15 °C). Po kryoprezervaci vzrostnych vrcholtl u tohoto kultivaru byly také
dosazeny jedny znejvysSich hodnot pfeziti i rastu. V tomto pfipadé¢ koreluje udavana
schopnost ex vitro mrazuvzdornosti s regeneraci po pisobeni ultranizkych teplot. Tento zavér
vSak nelze zobecnit, protoze napiiklad kultivar jabloné ‘Zvonkové’, ktery v mrazovych
testech dormantnich pupenti jako jediny z jabloni nemél Zadné pieziti po -35 °C se vSak v in
vitro kultute byl schopen otuzit, nebot’ u jeho vzrostnych vrcholl bylo dosazeno minimalnich,
1 kdyz blizicich se nule, hodnot pieziti (6%) i riistu (4%).

Vyse uvadéné udaje svédCici o nutnosti adaptace jednotlivych krokti u riznych kultivara
potvrzuji také pokusy s kultivarem ‘Greensleeves’. Tento kultivar ma ve standardnich in vitro
podminkach odolnost do -5 °C. V prvnich experimentech s kryoprezervaci u takto malo
odolnych rostlin bylo dosahovano témét nulového preziti a zadné regenerace (data
neuvedena). AvSak v dalSich pokusech bylo pomoci chladového otuzovani ziskano pteziti in
vitro kultur jiz do -11 °C. Pti dalSich experimentech s dlouhodobéjsi kultivaci v indukénich
podminkach otuzovani se podatilo zvysit odolnost in vitro kultury jabloné ‘Greensleeves’ az k
hodnotam -25 °C. Nasledn¢ pii kryoprezervaci takto otuzené in vitro kultury bylo dosaZeno
hodnot pteziti az 75% a regenerace 53%.

Kontrolni vzrostné vrcholy jabloni a hrusni po dehydrataci mély v priméru preZziti
1 proriistani nad 90%. Oproti tomu kontrolni vzrostné vrcholy visni a jahodniku vykazovaly
vysoké preziti a rist pouze u nékterych kultivart. Z vysledki je patrné, ze nékteré kultivary
(napt. ‘Favorit” u visné¢ a ‘MarySa’ u jahodniku) mély vysoké preziti 1 regeneraci
dehydratovanych kontrol, avSak velmi malé pfeziti po ponofeni do LN. Regenerace téchto
kultivari byla proto pravdépodobné nejvice limitovana vlastnim zmrazovacim krokem
enkapsula¢né dehydrata¢niho kryoprotokolu.

Jinak reagovaly vzorky visné, napt. Ceropadus, u kterého jsou hodnoty preziti 1 rastu
kontrol po dehydrataci celkové nizsi (49%, resp. 43%), avSak tytéZz hodnoty vzrostnych
vrcholli vystavenych plsobeni LN jsou piiblizné stejné (42%, resp. 42%), z ¢ehoz se da
usoudit, Ze doSlo k limitaci regenerace jiz v kroku dehydratace a ne pisobenim LN. DalSim
typem regenerace vzrostnych vrcholt in vitro kultur po jejich vystaveni enkapsulacné
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dehydratacnimu kryoprotokolu je malé pieziti kontrol jak po dehydrataci, tak po nasledném
zamrazeni do LN. K tomuto jevu dochézelo v jist¢ mife u vSech druhl, napt. u kultivart
jabloni ‘Alkmene’ a ‘Zvonkové’, u hrusni ‘Clappova’, u visni ‘Vackova’ a u jahodniku
‘Senga Sengana’.

U jahodniku, kultivaru Lidka, bylo dosazeno vétsi hodnoty rdstu nez preziti. Tento
vysledek je pravdépodobné zplsoben tim, Ze vzrostné vrcholy jahodniku jsou oproti
vzrostnym vrcholim ostatnich zkoumanych ovocnych druhti vice kryty okolnimi pletivy,
kteréd jsou hnédé a proto pii hodnoceni pieziti vizualn€ podle zelené barvy vzrostného vrcholu
muze dochazet k podhodnoceni.

Zavér

Dormantni pupeny jabloni kryoprezervované dvoustupniovou metodou piezivaly
v priméru z 35%. Dormantni pupeny hrusni prezivaly v priméru z 16%. Nebylo dosazeno
regenerace kryoprezervovanych dormantnich pupenti v nové rostliny v in vitro podminkach
ani metodou ockovani. Proto nebyl tento postup kryoprezervace zaveden do projektu
kryobanky a byl aplikovan postup s vyuZzitim in vitro kultur.

Reakce kultivar ovocnych dievin na enkapsulacné dehydratacni kryoprotokol byla
rizna. Primérné preZiti a rast kryoprezervovanych vzrostnych vrcholil jabloni byl 55%, resp.
43%, hrusni 41%, resp. 33%, visni 20%, resp. 14% a jahodniku 22%, resp. 15%. Ze
zkuSenosti ziskanych béhem kryoprezervace in vitro kultur druhti a kultivarG ovocnych plodin
vyplyva, ze je nezbytné modifikovat kryoprotokol podle pozadavkl jednotlivych druhli a
kultivart v zavislosti na termickych charakteristikdch a odolnosti k dehydrataci vzrostnych
vrchold. V in vitro kultute bylo do roku 2004 zavedeno 58 kultivarti od 4 druhii ovocnych
plodin, v kryobance je uchovano 42 kultivara s primérnou regeneraci doposud zhodnocenych
25 kultivara 30%. Do ex vitro podminek bylo zpétné regenerovano 16 kultivart.

Podékovani 5
Prace na tomto ¢lanku byla ¢astecné podporovana projekty Ministerstva zemédélstvi CR MZe
0002700602 a QC 1052.
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Metody a perspektivy konzervace kolekce bramboru
Milos Faltus', Jaroslava Domkatrova?

"Vyzkumny vistav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné
*Vyzkumny tistav brambordrsky Havlickiiv Brod s.r.o

Souhrn

V uvedeném prehledu jsou popsany existujici metody konzervace kolekce bramboru. Existuji tri
zdkladni metody konzervace bramboru: polni kolekce, in vitro kolekce a kryoprezervace. U
kryoprezervacnich metod jsou uvedeny jednotlivé kryoprezervacni postupy pouzivané u bramboru ve
svete. U jednotlivych metod konzervace jsou popsany jejich vyhody a mnevyhody a prakticka
vyuzitelnost téchto metod. V piispévku je popsan stav konzervace kolekce bramboru v Ceské republice
a informace o zalozeni kryobanky bramboru, véetnée prvnich vysledki kryobanky.
Kli¢ova slova: konzervace, brambor, Solanum, kryoprezervace

Summary

Methods for conservation of potato collection are reviewed. Three basic methods are employed
for conservation of potato genetic resources: field collection, in vitro collection and cryopreservation.
Individual cryopreservation procedures for potato are described. Advantages and disadvantages of
each cryopreservation procedure and their applicability are presented. Information about
conservation of potato collection in the Czech Republic and the establishment of cryobank for potato
including the first results of the cryobank are reported.
Key words: conservation, potato, Solanum, cryopreservation

Uvod

Brambor patii mezi nase hospodaisky vyznamné plodiny. I kdyZ se nejedna o ptivodni
druh, dnes je jiz neodmyslitelnou souc¢asti naseho jidelnicku i vyznamnou plodinou pro krmné
vyuziti a prumyslové zpracovani. Pod pojmem brambor méame namysli obvykle kulturni druh
brambor hliznaty (Solanum tuberosum, L.), ale oznacuji se tak i dal$i piibuzné plané druhy
rodu Solanum.

Polni kolekce

Z péstitelského hlediska se jednd o plodinu mnoZenou vegetativné. To souvisi
s tetraploidnim charakterem odrad S. tuberosum a jejich vysokou heterozygotnosti.
Vegetativni mnozeni plodiny je usnadnéno tvorbou hliz. I kdyz rostliny tvofi také semena, ta
nelze z vySe uvedenych diivodl heterozygotnosti pouzit pro uchovani genotypti. Vyjimkou
jsou pouze nékteré plané, piipadné i1 kulturni druhy rodu Solanum (HOWARD, 1980).
Tradi¢né byl proto brambor uchovavan a mnozen ve form¢ hliz. Prakticky to znamenalo,
vzhledem k tomu, Ze se jedna o jednoletou bylinu, kazdorocné vysazovat hlizy na pole, a tak
kolekce odrtid udrzovat. Zde vSak byly rostliny vystaveny silnému tlaku Skodlivych
biotickych i abiotickych Ciniteld. Zejména vlivem patogenti dochazelo ke ztraté genotypt at’
uz jejich zniCenim nebo jejich degradaci. Proti tomu se uplatnovala fada opatieni, jako
napiiklad vybér péstebnich oblasti, chemicka ochrana, negativni vybéry. Tzv. polni kolekce se
udrzely do soucasnosti, ale jejich pestebni plochy se omezuji.

Kolekce in vitro

Dalsi metodou uchovani kolekce brambor je technika in vitro. Jednd se o vyuziti
systému tkanovych kultur péstovanych v aseptickych podminkach pro uchovani genovych
zdrojii. Tento systém umoziiuje prakticky po neomezenou dobu uchovat genotypy bez
nebezpe¢i jejich ztraty v dasledku plisobeni patogentt ptsobicich v polnich kolekcich.
Riistova media a kultiva¢ni teplota jsou optimalizované tak, aby subkultivacni interval byl co

58



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

nejdelsi, a tim se omezila nutnost rostliny pfesazovat na Cerstvda media. Takto 1ze uchovat
rostliny v podminkéach in vitro ptiblizné jeden rok, v zévislosti na genotypu, bez dal§iho
zasahu ¢loveka. V soucasnosti se pievadéji a uchovavaji genové zdroje bramboru v kolekcich
in vitro a zarovei se provadi jejich ozdravovani od virt. Svétova sit’ genovych bank bramboru
dnes pracuje vyhradné na principu in vitro konzervace.

Vyuziti umélych semen

Dalsi potencidlni mozZnosti konzervace genovych zdroji bramboru je vyuziti tzv.
umélych semen. Metoda spociva v enkapsulaci vegetacnich vrcholii bramboru péstovanych in
vitro do alginatu a jejich uchovéni pfi snizené kultivacni teploté. Tato metoda se zatim nezda
byt ptilis perspektivni, protoze po roce kultivace umélych semen pfi snizené teploté dochazi
k poklesu jejich regeneracni schopnosti. Tato metoda je v podstaté jistou obdobou metody
uchovavani in vitro, ale pti vyssi pracnosti (tvorba alginatovych kuli¢ek z in vitro kultur) a
s niz§i efektivitou (po 1 roce pokles regeneracni schopnosti). (NYENDE et al., 2003)

Metody kryokonzervace

Kryokonzervaci se rozumi uchovavani genovych zdroji pfi utranizkych teplotich. V
praxi jde o teplotu bodu varu tekutého dusiku, tj. -196 °C pfi ulozeni vzorkl ptimo v tekutém
dusiku, pfipadné -150 °C, pifi uloZeni v parach tekutého dusiku. Principem metody je
existence skelné struktury v pletivech pfi ultranizkych teplotach. Sklo lze definovat jako
vysoce viskézni kapalinu, a v tomto stavu jsou veSkeré chemické reakce prakticky zastaveny.
To umoziuje stabilizovat materidl a uchovat ho v nezménéné podobé po neomezenou dobu.
Metody kryokonzervace musi vyfesit problém, jak dostat uchovdvany material do skelného
stavu a po uskladnéni ho opét vratit do ristové faze. Casto se jedna o geneticky materiél,
ktery za pfirozenych podminek nesnédsi vystaveni rostlin teplotdm jen né€kolik stupiii pod
bodem mrazu. Ptikladem mohou byt rostliny bramboru. Pfesto metody kryokonzervace
umoziiuji dosdhnout i vtomto materidlu skelného stavu a uchovat je dlouhodobé pfi
ultranizkych teplotach. Uspé&$nost této metody (regenerace rostlin) neni stoprocentni, ale je
vyvazena prakticky neomezenou dobou uchovani takto skladovaného materialu.

Metody kryokonzervace bramboru ve svété

Metoda ultrarychlého mrznuti — metoda predkultivace-desikace

Tato metoda vyuzivana ve VURV je zaloZena na 5-ti denni piedkultivaci nodalnich
segmentll bramboru na mediu s pfidavkem 2 M sacharosy. 1zolované vzrostné vrcholy jsou
syceny pies noc na 0,7 M sacharose a nasledujici den dehydratovany na hlinikovych pliscich
3 hodiny nad silikagelem. Pak jsou vrcholy zamrazeny piimym ponofenim do tekutého
dusiku. Tani vzorka se provadi jejich pfimym ponotfenim do vodni lazn€ o teploté asi 40 °C.
Regenerace probihd na rGstovém mediu s pfidavkem fytohormont (GROSPIETSCH et al.,
1999).

Metoda ultrarychlého mrznuti - kapkova metoda

Tato metoda je rutinné pouzivand v IPK Gatersleben. Nejprve se izoluji vzrostné
vrcholy a ty jsou pfes noc inkubovany v tekutém zivném mediu. Druhy den se vrcholy
prenesou do stejného tekutého media s pfidavkem 10% dimethylsulfoxidu (DMSO) na 2
hodiny. Kazdy vrchol se pak umisti do kapky 10% DMSO na hlinikovém pliSku. Ten se
podobné jako u predchozi metody ptimo ponoti do tekutého dusiku. Tani vzorki se provadi
ponoienim vrcholi do tekutého media o teploté¢ asi 40 °C. Regenerace probihd na kapce
agarosy v tekutém mediu s fytohormony. (SCHAFER-MENUHR, 1996).
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Metoda enkapsulace-dehydratace

Izolované vzrostné vrcholy bramboru jsou enkapsulovany v 3% alginatu sodném
obsahujicim 0,7 M sacharosu. Alginatové kulicky jsou dehydratovany nad silikagelem. Po 8
hodinach suSeni jsou enkapsulované vrcholy umistény do kryozkumavek a ponofeny do
tekutého dusiku. Ohtev vzorkl se provadi ponotfenim alginatovych kulicek do vodni 1azné o
teploté asi 40 °C na 1 minutu. Regenerace rostlin probihd na MS mediu s fytohormony
(FABRE a DEREUDDRE, 1990).

Metoda vitrifikace

Izolované vrcholy jsou kultivovany 2 dny na tekutém mediu se sacharosou a manitolem.
Pak jsou vrcholy postupné syceny dvéma vitrifikaénimi roztoky PVS2 (Plant Vitrification
Solution 2). PVS2 obsahuje 30 % glycerol, 15 % ethylenglykol a 15% dimethylsulfoxid
v tekutém MS mediu s 0,4 M sacharosou. Nejprve jsou vrcholy syceny 30 minut ve 20 %
PVS2 a pak inkubovany 15 minut v 60 % PVS 2. Pak jsou vrcholy dehydratovany 5 minut
v koncentrovaném PVS2. Vrcholy jsou pak umistény do kryozkumavky a ponoieny do
tekutého dusiku. Odtavani se provadi v tekutém MS mediu (MURASHIGE a SKOOG, 1962)
s 1,2M sacharosou ohiatém na 35 °C. V tomto roztoku jsou vrcholy ponechény 30 minut pro
vyplaveni zbytkli PVS2 roztoku. Regenerace probihd na MS mediu s fytohormony (SARKAR
a NAIK, 1998).

Metoda enkapsulace-vitrifikace

Nodalni segmenty bramboru jsou péstovany az do dosazeni stadia objeveni se 5
listovych primordii. Izolované vegetacni vrcholy jsou kultivovany pies noc na MS mediu
s 0,3 M sacharosou a fytohormony. Pak jsou vrcholy enkapsulovany v 2% alginatu sodném.
Alginatové kulicky jsou umistény na 90 minut na MS medium s fytohormony, 0,6 M
sacharosou a 2 M glycerolem pied jejich dehydrataci pomoci PVS2. Enkapsulované a
vysusené¢ meristémy jsou umistény do kryozkumavek s PVS2 a pak ponotfeny do tekutého
dusiku. Tani probiha ve vodni ldzni o teplot¢ 38 °C a PVS2 roztok je z kryozkumavek
odcerpan a nahrazen 2 x 1,2 M roztokem sacharosy pro odstranéni PVS2 roztoku (HIRAI a
SAKALI, 1998).

Konzervace genovych zdroju v CR

Genobanka bramboru v CR

Garantem pro uchovani kolekce bramboru v CR je Vyzkumny ustav bramborafsky s.r.o.
Havlicktiv Brod. V kolekci bramboru rodu Solanum je 2018 genovych zdroji udrzovanych
v kultute in vitro (stav rok 2003). Z toho bylo v subkolekci ,,odrady Solanum tuberosum *
soustfedéno 1 100 vzorki. Ve VUB se podafilo shroméazdit 94 odrd pochazejicich z
domaciho Slechténi, tj. 84,7 % originalnich odrid. Kolekce ¢eskych odrid udrzovanych v
genové bance in vitro je viruprosta.

Kryobanka bramboru v CR

V souvislosti s po¢atkem feseni projektu MZe QF 3039 doslo ve VURV k zaloZeni
kryobanky bramboru v CR. V prvnim roce byla testovdna metoda ultrarychlého mrznuti na
skupiné¢ vybranych genotypii. V prvnim roce feSeni bylo otestovdno celkem 11 odrad
bramboru a jeden genotyp druhu Solanum acaule. Do tekutého dusiku bylo ulozeno 8 odrad
v celkovém poctu 1120 meristéml. Dosazend primérnéd zivotnost apikalnich meristémi po
jejich kryoprezervaci byla 47 % (Graf 1). Nejvyssi odolnost po kryoprezervaci mél plany
genotyp Solanum acaule (90 %). Zkulturnich odrid méla nejvyssi Zivotnost po
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apikalnich vrcholi bramboru byla u sledovanych genotypti 25 %. Maximalni regenerace po
kryoprezervaci byla zjisténa opét u planého genotypu Solanum acaule a to 65 %. Z kulturnich
odrid méla, podobné jako v ptipad¢ preziti, nejvyssi regeneraci po kryoprezervaci odruda
Judika, 45 % a nejmensi regeneraci odrida Cayuga 5 %. Ze vSech testovanych genotypt byly
odvozeny zivé rostliny po kryokonzervaci. Odrida Barbara byla pfevedena do ex vitro
podminek a otestovdna na genetickou stabilitu pomoci bilkovinnych markert.

Procento preziti rostlin po kryoprezervaci

90

70

procento preziti

odrida

Graf 1 Procento pfteziti rostlin u jednotlivych odriid bramboru po kryoprezervaci
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Graf 2 Procento regenerace rostlin u jednotlivych odriid bramboru po kryoprezervaci
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Procento regenerace rostlin po kryoprezervaci
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Graf 3 Porovnani procenta regenerace rostlin u jednotlivych odriid bramboru pfi pouZiti dvou
ruznych kryoprezervacnich metod: metoda piedkultivace-desikace (VURV) a ,kapkova
metoda* (SCHAFER-MENUHR, 1996).

Cast testovanych genotypt (Linda, Steffi, Granola, Barbara, Desirée, Cayuga) byla
zamérn¢ vybrana na zakladé vysledkii dosazenych pomoci ,kapkové metody* (Schifer—
Menuhr, 1996). Byly to genotypy, u nichz bylo dosazeno nizké tirovné pfeziti a regenerace po
kryokonzervaci. To umoznilo srovnani vysledkli dosazenych obéma metodami, a tim 1
porovnani metod samotnych (Graf 3). Primérné procento regenerace rostlin po
kryokonzervaci dosazené metodou pouzivanou ve VURV bylo 18 % a kapkovou metodou
bylo 12 %. Metodou pouzivanou ve VURYV bylo dosazeno v priméru mirné lepsich vysledka
v porovnani s, kapkovou metodou®“. Nelze vSak jednoznacné fici, kterda zmetod je
efektivnéjsi, nebot’ bylo porovnano pouze 6 genotypi, pfiCemz 3 z nich vykazovaly lepsi
vysledky pomoci jedné metody a zbyvajici 3 genotypy mély lepsi vysledky pomoci druhé
metody. Lze ztoho vSak usuzovat, ze jednotlivé genotypy mohou reagovat odliSnym
zpusobem na riizné metody. Vyhodou metody pouzivané ve VURV je, ze vysledkd je
dosazeno bez pouziti toxickych kryoprotektantii (napt. dimethylsulfoxid). Pro otuzeni rostlin
se pouziva pouze sacharosa v kombinaci s desikaci vzorkd.

Zavér

Z uvedeného piehledu je patrné, ze existuji dvé perspektivni metody uchovani kolekce
bramboru. Pfedevsim je to metoda uchovani in vitro, ktera je v soucasnosti rutinn¢ pouzivana
ve VUB v Havli¢kové Brodé. Tato in vitro kolekce obsahuje 2018 genovych zdroji rodu
Solanum. V subkolekci ,,odridy Solanum tuberosum je soustiedéno 1 100 vzorki. Podatilo
se shromazdit 94 odriid pochézejicich z domaciho Slechténi, tj. 84,7 % originalnich odrad.
Druhou perspektivni metodou uchovani kolekce bramboru je metoda kryprezervace. Tato
metoda umoziuje skladovani genotypl po ,,neomezenou‘ dobu. Limitujici je odlisnd reakce
jednotlivych genotypli bramboru na kryoprezervaci. Pro genotypy, které vykazuji nizkou
regeneraci po kryoprezervaci, je tfeba metody optimalizovat pro dosazeni uspokojivé urovné
regenerace. Vyznamnym tspéchem bylo zaloZeni kryobanky bramboru ve VURV v Praze ve
spolupraci s VUB v Havli¢kové Brodé. Vysledky zprvniho roku ukazaly srovnatelnost
vysledki pouzité¢ metody s metodou vyvinutou Schifer—Menuhr (1996) a pouZzivanou rutinné
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v kryobance v IPK v Gaterslebenu (Némecko). Cilem kryobanky bramboru pro nejblizsi 1éta
je kryoprezervovat vSech 94 odrid pochéazejicich z domaciho Slechténi a metodicky
prizptisobovat postupy pro zvyseni irovné regenerace rostlin bramboru po kryoprezervaci u
odrtd vykazujicich nizkou regeneraci.

Podékovani )
Prace na tomto ¢lanku byla ¢asteéné podporovana projektem MZe CR QF 3039 a grantem
GACR 522/02/D089.
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Moznosti kryokonzervace zelenin rodu Allium
T 74 v 11 w17 72
Jifi Zamecénik', Helena Stavélikova

YWyzkumny vistav rostlinné vyroby Praha 6 — Ruzyné
*Vyzkumny vistav rostlinné vyroby, pracovisté Olomouc

Summary

Recently wide spread methods being used in cryopreservation of plants are based on vitrification.
There are two main methods how to involve vitrification status in plants. The most promising results
were obtained by the first method, which uses the cryoprotectants to involve glassy state during
freezing to ultra low temperatures. By the second method lower regeneration was obtained. This
method is based on encapsulation and dehydration of shoot tips to the cell content resulting in glassy
state involvement. Tissue cultures of Allium plants are an important biotechnological step before and
after cryopreservation

Key words: cryopreservation, Allium, garlic, vitrification

Souhrn

Metoda vitrifikace doznala v nedavné dobé velkého rozsireni pri kryoprezervaci rostlin. Testovany
byly dve hlavni metody kryoprezervace zaloZené na vitrifikaci. Lepsich vysledkit bylo dosazeno pri
pouZziti metody, kterd vyuziva kryoprotektivni latky vyvoldvajici v rostlindach tvorbu skelnych struktur.
Nizsi regenerace rostlin rodu Allium bylo dosazeno pri pouziti metody enkapsulace-dehydratace. Pro
pFipravu rostlin pred kryoprezervaci a jejich regeneraci po kryoprezervaci bylo pouzito metod
kultivace rostlin v in vitro podminkdch.

Klic¢ova slova: kryoprezervace, Allium, Cesnek, vitrifikace

Uvod

Klasicky zptsob uchovani genofondu rostlin rodu Allium v polnich podminkach
vyzaduje velky vklad prace a rozsahlé kultivacni plochy. Tento zpisob udrZzovani kolekce je
rizikovy s nejistym vysledkem vzhledem k plisobeni neptiznivych biotickych a abiotickych
podminek prostiedi. Proto jsou hledany alternativni moznosti pro bezpe¢né uchovani kolekce.

Polni kolekce

Kolekce Allium, kterd je udrzovana na pracovisti genové banky v Olomouci, ¢itd 621
polozek a tadi se k velkym svétovym sbirkdm. M4 status mezindrodni kolekce pro vegetativné
mnozené rostliny druhu A//ium v podminkach dlouhého dne. Uchovani v polnich podminkéch
ma vysoké riziko ztraty jednotlivych polozek vlivem vyskytu chorob, $kiidct a neptiznivych
klimatickych faktori. Napi. vroce 1997 byla existence této kolekce vazn€ ohrozena
povodnémi. Vzimé 2002/2003 byla kolekce ohrozena znovu, kdyz holomrazy byly vystiidany
intenzivnim des§tém, ktery nasledné zmrzl a porost byl po dva mésice uzavien v ledové vrstve.

Pievod do in vitro podminek

Alternativou polnich kolekci pro uchovani genofondu vegetativné mnozenych rostlin je
zachovani tkdn¢ nebo celé rostliny v podminkach in vitro s normalnim nebo omezenym
rustem. I/n vitro podminky pro konzervovani rostlin A/lium nejsou optimalni pro dlouhodobé
skladovani, vzhledem k potfebé Casté subkultivace, pfipadné kontaminaci mikroorganismy,
vy$si pravdépodobnosti mutace, somaklonalni variabilité a pfipadnym omylim souvisejicim
s manipulaci s tkanovou kulturou. Tkanovych kultur vSak lze s ispéchem vyuzit k namnozeni
rostlin Allium a jejich standardni pfipravu pfed zamrazenim do ultranizkych teplot. Tkanové
kultury jako predstupen pro kryoprezervaci maji mnoho dulezitych vyhod. Béhem zavedeni
rostlin do podminek in vitro jsou tyto zbaveny kontaminaci houbami a bakteriemi. Nékdy se
vSak 1 u symptomaticky zcela zdravé kultury pifi n¢kolikandsobném pasazovani rostlin v in

64



., Konzervace a regenerace genetickych zdrojii vegetativné mnozenych druhii rostlin“ CHI Zatec 2003

vitro podminkach mohou projevit vnitini kontaminace, které nejsou zjevné po zavedeni
rostlin do sterilnich podminek. Diky témto vnitinim kontaminacim se i pfes vSechno usili a
dodrzeni aseptickych podminek ¢asto nedati udrzet kulturu zdravou. Nékteti autoti poukazuji,
7e vnitini kontaminace se vyskytuji i po nékolika letech po vicendsobném pasazovani
(FELLNER et al. 1996), tento fakt podporuji také naSe zkuSenosti. Vnitini kontaminace
mohou mit vliv i na UspéSnou regeneraci rostlin po kryoprezervaci (HANNAN a
GAROUTTE 1998). Rostliny v tkanové kultufe se vyuzivaji k namnozeni materidlu pro
kryoprezervaci. NamnozZeni rostlin v in vitro kultufe nese s sebou také urcita rizika, naptiklad
vyskyt tzv. hyperhydricity (LUTHAR a BOHANEC, 1999), ktera ma za nasledek deformaci
rostlin vedouci k jejich degeneraci az tthynu.

Konzervace v in vitro podminkach
sedmdesatych let. Existuje mnoho literarnich udaji tykajicich se péstovani rodu Allium v in
vitro kulturach, ale je jen malo zminek o konzervaci rostlin v in vitro podminkach
(MAKOWSKA et al. 1999). U druhu Allium cepa jsou zndmé udaje o uchovani pfi teploté
-1°C po ptedchozi kultivaci na médiu s vysokym obsahem sacharézy. Podobn¢ jako se tvori
mikrohlizky u brambor v in vitro kultute, tvofi rostliny ¢esneku mikrocibulky, které je mozné
také skladovat. Lze z nich vypéstovat zdravé rostliny i po dobé skladovani delsi nez jeden rok.
Nevyhodou této metody je, ze béhem skladovani mikrocibulek dochazi k nekontrolované
ztraté regeneracni schopnosti a musi se u nich stimulovat riist pfi novém napéstovani v in
vitro podminkach se vSemi riziky spojenymi s uchovavanim rostlin v tkanovych kulturach.
Pro kryoprezervaci je mozné pouzit vzrostné vrcholy extirpované z pacibulek. Vzrostné
vrcholy z pacibulek jako vychozi materidl pro kryoprezervaci maji nevyhodu v poskliziiové
dormanci, mozné kontaminaci, velikostni nevyrovnanosti a ne vSechny rostliny rodu Allium
tvofi toulce s pacibulkami. Nejméné vhodnym vychozim materidlem pro kryoprezervaci jsou
vzrostné vrcholy extirpované ze strouzkd. Vedle nevyhod zminénych u pacibulek se u
vzrostnych vrcholii ze strouzkl ptidruzuje Casta kontaminace. Pouziti vzrostnych vrchola
z pacibulek je vyhodné vzhledem k men$im kontaminacim oproti strouzkim z palic, které
mayji kontakt se zeminou.

Metody kryokonzervace

Jako perspektivni zplisob uchovani genofondu rostlin se jevi jejich ulozeni
v ultranizkych teplotdch pomoci metod kryoprezervace. Metody kryoprezervace rostlin rodu
Allium jsou zaloZzeny na zamrazeni vzrostnych vrcholli obsahujicich meristematické bunky
v tekutém dusiku a jejich GispéSné regeneraci po odtati vzorka.

Kryoprezervace je zaloZena na podstatném sniZeni az zastaveni metabolickych pochodd,
a tim 1 genetickych zmén biologického materidlu ulozeného v ultra-nizkych teplotach. Cil
kryoprezervace je kryogenni uchovani rostlinnych casti po dlouhé obdobi bez podstatné
zmény genetické informace a s moznosti nasledné regenerace rostlin.

Metody vitrifikace

V posledni dobé se rozsifily v konzervaci biologickych objektli vyznamné metody
zmrazeni zalozené na vitrifikaci (zeskelnéni). Sklo je amorfni stav hmoty, v kterém je pfi
nizkych teplotach omezena tvorba letalnich krystalli ledu v pletivech rostlin. Sklo je kapalina
s viskozitou pevné latky (HIRSH 1982), nebo sklo je viskozni kapalina s nekrystalickou
strukturou pevné latky (WILLIAMS a LEOPOLD 1995). Vitrifikace je vhodnd pro
dlouhodobé uchovani biologického materidlu pii zanedbatelné diftizi a ztoho vyplyvajici
genetické stabilité uchovavanych rostlin.
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K vyvolani skelného stavu v rostlinach se pouziva fada metod, z nichz dvé vybrané byly
odzkouSeny pro rostliny rodu A/lium. Prvni metoda je enkapsulace-dehydratace, pfi které se
aktualni obsah bunééného roztoku odvodnénim koncentruje az na turoven, kdy konecna
vysoka koncentrace latek napomahd vytvaret sklovitou bezkrystalickou strukturu pti poklesu
teplot pod 0 °C. Druhd metoda je vitrifika¢ni s pouzitim chemickych kryoprotektantii,
které v buiikdch napomahaji vytvaret skelny stav. Obecné metodické zasady a teoreticka
vychodiska jsou popsany v prispévku ,, Teoretické zaklady uchovani rostlin a jejich casti v
ultranizkych teplotdich® a v pfispévku ,Metody kryoprezervace®. Dale budou popsana
specifika tykajici se kryoprezervace rostlin Allium s cilem konzervace zmrazenim.

Metoda enkapsulace-dehydratace

Izolované vzrostné vrcholy Allium byly obaleny v 2% alginatu sodném zesitovaném
v 100 mM CaCl, s 0,7 M sachar6zou. Enkapsulované vzrostné vrcholy v alginatovych
kulickach byly dehydratovany nad silikagelem. Po 1-4 hodinéch susSeni byly enkapsulované
vrcholy umistény do kryozkumavek a ponofeny do tekutého dusiku. Ohfev vzorkd se
provadél ponofenim algindtovych kulicek do vodni 14zn€ o teplot€¢ 40 °C na 1 minutu
(FABRE a DEREUDDRE, 1990). Regenerace rostlin probihala na MS mediu s fytohormony.
Enkapsulace vzrostnych vrcholi v alginatovych kulickdch brani rychlé dehydrataci a
s nejvetsi pravdépodobnosti se priznivé podili i pfi regeneraci vzrostnych vrcholti. Pomér
koncentrace alginatu a roztoku CaCl, je optimalizovan pro takovou tuhost alginatovych
kuli¢ek, kterou jsou vzrostné vrcholy schopné ristem pti regeneraci prekonat. Dehydratace
vyvolda amorfni stav bunék, ktery je vhodny pro zamrazeni vzrostnych vrcholi do teplot
tekutého dusiku a pro dlouhodobé skladovani polozek Allium. Skelny stav dosazeny
jednoduchou dehydrataci byl navozen i v dalsich plodinach (BILAVCIK a ZAMECNIK
2001, GROSPIETSCH a ZAMECNIK 2001, ZAMECNIK e al. 2001).

Metoda vitrifikacni s pouzitim chemickych kryoprotektantia

Pii  dlouhodobém vyzkumu kryoprezervace se osvédCily nckteré¢ latky
s kryoprotektivnim ucinkem, které maji pozitivni vliv na preZziti a regeneraci biologickych
objektii skladovanych v ultranizkych teplotach. Nékteré kryoprotektanty se pouzivaji pro
pfimou ochranu rostlin pfi jejich konzervovani zamrazenim. Nejvice rozSifenou
kryoprotektivni latkou je dimethylsulfoxid (DMSO), ktery se pouziva samotny nebo Castéji ve
smésich. Z dalSich latek s kryoprotektivnim U€inkem lze jmenovat etylenglykol, glycerol,
sacharézu a sorbitol v riiznych kombinacich a koncentracich. Smés kryoprotektivnich latek
pouzivana pfi vitrifikani metodé kryoprezervace vyvola v bunkach skelny stav, ktery je
nezbytny pro zachovani regenerace rostlin po odtati z ultranizkych teplot.

NIWATE (1995) se poprvé zminuje o kryoprezervaci meristémi ¢esneku s pouzitim
smesi kryoprotektivnich latek oznacované jako PVS2 (z anglické zkratky Plant Vitrification
Solution), kterd obsahuje (30%glycerol, 15% etylen glykol, 15% DMSO a 0,4 M sachar6zy
v MS médiu (SAKAI et al. 1990). HAMMAN and GAROUTE (1998) zopakovali stejny
postup a dosahli preziti az 72%. Podobné jsme v naSich pokusech doséhli 84%
regenerovanych rostlin po ponofeni rostlin v PVS2 roztoku do tekutého dusiku (viz Tab.1).

Tab. 1 Procento pfeziti a regenerace vzrostnych vrcholt Allium 1669 kryoprezervovanych
dvéma vitrifikaénimi metodami. (Tti nezavislé experimenty s 200 vzrostnymi vrcholy.)

Vitrifika¢ni metody Preziti Regenerace
% %

Vitrifika¢ni roztok (PVS2) 89 82

Enkapsulace — dehydratace 48 45
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MAKOWSKA et al. (1999) ziskala vys$i hodnoty preziti pii pouziti jiné smési
kryoprotektivnich latek tzv. PVS3 (50% sacharézy a 50% glycerolu v tekutém MS médiu)
podle NISHIZAWA et al. 1993 ve srovnani s PVS2. Delsi doba dehydratace az 120 min pii
20 °C je nutna pro dosazeni vitrifikovaného stavu pfi pouziti PVS3 ( KELLER a ZAMECNIK
nepublikovano). MAKOWSKA et al. (1999) dosahovala nejvyssi regenerace (80%) po 240
minutach ovlivnéni PVS3 vzrostnych vrcholi extirpovanych ze strouzki a pouze 37%
regeneraci u vzrostnych vrcholi extirpovanych z pacibulek.

Doba pobytu rostlin ve vitrifikaénim roztoku je velmi dillezitd, protoZze optimdlni
inkubaéni ¢as pro vytvoreni skelného stavu v rostlinach je velmi kratky. Krats$i pobyt
vzrostnych vrcholi ve vitrifikacnim roztoku nema ptiznivy vliv na pieziti rostlin po ptsobeni
ultranizkych teplot. Po delSim pobytu vzrostnych vrcholti rostlin Allium ve vitrifikatnim
roztoku mize dojit k hluboké dehydrataci, kterd ma negativni vliv na Zivotnost
kryoprezervovanych vzrostnych vrcholl. Dal§im neptiznivym vlivem kryoprotektivnich latek
obsazenych ve vitrifikaénim roztoku je jejich toxické ptlisobeni, hlavné ptlisobeni
dimetylsulfoxidu. Nepftiznivy U¢inek kryoprotektivnich latek lze zmirnit nizkou kladnou
teplotou pii ovlivnéni vzrostnych vrcholl rostlin Allium. Pti nizkych teplotach aplikace
vitrifikacniho roztoku se cely proces difuze do rostlin zpomali, takze se prodlouzi optimalni
doba pro pobyt vzrostnych vrcholl ve vitrifikacnim roztoku, a tim lze zptesnit i optimalni ¢as
pro vitrifikaci. Nevyhoda pouziti nizkych teplot pro oSetfeni rostlin vitrifikacnim roztokem je
v 6 az 10 nasobném prodlouzeni doby celého protokolu ptipravy rostlin pro zamrazeni.
Rostlinné ¢asti ve stavu skla se tak vyhnou tvorbé ledovych krystalll pti ponotfeni do tekutého
dusiku.

Tani a regenerace

Odtavani se provadelo v tekutém MS mediu (MURASHIGE a SKOOG, 1962) s 1,2 M
sacharosou ohfatém na 40 °C. V tomto roztoku byly vrcholy ponechany 30 minut pro
vyplaveni zbytkl roztoku PVS2. Pro zvlasté citlivé druhy je nutné k vymyvani zbytkti PVS2
pouzit odstupnované koncentrace sacharézy od 1,2 M po 0,2 M po 20 minutovych krocich.
Regenerace probihala na MS mediu s fytohormony (SARKAR a NAIK, 1998). Nevyhodou
pouziti PVS roztoku je nezbytnost jeho odstranéni z rostlin. Vitrifikaéni médium muze byt
vysoce toxické pro rostlinné buniky zvlasté pii laboratorni teploté. Vzrostné vrcholy rostlin se
inkubuji ve vymyvacich médiich pro odstranéni toxickych kryoprotektivnich latek.
Osmoticky potencial obklopujiciho roztoku je pak v rovnovéaze s vodnim potenciadlem bunék
vzrostného vrcholu, a ty mohou byt pieneseny do priznivych podminek pro jejich regeneraci a
nasledny rust.

Po rozmrazeni rostlin z ultranizkych teplot jsou pouzivany metody kultivace rostlin v in
vitro kultufe. SloZzeni médii se muize lisit od sloZeni kultivaéniho média pii napéstovani rostlin
pied kryoprezervaci. Vynechavaji se rostlinné hormony, které se ptidavaji az pti druhé pasazi.
V regeneracni fazi jsou rostliny nejnachylnéjsi k ostatnim strestim, naptiklad je mize poSkodit
vysoka intenzita svétla. Z tohoto diivodu se rostliny po pfevedeni do regenera¢nich podminek
2-3 dny zastifuji, aby nedochézelo k fotoinhibici.

Po odtati jsou aseptické podminky pro regeneraci rostlin vyhodngjsi. Cista kultura
prosta bakteridlnich, houbovych a kvasinkovych kontaminaci ma lepsi ptedpoklad pro
regeneraci rostlin po odtati. Nékteré bunky jsou poskozené ¢i mrtvé po odtati z ultranizkych
teplot, ¢imz se stavaji vhodnou pfirozenou zivnou pidou pro rozvoj mikroorganismi. Po
reparaci posSkozenych bunék rostlin je mozné je namnozit v in vitro podminkach. Rostliny
z podminek in vitro stéméf 100 % relativni vlhkosti je nutné nechat Castym vétranim
prizptsobit se na nizkou relativni vzdusnou vlhkost. K pfesazeni se pouzivaji vysterilizované
substraty oSetfené antibakteridlnimi a fungicidnimi pfipravky, které jsou pouzivané téz
k zabranéni rozvoje patogent na zeslabenych rostlinach. Rostliny se pak piepichuji do
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sadbovacli a dopéstovavaji se ve skleniku pro naslednou vysadbu do polnich podminek
(obrl).

Obr.1 Vlevo regenerovana kontrolni rostlina Allium a vpravo po kryoprezervaci

Regenerace vzrostnych vrcholli po kryoprezervaci zavisi také na velikosti pacibulek.
Zatimco MAKOWSKA et al. (1999) dosahovala lepsi regenerace vzrostnych vrchola
z vétsich pacibulek, tak ZAMECNIK (nepublikovano) dosahoval lepsi regeneraci
u meristému ziskanych z malych pacibulek. Pfi¢ina téchto rozdilt je pravdépodobné v lepsi
regeneracni schopnosti vzrostnych vrcholil z vétSich pacibulek a nebo vétsi rychlosti mrazeni
dosahovanych u mensich vzrostnych vrcholt ziskanych z menSich pacibulek

Zavér

Tkanové kultury rostlin rodu A/lium se ukazaly jako vhodny vychozi zdroj rostlin pro
kryoprezervaci a pouZzivaji se také pro regeneraci rostlin po odtati z teplot tekutého dusiku.
Pro kryoprezervaci je nezbytné mit vyrovnany materidl z fizenych podminek dostupny po
celou dobu roku.

U rostlin rodu Allium byla v nasi laboratofi zvladnuta technika ptevodu rostlin do in
vitro a jejich namnoZeni v in vitro podminkach. Problémy Ize spatiovat v interni latentni
kontaminaci bakteridlniho ptivodu v in vitro kultuie, projevujici se nékdy az po jednom roce
pestovani rostlin v in vitro podminkéach. Zasadnim problémem je vyskyt virovych chorob u
Allium a jejich ozdraveni.

Pro uchovani rostlin rodu Allium v ultranizkych teplotach s naslednou regeneraci byly
odzkouseny dva kryoprezervacni postupy. Pro kryoprezervaci je vyuzivan postup vyvolani
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vitrifikovaného stavu rostlin. Vyhodou vitrifika¢ni metody je, Ze neni narocna na pfistrojové
vybaveni a je mozné kryoprezervovat rostliny i bez jejich otuZovani. Nevyhodou je toxicita
nékterych kryoprotektivnich latek a jejich potencialni negativni vliv na genetickou stabilitu.

Podékovani 5
Prace byla ¢astecné podporovana vyzkumnym zamérem MZe 0002700602 a grantem GACR
522/04/0384
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Konzervace genetickych zdroji vegetativné mnoZenych okrasnych travin
Magdalena Sev¢ikova, Sarka KramoliSova

OSEVA PRO s.r.o., Vyzkumna stanice travinarska Roznov - Zubri

Souhrn

Shirka genetickych zdrojii okrasnych travin, predstavuje nejnovejsi cast kolekce shromazdené
v ramci Narodniho programu konzervace a uchovani genofondu rostlin a agrobiodiversity na
pracovisti OSEVA PRO s.r.o., ve Vyzkumné stanici travindrské v Zubvi (dale jen VST). Pocet polozek
trvale narista v souvislosti se soucasnym trendem utlumeni produkcni funkce zemédélstvi a
s rozSirujicim se uplatiiovanim rostlinnych okrasnych prvkit v Zivotnim prostiedi cloveka. Z
pocatecniho stavu nekolika polozek v roce 1990 se jejich pocet zvysil k 31. 10. 2003 na 146 polozek
vice nez sta druhii. Podstatnou cast této kolekce predstavuji vegetativne mnozené druhy (119 polozek).
Tato sbirka rozsivila kolekci genetickych zdroju picnich a travnikovych trav o zcela nové atraktivni
druhy s odlisnym zpiisobem praktického vyuzivani v sadovnictvi a kvétinarstvi. Navazali jsme na praci
Vyzkumného ustavu Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi v Prithonicich, kde byly okrasné
travy a pribuzné druhy hodnoceny v ramci svétovych sortimentu trvalek, avsak nebyly evidovany
v narodnim informacnim systému pro kolekce genetickych zdrojit EVIGEZ a dale udrzovany.
Klicova slova: okrasné traviny, konzervace genetickych zdrojii, vegetativné mnozené druhy, celed
Poaceae, Cyperaceae, Juncaceae, Sparganiaceae

Summary

Collection of ornamental grasses represents the new part of genetic resources of grasses
gathered in the framework of the National Programme for Conservation and Ultilization of Plant
Genetic Resources and Agro-biodiversity at OSEVA PRO Ltd. Grassland Research Station Zubri. The
new sub-collection consists of 146 accessions belonging to more than 100 botanical species. Major
part (119 accessions) are vegetatively propagated species maintained in the field collection.
Responsibility for ornamental grasses was overtaken from the Silva Tarouca Research Institute for
Landscape and Ornamental Gardening in Prithonice, where grasses have created part of perennials
collection. Common utilization of grasses as fodder or lawn was enlarged by the new orientation to
decorative characters in accordance with the recent trend of gradual decrease of agricultural
production and strenghtening environmental and landscaping functions.
Key words: ornamental grasses, plant genetic resources conservation, vegetatively propagated
species, Poaceae, Cyperaceae, Juncaceae, Sparganiaceae family,

SloZeni kolekce
Kolekce okrasnych travin konzervovana ex situ v Zubii obsahuje polozky trav a travam
podobnych druhti n¢kolika riznych celedi:
1. travy - Celed’ Poaceae (lipnicovité),
2. ostrice - ¢eled’ Cyperaceae (Sachorovité),
3. sitiny a biky - Celed’ Juncaceae (sitinovité),
4. zevary - Celed’ Sparganiaceae (zevarovité).

Ptehled druhti a pocet shromazdénych polozek uvadi Tabulka 1.
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Tab. 1 Seznam druhii okrasnych travin a pocet polozek ve VST Zubfti

Panicum virgatum
Pennisetum alopecuroides
Pennisetum flaccidum
Phalaris arundinacea
Poa badensis

Poa chaixii

Sesleria autumnalis
Sesleria caerulea
Sesleria heufflerana
Sesleria nitida
Spartina pectinata
Spodiopogon sibiricus
Stipa barbata

Travy (Poaceae) Podet Druhy travam podobné Pocet
Agropyron junceum 1 Cyperaceae
Achnatherum calamagrostis 1 Carex buchananii 1
Arrhenatherum elatius subsp. Carex comans 1
bulbosum 1
Arundinaria pumila 1 Carex conica 1
Arundinaria viridistriata 1 Carex divulsa 1
Avenella flexuosa 1 Carex elata 1
Beckmannia eruciformis 1 Carex flacca 1
Briza media 1 Carex grayii 1
Calamagrostis brachytricha 1 Carex montana 1
Calamagrostis x acutiflora 2 Carex morrowii 1
Cortaderia selloana 6 Carex muskingumensis 1
Corynephorus canescens 1 Carex ornithopoda 1
Deschampsia cespitosa 5 Carex pendula 1
Elymus canadensis 1 Carex petriei 1
Festuca amethystina 1 Carex plantaginea 1
Festuca gautieri 2 Carex pseudocyperus 1
Festuca glauca 3 Carex sylvatica 1
Festuca mairei 1 Carex umbrosa 1
Festuca pallens 1 Scirpus lacustris subsp. tabernaemontani 1
Festuca pumila 1 Celkem Cyperaceae 18
Glyceria maxima 1
Hakonechloa macra 1 Juncaceae
Helictotrichon sempervirens 2 Juncus conglomeratus 1
Chasmanthium latifolium 1 Juncus trifidus 1
Koeleria glauca 1 Luzula luzuloides 1
Koeleria sp. 1 Luzula nivea 1
Leymus arenarius 1 Luzula pilosa 2
Melica altissima 2 Luzula sylvatica 1
Melica ciliata 1 Luzula ulophylla 1
Miscanthus floridulus 2 Celkem Juncaceae 8
Miscanthus sacchariflorus 2
Miscanthus sinensis 18 Sparganiaceae
Molinia arundinacea 3 Sparganium emersum 1
Molinia caerulea 4 Celkem Sparganiaceae 1

2

4

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Stipa capillata
Celkem Poaceae

=S
N
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Dokumentace a hodnoceni kolekce

Dokumentace pasportnich dat s sebou nékdy pfinasi problémy s taxonomickym urcenim
polozek a pravosti zahradnickych kultivart, nebot’ genetické zdroje jsou do kolekce ziskavany
prevazné nakupem v okrasnych $kolkach, kde toto nebyva prioritou. Castednym feSenim je
disledné pocatecni provereni genetického zdroje a peclivé vedeni veskerych udajt.

Okrasné traviny vegetativné mnoZené jsou hodnoceny v trvalych vysadbach, které
soucasn¢ predstavuji polni kolekci ex situ. Vytrvalé traviny se hodnoti 4 — 6 uzitkovych let po
vysadbé, nebot’ nékteré druhy se vyvijeji 1 fadu let (Cortaderia, Miscanthus aj.). K hodnoceni
popisnych znakl se vyuziva Klasifikatoru - Travy (Poaceae). Z morfologickych znakt jsou
nejvyznamnéjsi habitus ristu, vySka rostlin, Sitka a barva (pfipadné vzor) listu a barva
kvétenstvi. Z biologickych vlastnosti se zaznamenava rychlost jarniho rastu, zacatek a
intenzita metani a odolnost vii¢i biotickym a abiotickym stresim, které urcuji péstitelskou
uspésnost druhu. Z okrasnych znakii jsou subjektivné bodové hodnoceny celkova esteticka
hodnota rostlin a prvky, které ji tvofi (habitus ristu, olisténi, kvétenstvi), hlavni okrasné
obdobi a vhodnost kvétenstvi k suseni.

Pro zpracovani popisnych dat do EVIGEZ se berou v tvahu udaje ziskané z plné
vyvinutych rostlin po 3 vegetatni sezény. V dalSich letech se hodnoti jen péstitelska
vytrvalost a odolnost vii¢i biotickym a abiotickym strestiim v letech s extrémnim prib&éhem
pocasi a pii vyskytu patogenniho Cinitele.

Regenerace vegetativné mnoZenych travin

I kdyZ se jedna o vytrvalé druhy, jejich Zivotnost je rlzna. Star$i rostliny nékterych
druhti zac¢inaji pfirozen¢ odumirat od stfedu, vytvaieji méné kvétenstvi, jsou nevzhledné a je
potieba je obnovit. Introdukované druhy nejsou v naSich podminkach vzdy dostatecné
zimovzdorné. Na zdhonech nejsou vzdy dostatecné¢ splnény pozadavky druhu na stanovisté,
coz rovnéz snizuje jejich zivotnost a péstitelskou vytrvalost.

Regenerace genetickych zdroji v kolekcei je tedy podle druhu nezbytna za 3 - 5 let po
vysadbé. Vegetativni zplsob rozmnozovani se provadi klonovanim, kterym se ziska
homogenni, geneticky identické potomstvo s vlastnostmi matetské rostliny:

a) délenim matecné rostliny na nékolik Zivotaschopnych dilti u malych (napt. Festuca)
a stfedné¢ vzrustnych druhli (napt. Deschampsia caespitosa) nebo odbérem casti mate¢né
rostliny u vzrastnych trsnatych druht (napt. Cortaderia selloana, Miscanthus sinensis),

b) odbérem dcetinych rostlin vyrlstajicich z podzemnich oddenkii (rhizomil), napf.
Glyceria maxima, Phalaroides arundinacea nebo zakotenujicich z nadzemnich vybézka
(stolont1) matetské rostliny u vybézkatych druhti (napt. Buchloe dactyloides),

¢) zvegetativnich Casti matefské rostliny, jako napt. oddenkovymi tizky (napt. Leymus,
bambusy), hlizkami u Arrhenatherum elatius subsp. bulbosum.

U druhti pochazejicich z mirného pasma je idedlni dobou mnozeni ¢asné jaro, ptipadné i
pocatek podzimu. Klony se vysadi do kontejnerti, umisti do patenisté, pfistini a zalévaji. U
velmi pozdé raSicich druhii se klonuje koncem jara nebo koncem podzimu ve skleniku. Po
radném prokotenéni se rostliny za¢atkem podzimu nebo az na jafe vysazuji na stanoviste.

Zamér

Nartstajici pocet polozek v kolekci vyzadoval v poslednich letech trvalé rozsifovani
nejen péstebnich ploch, ale 1 dalSich manipulacnich prostor (pfipravna, paienisté, sklenik).
Soucasna kolekce vegetativné mnozenych okrasnych travin nyni navic vyzaduje pievedeni na
standardni stav ve smyslu zdkona nov¢ schvaleného zakona 148/2003 Sb.; podle § 13 zakona
je kazdy ucastnik Néarodniho programu povinen zajistit konzervaci shromazdénych
vegetativné mnozenych genetickych zdroji uchovanim ex situ v polni kolekci, zajistit
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minimdlni velikost vzorku (pocet rostlin) genetického zdroje pro potieby konzervace,
regenerace a poskytovani uzivateliim, chranit je a v ptipad¢ potieby regenerovat. Na zdkladé
téchto povinnosti pfistoupilo nase pracovisté k ptipravé vybudovani samostatného aredlu pro
polni kolekci okrasnych travin, ktery by odpovidal pfedepsanym pozadavkim.

K tomuto ucelu byl vybran vlastni pozemek v bezprosttednim sousedstvi VST o vyméte
cca 2 000 m?, ktery je nutno oplotit. Zahony pro vysadbu okrasnych travin budou voln&
zaclenény do vétSich travnikovych ploch, aby se mohly v budoucnu podle potieby rozsitfovat.
Projekéni zamér pocitd s vybudovéanim jezirka pro vlhkomilné a vodni druhy, horské druhy
budou vysazovany do kamennych koryt.

Novy aredl poskytne dostatecné velkou péstebni plochu s moznosti vybéru stanovisté
podle svételnych a vlhkostnich narokt jednotlivych druhii, umozni dalsi rozsifovani kolekce o
nové genetické zdroje a zajisti manipulacni prostory a komunikac¢ni plochu pro provoz
maloparcelni mechanizace i pohyb pracovniki a navstévnik k zdhontim. Bude pfedstavovat
funkéné 1 esteticky vyhovujici komplex, umoziujici nejen vlastni odbornou praci
s genetickymi zdroji v polni kolekci, ale i vyuziti pro potfeby vzdélavani studentii a zajemcti
z fad vetejnosti.

Vyuziti okrasnych travin

V sadovnictvi jsou vyuzivany jak druhy domaci flory, tak exotické druhy, které byly
introdukovany z jinych zemi ¢i dokonce svétadili. U nékterych druhti byly v zahranici
vyslechtény desitky kultivarQ (napf. u Miscanthus sinensis), u vétSiny se vsak vyuzivaji
piirozené formy. V zahradéch se traviny jako ozdobné prvky zacaly ve vétsi mife pouzivat az
ve 20. stoleti. V soucasné dob¢ vyuziva zahradni architektura pfes 250 druht. U nas vSak
jejich pouziti v sadovnickych upravach stdle neni rozsifeno tak, jak by si tyto druhy
zasluhovaly. Na rozdil od kosenych travnikii jsou okrasné traviny péstovany podobné jako
viceleté nebo jednoleté kvétiny, tj. na zahonech, ve skupinach nebo solitérné v jednotlivych
trsech a béhem vegetace se nesesekéavaji. Ohromna morfologicka variabilita okrasnych travin,
které se 1i8i vySkou a charakterem riistu, barvou a texturou listl 1 typem a barvou kvétenstvi
umoznuje jejich Siroké uplatnéni zvlast€é v zahradach a partiich pfirodniho razu. Okrasné
traviny se vysazuji do stepnich partii (napt. druhy rodt Festuca, Helictotrichon, Koeleria,
Leymus, Stipa), skalek (Carex, Festuca, Sesleria), volnych trvalkovych skupin
(Calamagrostis, Deschampsia, Molinia, Spodiopogon) - u domacich druhti i1 v krajin¢, Casto
do zastinénych zékouti park (Carex, Luzula), k vodnim plocham (Carex, Glyceria, Juncus,
Scirpus, Spartina) ap. Vyraznymi solitérami jsou vzrustné druhy Cortaderia selloana,
Miscanthus sinensis, Panicum virgatum, ale i niz$i Pennisetum alopecuroides. Stale vétsi
oblibu nalézaji travy v tzv. mobilni zeleni; v nddobach se mohou efektné zkombinovat napft. s
jehlicnany (Deschampsia, Festuca) nebo péstovat samostatné (Hakonechloa). Pti vybéru
vhodnych druhtt dosdhneme zajimavych, esteticky ptisobivych efektii od jara do podzimu a
dokonce 1 v zim¢& jsou zaschld ojinénd nebo zasnézend kvétenstvi zvlastni ozdobou spici
zahrady (napt. Miscanthus sinensis). Krom¢ okrasného efektu v sadovnictvi poskytuji mnohé
druhy 1 nadhernd kvétenstvi vyuzitelnd v suSeném stavu k aranzovani (Cortaderia,
Chasmanthium, Miscanthus, Panicum aj. a vét§ina jednoletych trav).

Zavér

Shromazd’ovéani a hodnoceni sbirky okrasnych travin nas obohatilo o novy pohled na
dekorativni vlastnosti téchto druhti, které jsou pro vyuzivani v sadovnické praxi cCasto
ptehlizeny. ZvySujici se zdjem vefejnosti o kolekci nas presvédcuje, ze tyto druhy se stale
Cast¢ji zaCinaji uplatiiovat v naSich zahradach a parcich.
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Vyuziti genofondu trav v luénich porostech neprodukéniho charakteru
Pavel Sramek, Magdalena Sevéikova
OSEVA PRO s.r.o., Vyzkumnd stanice travinarskd, Zubri

Souhrn

Trvalé louky a pastviny zahrnuji relativné mlada, prevazné clovekem vytvorena poloprirozend
spolecenstva, jejichz existence je vdzdna na urcity hospodarsky rezZim (koseni, pastvu, hnojeni).
Veétsinou jsou ndhradnimi spolecenstvy lesnich formaci. V Ceské republice zaujimaji trvalé travni
porosty 22,3 % vyméry zemédélské piidy, coz predstavuje 676 tisic ha trvalych luk a 295 tisic ha
pastvin (2001). Jsou cennym rezervoarem rostlinnych druhii. V jejich druhové skladbé dominuje celed’
lipnicovitych (Poaceae), kterd je na vizemi Ceské republiky a Slovenska zastoupena 266 druhy. Je
tikolem pracovnikii VST Zubii, kterd je garantem za kolekci genetickych zdrojii trav v CR, podchytit
genofondové bohatstvi casto ohroZenych travinnych spolecenstev. Semenny material je primo nebo
postupné po premnozeni ukladan do genové banky ve VURV v Praze. Pokusné bylo vyzkouSeno
vyuziti planych druhu trav a bylin pro obnovu druhove bohatého lucniho porostu pri
zatraviiovani uhorii vysevem smeési riizného sloZeni a pouzitim riiznych technik vysevu.
Kli¢ova slova: trvalé travni porosty, rostlinna spolecenstva, genetické zdroje rostlin, obnova travnich
porosti, tvorba krajiny, druhove bohaté smési

Summary

Permanent grasslands include relatively young semi-natural plant communities developed by
human activity mainly as substitution of forests. Their existence is related to the certain management
practices (mowing, grazing, fertilization). In the Czech Republic, permanent grasslands cover 22,3%
of total agricultural land, i.e. 676 000 ha of meadows and 295 000 ha of pastures (2001). They are
valuable source of plant species. Dominating vegetation element are Poaceae family with 266
botanical species on the territory of Czech and Slovak republics. Grassland Research Station in Zubri
is responsible for plant genetic resources collection of grasses in the CR including conservation of
endangered species. Seed materials are put directly or after necessary regeneration into Gene Bank
RICP Prague. Practical use of wild meadow grasses and herbs to restore species-rich grassland was
experimentally tested by sowing different seed mixtures and using different establishment techniques
in fallows.
Key words: permanent grasslands, plant communities, plant genetic resources, grassland restoration,
landscaping, species rich mixture

Genofond trav

Sortiment 29 travnich druhi, které se v CR §lechtitelsky i péstitelsky vyuzivaji, je velmi
Siroky a odpovidd pestrym plidnim i klimatickym podminkdm na$i republiky. Soucasna
druhova 1 odridova skladba umoziiuje sestavovani lucnich 1 pastevnich smési
diferencovanych v ranosti, vhodnych pro rizné stanovistni podminky i riizny zplsob a
intenzitu obhospodafovani. Rovnéz je mozné sestavovani kvalitnich smési pro nejrizné;si
typy travniki od nejjemnéjSich okrasnych az po zatéZované sportovni. SloZeni smési pro
druhové bohaté krajinné porosty, jejichz funkce je prevazné ekologickd a esteticka, vSak
vyzaduje podle stanovistnich podminek pouziti nejen dostupnych odrid zakladnich a
doplitkovych picnich i travnikovych druhtl, ale i zafazeni druhl planych trav, které nejsou
predmétem Slechténi, ale jejichz piitomnost v polopfirozenych travnich porostech je typicka
(napf. kosttava zldbkatd Festuca rupicola, ovsite Helictotrichon spp., smélky Koeleria spp.,
svefep vzptimeny Bromus erectus, tieslice prostiedni Briza media, valeCka prapofita
Brachypodium pinnatum).

Do trvalych travnich porosti krajinného charakteru jsou velmi vhodné odridy
vytrvalych travnich druhti, které byly ptivodné vySlechtény pro travnikové ucely. Zakladnimi
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komponentami smési jsou drnotvorné druhy kostfava Cervend, lipnice lucni a psinecek
obecny, na vlhkych loukach se uplatni kostrava rakosovitd, medynck vlnaty, metlice trsnatd,
ve vysSich polohach na kratkostébelnych pastvinach jilek vytrvaly, lipnice lu¢ni, pohanka
hfebenitd a tomka vonna, na vysusnych, chudych stanovistich kostfava ov¢i. Lipnice
smacknutd se uplatni pro nezeméd¢€lské zatravnéni na Stérkovitych pudach s obsahem
vapniku. Z picnich druhli se vyuzivaji na horské louky a pastviny bojinek lucni, kostfava
cervena, lipnice lucni a trojstét zlutavy, na Cerstvé vlhkych stanovistich kostfava lu¢ni, ovsik
vyvySeny 1 srha lalo¢natd, na vlhkych loukach lipnice bahenni, psarka lu¢ni, psinecek veliky.
K rekultivaénimu zatraviiovani vysypek, suchych svahli apod. Lze vyuzit odriidy svefepu
bezbranného.

Pro nelu¢ni spolecenstva (lesoparky, stinné parkové partie, zastinéné lemy krajinnych
travnikl) jsou potfebné i nékteré lesni druhy trav napt. svefep Benekeniiv Bromus benekenii,
svetep vétevnaty B. ramosus, stha hajni Dactylis polygama, Sirokolisté kosttava lesni Festuca
altissima a kostfava obrovska F. gigantea, Uzkolisté kosttava vlaskovita F. filiformis a
kosttava ruznolistd F. heterophylla, lipnice hajni Poa nemoralis, metlicka ktivolaka Avenella
flexuosa, vélecka lesni Brachypodium sylvaticum 1 ostfic, znichz vétSina rovnéz neni
Slechténa a mnozena
Tab. 1 Piehled planych polozek v kolekei genetickych zdroji trav a jejich mozné vyuziti

Pocet dostupnych Krajin-  Travniko-

Rod polozek v kolekci Pieni né vé Okrasné
Agrostis psinecek 20 o . o
Alopecurus psarka 6 . °

Arrhenatherum  ovsik 42 . .

Anthoxanthum  tomka 2 .

Avenella metlicka 2 . °
Brachypodium  valecka 12 . o
Briza tieslice 3 . o
Bromus svefep 23 . ° .
Corynephorus  palickovec 1 . o
Cynosurus poharika 13 .

Dactylis srha 34 . .

Danthonia plevnatec 2 .

Deschampsia metlice 5 . o o
Elytrigia pyr 3 . °
Festuca kostrava 63 . . ° °
Helictotrichon  ovsift 2 . °
Hierochloe tomkovice 3 °

Holcus medyn¢k 3 . o
Koeleria smelek 3 . . °
Lolium jilek 44 . . o

Melica strdivka 5 . °
Molinia bezkolenec 3 . o
Nardus smilka 1 .

Phalaris chrastice 1 o . o
Phleum bojinek 41 . . o

Poa lipnice 83 o . . o
Sesleria pechava 1 . °
Stipa kavyl 1 . o
Trisetum trojs$tét 11 . °

Celkem 433
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Vsechny zminéné druhy jsou pfredmétem sbérii. V letech 1993 — 2004 jsme se na Gizemi
CR zucastnili trnacti sbérovych expedic, zaméfenych mimo jiné na sbér planych druhi trav,
jetelovin a 1é¢ivych bylin v pfirozenych a polopfirozenych travinnych porostech. Dosud bylo
do kolekce zatazeno 433 polozek celkem 59 druhti (Tab. 1).

Travinné ekosystémy

Vyskyt planych populaci je vazan na travinné ekosystémy, z nichz nejvyznamné;jsi jsou
spoleCenstva raznych typl pfirozenych a polopfirozenych lu¢nich porostii. Hospodaisky
nejCastéji vyuzivané travni porosty shrnuje ttida Molinio-Arrhenatheretea, zahrnujici
pravidelné nebo obcas kosené louky a produktivni pastviny na vlhkych az Cerstvé vlhkych
stanovistich. Jejich druhové sloZeni a dalsi diferenciaci ovliviluje nejvyraznéji vodni reZzim
pudy (ptidni vlhkost, kolisani hladiny podzemni vody) a dale pastva, kterd vyrazné¢ modifikuje
sloZzeni porostd vybérem druhli snaSejicich soustavné mechanické poskozovani okusem a
seSlapem. Patii k nejlabilnéjSim poloptirozenym spole¢enstviim, ktera citlivé reaguji na
zmény ekologickych podminek 1 na reZzim obhospodatfovani. Jsou ohroZeny prevodem na
ornou pudu, odvodnénim, piehnojenim, ale i ponechdnim ladem, protoze pak rychle
prechazeji ve vysokobylinné nivy nebo piedlesni stadia dievinnych porostll. Jsou cennym
rezervoarem druhového bohatstvi nasich luk a poskytuji velké moznosti pro nalezeni ekotypt
pfedevsim kulturnich druhii trav, pfizpisobenych riznym ekologickym podminkdm i
riznému zpiisobu a intenzité vyuzivani.

Cerstvé vlhké typy luk a pastvin fadu Arrhenatheretalia na nepodmacenych a
nevysychavych stanovistich jsou vétSinou picnindisky velmi kvalitni porosty s hodnotnymi
kulturnimi druhy trav, jetelem lu¢nim, Stirovnikem razkatym, kopretinou bilou, chrpou lucni,
febfickem obecnym aj., které se déle diferencuji na:

a) urodné dvojseéné ovsikové louky svazu Arrhenatherion s prevladajicim ovsikem
vyvysenym, dale kostfavou luéni i Cervenou, srhou lalo€natou, psarkou lucni;

b) jedno- az dvojse¢né kvétnaté horské louky svazu Polygono-Trisetion na pudach se
sttedni zasobou Zivin s trojstétem zlutavym,;

c¢) kratkostébelné pastviny nizin az horskych poloh svazu Cynosurion vyrovnaného
druhového slozeni s jilkem vytrvalym, pohankou hiebenitou, lipnici luéni, bojinkem lu¢nim,
jetelem plazivym, na mén¢ urodnych ptdéach s psineckem obecnym, kostfavou cEervenou,
tomkou vonnou a tfeslici prostiedni.

Vlhkomilné louky fadu Molinietalia mokrych az stfidavé mokrych stanovist' byly
odvodiiovanim a rozoravanim zna¢n€¢ redukovany. Jejich vyznam je pievazné
mimoprodukéni, pfedev§im hydrologicky, filtracni, esteticky, na svazitych polohach téz
protierozni a nékteré typy jsou vyznamné i produkci kvalitni pice. Podle vodniho rezimu se
déli na dalsi podskupiny:

a) kratkodob¢ zaplavované louky svazu Alopecurion pratensis, vyskytujici se od nizin
do hornatin, s celorocné pfiznivym vlhkostnim reZimem, v nichZ na leh¢ich pidach prevazuje
psarka luéni nebo kostfava lu¢ni, na tézSich ptdach se Sifi picninafsky nekvalitni metlice
trsnata;

b) pravidelné vicekrat rocné zaplavované, v Iét€ znacné vysychajici louky svazu
Cnidion venosi v aluviich velkych fi¢nich tokl v nejsussich oblastech nasi republiky, v jejichz
druhové skladbé se vyskytuji hodnotné picni travy psarka luéni, lipnice bahenni, psinec¢ek
veliky, na pon€kud sussich stanovistich téz kosttava luéni;

¢) extenzivn¢ obhospodarované stiidavé vlhké bezkolencové louky svazu Molinion
s vyraznym kolisdnim hladiny podzemni vody a slabsim proschnutim piidniho profilu
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v obdobi sucha, s vyskytem vzacnych druh rostlin z celedi vstavacovitych, jejichz
charakteristickym travnim druhem je bezkolenec modry, na sus$Sich lokalitdch kostfava
¢ervena a kostfava zlabkata;

d) mokré louky pramenist a vysokobylinné poto¢ni nivy svazu Calthion palustris
s jarnim pfemokienim horni ¢asti pidniho profilu a bez dalSich vyraznych vykyvt v prubéhu
roku, pro néz jsou typické pchéce, blatouchy, skiipina lesni a tuzebnik jilmovy.

Extenzivni louky, pastviny a viesovisté na chudych kyselych ptdach zahrnuje tfida
Nardo-Callunetea. Jsou to kratkostébelnd spolecenstva, ktera se vyznacuji ptitomnosti smilky
tuhé, metlicky ktivolaké, plevnatce poléhavého, viesu obecného a riznych druhii brusnic.
Vyznamna je skupina smilkovych luk a pastvin fadu Nardetalia. Patii sem jednak ptivodni
az Clovékem ovlivnéna spolecenstva horskych az subalpinskych poloh svazu Nardion,
ptipadné Nardo-Agrostion tenuis s psineCkem obecnym a dale druhotné smilkové pastviny a
velmi chudé louky v podhorském a horském stupni svazu Violion caninae s kostfavou ovei a
kostfavou vlaskovitou. Nékterd spolecenstva mohou byt ohrozena zanikem extenzivniho
hospodareni (ov¢i pastva, jednose¢né koseni), hnojenim, turistickym ruchem, vysadbou
dfevin. Z hlediska genofondu trav jsou zdrojem ekotypii méné vzristnych druhd,
adaptovanych na drsnéj$i podminky, vhodnych pro krajinné travniky v horskych polohach
(napf. zatravnéni sjezdovek).

Suchomilna travinna spolecenstva se vyskytuji v teplych oblastech republiky v ramci
nizinného az podhorského stupné na suchych, vyhfevnych, vétSinou jizn¢ exponovanych
stanovistich, na piidach s vysokym obsahem véapniku. Druhové nejpestiejsi xerotermni stepni
spolecenstva nalezi do ttidy Festuco-Brometea, u nichz ptevazuje mimoproduk¢éni protierozni
a estetickd funkce vzhledem kbohaté pfitomnosti bylin. Zahrnuji a) vysokostébelné
svetepové porosty tadu Brometalia, zastoupena spoleCenstvy svazi Bromion erecti se
svefepem vzpiimenym, valeCkou prapofitou na bohatSich piidach a Koelerio-Phleion se
smélky, bojinkem tuhym, ovsifem lu¢nim na chudsich pudéch, b) riizné typy porosti fadu
Festucetalia valesiaceae s ptevahou uzkolistych teplomilnych kostfav (k. walliskd, k.
zlabkata, k. siva), s kavyly, strdivkami, ostfici nizkou aj. V obdobi intenzifikace doslo k jejich
vyraznému Ustupu, protoze tyto porosty v minulosti extenzivné obhospodafované pastvou
nebo na vynosnéjSich ptidach kosenim byly na hlubsSich ptidach rozorany a na pastvinach
doslo po ukonceni pastvy k zarlistani kfovinami a ruderalizaci. Suchomilna spolecenstva jsou
zdrojem travnich druht, které vétdinou nebyly v CR S$lechtény a pfi zatraviiovani
v nejteplejSich oblastech jsou vSak nepostradatelné a dale ekotypt kulturnich druhi trav, které
jsou prizpuisobeny suchu a vysokym teplotam.

Mokradni travinné porosty se vyskytuji ve snizenych reliéfech, pramenistich,
raSeliniStich a pobteznich zénach rybnikli a vodnich tokti, kde se podzemni voda udrzuje
vétsSinou nad  pidnim  povrchem. Z druhotnych  polopfirozenych, extenzivné
obhospodatovanych luk v pahorkatinach a vrchovinach sem patii n¢kterd spolecenstva tiidy
Scheuchzerio-Caricetea fuscae, tadu Caricetalia fuscae snizkymi ostficemi, suchopyry,
sitinami a dale tfidy Pragmito-Magnocaricetalia s rakosem, orobincem, vysokymi ostficemi
nebo travami (chrastice rakosovita, zblochan vodni) v nizinnych oblastech. V minulosti byly
vyuzivany jako stelivové louky, dnes ptfevazuje jejich hydrologicka funkce. Moktadni louky
jsou ohrozeny odvodnénim, regulaci vodnich tokii a rekultivaci. Spolecenstva mokiadt jsou
pomérné druhoveé chuda, sbér je zaméten na picninarsky hodnotnéjsi travni druhy.

VyuZiti planych populaci jako vychoziho §lechtitelského materialu

U 30 % odrad trav ¢eského Slechténi jsou uvedeny jako jediny vychozi Slechtitelsky
zdroj ekotypy. Do této skupiny patii predevsim staré odridy tradicnich picnich druha, které
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nesou oznaceni Taborsky(-4) a Roznovsky(-4). U nové povolenych odrad picniho charakteru
z poslednich péti let se jedna téméf vzdy o druhy nové zavadéné v CR do péstovani (Bromus
spp., Dactylis polygama, Phalaris canariensis). U travnikovych odrid byly vyuzity
pfedevsim u doplitkovych druhli, uréenych pro travniky do specidlnich podminek (Poa
compressa, P. nemoralis) nebo rozSifujicich druhovou diverzitu krajinnych travniki
(Anthoxanthum odoratum, Cynosurus cristatus, Deschampsia cespitosa, Holcus lanatus), ale 1
u n€kolika odrid zakladnich druhii (Agrostis capillaris a Lolium perenne). U 18 % odrid se v
rodokmenu vyskytuje kombinace ekotypii se Slechténymi materidly doméciho i zahrani¢niho
ptvodu. Tato kombinace byla vyuzita jiz u nejstarSich odrid vétrovského Slechténi
(Vétrovsky, -a), kiizenim planych typi zluénich porostd v jiznich Cechach s typy
pochazejicimi z obchodniho osiva rtizného pivodu. V pozdé¢jsi dobé vznikly timto zplisobem
pfevazné odridy picniho charakteru druhi Lolium perenne, Arrhenatherum elatius, Dactylis
glomerata, Festuca arundinacea. Ekotypy spolu s domacimi i zahrani¢nimi kultivary se
objevuyji i v rodokmenu odrid rodovych kiizenct Lolium x Festuca.

VyuZiti planych druht trav a bylin na prikladu zatraviiovani ahori

V souvislosti se snizovanim stupné zornéni zemedélské ptudy, presunem hospodateni do
urodngjSich oblasti a také ndsledkem primyslové Ccinnosti Clovéka narlstaji vymeéry
nevyuzivané pudy bez vegetaéniho krytu. Nejsou-li takové uhorové plochy nijak dale
oSetfovany, vyviji se jejich rostlinny pokryv spontanné; zpravidla je vSak siln¢ ovlivnén plidni
zasobou semen a oddenki plevell z predchazejiciho obdobi. VEasné zatravnéni téchto ploch
je uéinnym prostiedkem k zakonzervovani vyrobné nevyuzivané pidy, omezeni pliidni eroze,
rozsifovani plevelnych rostlin a zvySeni jejich ekologické funkce v krajiné a Zivotnim
prostiedi. Jeden z moZnych postupl zatravnéni je pouZiti druhové pestrych smési pro zalozeni
porostii s vyss$i druhovou diverzitou, urenych predevsim k plnéni zminénych nevyrobnich
funkei. Pfedpokladem je ziskdni dostatecného mnozstvi osiva pfislusnych luénich druhd,
véetné planych, napi. Sbérem semen na zachovanych ptirodnich loukach v daném regionu a
jejich namnoZenim. V ptipad€¢ dostatku osiva je mozno zaset celou zatraviiovanou plochu,
jinak jen jeji Cast, napt. V pasech a pocitat s pfirozenym rozsifovanim vysetych komponent do
neosetého okoli v dalSich letech. Pro ovéteni vhodnosti riznych postupli zatraviiovani uhor
byla pouzita metoda polniho pokusu, ktery byl zalozen na stanovisti v zubii a poloprovozniho
pokusu v malé vrbce. K vysevu byl pouZit rostlinny material:

— regionalni bylinnd smés s niz§im podilem bylinné slozky: 6 planych druht trav (83 %), 3
plané jeteloviny (7 %) a 22 druhti lu¢nich bylin (10 %), cena 337 K&.kg™, (Tab. 2)

— obchodni bylinnd smés s vysokym podilem bylinné slozky: 6 planych druht trav (10 %), 3
jeteloviny (16 %) a 18 druhi lu¢nich bylin (74 %), cena 1560 K¢&.kg™

— obchodni luéni smés, picninaiskd, bez zastoupeni bylinné slozky: 6 druhti picnich trav (86
%) a 2 druhy jetelt (14 %), cena 99 K&.kg™

Pouzité pokusné varianty zahrnovaly:

1. celoplosny osev
a) bylinnou smé&si regionalniho ptivodu, dvoji vysevek 20 nebo 40 kg.ha™
b) obchodni bylinnou smési, vysevek 10 kg.ha™

2. cCasteCny osev regiondlni bylinnou smési do past (12 % plochy parcely), vysevek 20

nebo 40 kg.ha™

a) do uhoru (v okoli samovolna sukcese)
b) do obchodni lu¢ni smési

3. spontanni uhor (kontrolni varianta)
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Tab. 2 SloZeni regionalni bylinné smési a uplatnéni jednotlivych druhi (konec kvétna)

Druh Hmotnostni Pokryvnost druhu v porostu
podil ve
visevku (%) 2001 2002 2003 2004

Travy (6 druhi) 82,86

Anthoxanthum odoratum 3,77 3 3 3 2
Briza media 3,77 2 1 2 1
Bromus erectus 47,10 2 2 2 1
Festuca rupicola 14,10 1 1 3 3
Koeleria pyramidata 4,70 1 1 1 1
Poa angustifolia 9,42 1 1 2 2
Jeteloviny (4 druhy) 7,05

Anthyllis vulneraria 0,28 2 2 2 2
Onobrychis viciifolia 4,70 1 0 0 0
Trifolium montanum 0,94 1 2 2 2
Trifolium rubens 1,41 2 2 2 3
Byliny (21 druhii) 10,09

Betonica officinalis 0,47 0 1 1 1
Campanula glomerata 0,20 0 1 1 1
Centaurea scabiosa 0,94 2 1 1 1
Cirsium pannonicum 0,47 1 1 1 1
Dianthus carthusianorum 0,28 0 1 2 1
Galium verum 0,47 2 2 2 2
Helianthemum nummularium 0,28 1 1 1 1
Hypericum perforatum 0,38 2 2 1 1
Jacea pratensis 1,41 3 3 3 3
Knautia kitaibelii 0,28 0 0 0 0
Leontodon hispidus 0,47 2 2 2 2
Leucanthemum corymbosum 0,28 2 2 2 1
Leucanthemum vulgare 0,47 2 1 2 2
Plantago lanceolata 0,47 3 3 2 2
Primula veris 0,47 0 0 0 1
Prunella laciniata 0,47 2 2 2 2
Ranunculus arvensis 0,47 1 0 0 0
Salvia verticillata 0,47 2 1 1 1
Sanguisorba officinalis 0,20 1 0 0 0
Silene vulgaris 0,20 1 1 2 1
Tragopogon orientalis 0,66 2 1 1 1
Celkem 100,00 3 velmi dobra, 2 dobré, 1 slab4, 0

Pfirozené rozsifovani vysetych rostlinnych druhii z ¢astecné osetych ploch bylo
podporovano opozdénou prvni seci porostll umoziujici dozravani semen a je znazornéno
v Grafu 1. Nejlepsim rozsifovanim do uhoru se z trav vyznacovaly Anthoxanthum odoratum,
Festuca rupicola a Poa angustifolia, z jetelovin Anthyllis vulneraria a Trifolium rubens,
z bylin Jacea pratensis, Plantago lanceolata, Leontodon hispidus a Leucanthemum vulgare.

Pétilety pokus ukédzal odstupiiovanou uspéSnost pouziti luénich komponent pfii
osidlovani ploch orné pidy a umoznil posoudit vhodnost riiznych postupti jejich zatraviiovani.
Luéni druhy regiondlni bylinné smési se dobie uchytily v celoplosnych 1 casteénych
vysevech. Nékteré luéni druhy se uspésné rozsitily z past do okolnich ploch, zvlaste¢ do
uhorového okoli. Kolonizace se zvySovala s postupem ¢asu. V pokusech se zjistilo, Ze porosty
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zakladané se snizenym vysevkem bylinné regionalni smési (20 kg.ha™) dosahuji od druhého
roku parametrit plné¢ srovnatelnych s dvojnasobnym vysevkem. Na dobie piredsetove
pripravené stanovisté Ize u nakladné bylinné obchodni smési pouzit i vysevek 10 kg.ha™.

Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze nejen celoplosnym vysevem, ale i casteCnym
vysevem Vv pasech je mozné uspésné vytvorit druhové bohatou louku s neprodukénim
vyuzivanim, je k tomu vsak tfeba delSiho obdobi.

Getnost rostlin

' I 2004
L 2003

2002

vzdalenost od vysetého pasu (m) 7.5

Graf 1 Sifeni lu¢nich druhii z pasu regionalni smési do uhorového okoli (Mal4 Vrbka)

Zavér

Travni porosty nevyrobniho charakteru s vysokou druhovou diverzitou tvoii vyznamnou
soucast kulturni krajiny, naseho Zzivotniho prostiedi a celospoleCenského genofondového
bohatstvi. Porosty, zaloZzené s pouzitim druhové pestrych smési plni fadu dilezitych
nevyrobnich funkci v krajiné a predstavuji vyznamny ptispévek ke zvySovani jeji celkové
biodiverzity. Zemédélec, ktery pii obhospodatovani kvétnatych luk dodrzuje stanovené
zasady, se tak vyznamné podili na tvorbé a ochrané krajiny; na této Cinnosti, kterd do jisté
miry omezuje intenzitu jeho hospodatfeni, by mé¢l byt v kazdém piipadé odpovidajicim
zpisobem zainteresovan.
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Moznosti vyuziti druhii ¢eledi Fabaceae p¥i setrvalém rozvoji zemédélstvi a tvorbé
krajiny

Jan Pelikan, Toma$ Vymyslicky, Pavlina Gottwaldova, Jan Nedélnik
Vyzkumny ustav picninarsky, spol. s r. o., Troubsko

Souhrn

Druhy celedi Fabaceae jsou cenény nejen z hlediska picninarského a potravinarského, ale take
pro jejich predplodinovou hodnotu a mimoprodukéni prinosy, které jsou v prispevku Siroce
diskutovany. Pro tyto vlastnosti jsou diilezitym prvkem tvorby a ochrany krajiny. Ddle jsou strucné
uvedeny nékteré vyzkumné projekty NAZV CR, pfFipadné mezindrodni projekty, izce navazujici na
Narodni program CR , Konzervace a vyuZziti genofondu rostlin“, resené ve Vyzkumném tistavu
picninarském spol. s r. o. v Troubsku.
Klicova slova: Fabaceae, predplodinovd hodnota, mimoprodukcni prinosy, tvorba krajiny, setrvalé
zemédelstvi

Summary

The species of the Fabaceae family are widely used as fodder and food crops. Their alternative
utilisation as preceding crops and other non productive benefits are discussed in the paper. Fabaceae
species play the role of important elements in landscape formation and protection. Research projects
supported by the Czech National Agency for Research in Agriculture and related to the National
Programme for Conservation and Utlization of Plant Genetic Resources and Agro-biodiversity, as
well as international projects executed in the Research Institute for Fodder Crops Ltd. at Troubsko
are mentioned.
Key words: Fabaceae family, non productive utilization, landscape protection, sustainable agriculture

Fabaceae — bobovité (diive také Papilionaceae — motylokvété, Viciaceae — vikvovité,
ptipadné Leguminosae — lustinaté) je Celed rostlin, kterd zahrnuje asi 350 roda a na 10 000
druht, rostoucich vétSinou v mirném pasmu severni polokoule, fid¢eji v tropech. U nés roste
priblizné 120 druhti této ¢eledi. Patii sem byliny nebo dieviny s listy stfidavymi, palistnatymi,
vétSinou zpefenymi, fidCeji dlanité¢ slozenymi, skvéty uspofddanymi v hroznech nebo
hlavkach. Kvéty jsou péticetné, soumérné, s nejvétsim hornim korunnim platkem (pavéza),
dvéma postranimi mensimi (kiidla) a dvéma dolnimi platky, srostlymi ve zZlabkovity ¢lunek.
Plodem je lusk, nebo struk, ptipadné nazka. Semena maji pevné osemeni, bilek je vyvinut
nepatrné, nebo zcela chybi. Na kofenech jsou Casto bakteridlni hlizky, obsahujici nitrogenni
bakterie, které jsou schopny véazat vzdusny dusik a tim obohacovat pidu o dusik. Jedna se o
rostliny cizosprasné, opylované hmyzem.

Pomérn¢ velké mnozstvi u nas se vyskytujicich druht této celedi je v soucasné dobé
chranéno (12 druhd), cela fada je jich uvedena v Cervené knize (8 druhi). Mezi druhy
ohrozené v CR je zafazen jeden druh, mezi silné ohrozené také jeden a mezi kriticky ohrozené
je zatazeno Sest druhti této Celedi. Piehled téchto druhti je uveden v tabulce 1.

Rostlinné druhy této Celedi maji velky vyznam v zemédé€lské vyrobé a pii tvorbé
krajiny. V tabulce 2 je uveden piehled u nés se vyskytujicich druhi, které jsou, nebo diive
byly vyuzivany nejen v zemédélské vyrobé, ale i v jinych oborech lidské ¢innosti. Jako
picniny je vice ¢i méné vyuzivano 49 druht této eledi, 11 druhl je vyuzivano jako lidské
potraviny, 13 druhii je vyuzivano ve farmaceutickém primyslu, pifipadné¢ v lidovém
1écitelstvi, 24 druht se vyuZziva jako okrasné rostliny a 5 druhit mé jiné vyuziti.
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Tab. 1 Ptehled druhti ¢eledi Fabaceae, vyuzivanych v zemédé€lstvi a v dalSich oborech lidské Cinnosti

Picniny Picniny — pokraC€. |Zeleniny LéCivé rostliny Okrasné rostliny Jiné vyuziti

Lupinus luteus Astragalus cicer™ Phaseolus vulgaris Galega officinalis Wistaria chinensis Genista tinctoria® (barviva)

Galega officinalis Cicer arietinum Phaseolus coccineus Glycyrrhiza glabra Lathyrus latifolius Glycyrrhiza glabra (potravinarstvi)
Galega orientalis Vicia tetrasperma* Cicer arietinum Melilotus officinalis Tetragonolobus purpureus |Laburnum anagyroides (fezbai'stvi)
Vicia pannonica™ Vicia hirsuta* Lens culinaris Trigonella foenum-graecum |Lupinus polyphyllus Robinia pseudacacia (dfevo)

Vicia articulata™ Vicia glabrescens* Pisum sativum Anthyllis vulneraria Sophora japonica Trigonella foenum-graecum (koteni)

Vicia sativa Faba vulgaris Arachis hypogaea*™ Phaseolus vulgaris Sarothamnus scoparius Trigonella coerulea (potravinarstvi)

Vicia villosa Lathyrus sylvestris* Lathyrus sativus* Ononis spinosa Laburnum anagyroides

Vicia sepium Lathyrus pratensis Glycine soja Sophora japonica Laburnum alpinum

Vicia angustifolia Pisum sativum Lathyrus tuberosus* Genista tinctoria Chamaecytisus ratisbonensis

Lathyrus sativus Trifolium fragiferum* |Trigonella foenum- Coronilla varia Chamaecytisus purpureus
graecum

Melilotus alba Trifolium medium Melilotus altissima Genistella sagittalis

Melilotus officinalis Trifolium rubens* Trifolium repens Spartium junceum

Medicago lupulina Lotus borbasii* Ulex europaeus

Medicago sativa Onobrychis arenaria Robinia pseudacacia

Medicago falcata Lupinus albus* Robinia viscosa

Medicago x varia Lupinus angustifolius Robinia hispida

Trifolium pratense Galega officinalis

Trifolium incarnatum Caragana arborescens

Trifolium alexandrinum Caragana frutex

Trifolium hybridum
Trifolium repens
Trifolium resupinatum
Lotus corniculatus
Lotus ornithopodioides
Anthyllis vulneraria
Ornithopus sativus
Coronilla varia
Onobrychis viciifolia
Trigonella foenum-
graecum

Sarothamnus scoparius*
Lupinus polyphyllus

Amorpha fruticosa
Phaseolus coccineus
Lathyrus odoratus
Lathyrus tingitanus
Trifolium rubens

(*) dtive hospodéisky vyuzivané
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Tab. 2 Ptehled chranénych a ohroZzenych druht ¢eledi Fabaceae a druhti uvedenych v

Cervené knize

Chranény Uveden v Cervené OhroZeny Silné ohrozeny Kriticky ohrozeny
knize
Astragalus arenarius  |Astragalus arenarius  |Lathyrus palustris |Astragalus excapus |Astragalus arenarius

Astragalus austriacus
Astragalus danicus

Astragalus excapus
Genistella sagittalis

Genistella sagittalis
Lathyrus heterophyllus

Astragalus exscapus Lathyrus heterophyllus Lathyrus pannonicus
Astragalus onobrychis |Lathyrus palustris Lathyrus pisiformis
Coronilla vaginalis Lathyrus pannonicus Trigonella monspeliaca
Hedysarum Lathyrus pisiformis

hedysaroides

Chamaecytisus albus
Lathyrus heterophyllus

Trigonella monspeliaca

Lathyrus palustris
Lathyrus pannonicus
Vicia oreophila

Hlavni zemédélsky vyuzivané druhy jsou cenény predevsim z hlediska vynost kvalitni

pice pro hospodaiska zvitfata, ptipadné jako potraviny pro lidskou vyZzivu. Picni vykonnost je
u jednotlivych druhli rozdilna a nejvyssi je u vojtésky seté a jetele lucniho, potravinaiska je
nejvyssi u hrachu a fazolu. Z hlediska obsahu a vyroby zivin patii zastupci ¢eledi Fabaceae
k rozhodujicim producentiim bilkovin. Vedle vysokého obsahu dusikatych latek je u nich také
ptiznivy obsah tzv. esencialnich aminokyselin, popelovin a vitamini.

Kulturni druhy celedi Fabaceae jsou vSak vysoce cenény také pro jejich

piedplodinovou hodnotu a mimoprodukéni ptinos, které jsou dany nékolika faktory:

Jak uz bylo uvedeno vySe, na kofenech pievazné vétSiny téchto druhli se vyskytuji
hlizkové bakterie (hlavné Rhizobium sp.), které jsou jiz vranych fazich ristu
hostitelskych druht schopny uchytit se na jejich kotenech. Tyto bakterie jsou schopny
vazat vzdusny dusik a obohacovat jim ptidu. Proces vazani vzdusného dusiku je odvisly
od druhu rostliny, na ekologickych podminkach pfti péstovani, zejména piiznivé neutralni
pidni reakci, obsahu Zivin, vlhkosti apod. V ramci feSeni projektu NAZV CR
EP0960006288 byla ve Vyzkumném ustavu picnindiském, spol. sr. o. méfena fixace
vzdusného dusiku u 49 druhti ¢eledi Fabaceae. Jako nejlépe fixujici se ukéazaly druhy
Lathyrus sativus, Trifolium incarnatum, Lotus corniculatus, Trifolium hybridum,
Trifolium pratense, Trifolium repens, Trifolium ambiguum a jednoleté druhy Trifolium
resupinatum a Trifolium alexandrinum (PELIKAN et HOFBAUER 1999).

Velkou prednosti je také to, ze cela fada téchto druhti hluboko koteni. Hlavni (ktlovy)
koten pronikd do hloubky 1 — 3 m (u vojtésky a vicence 8 — 10 m a vice), v ptidnim
profilu se vétvi a u nekterych druhii se navic vytvareji dlouhé podzemni kotenové
vybézky (napt. €icorka pestrd — Securigera varia). Diky tomu jsou schopny tyto druhy
pudu provzdusinovat, prokypfovat a vynaset méné pfistupné formy Zzivin z hloubky do
hornich vrstev piidy. Toto melioraéni plsobeni je dilezit¢ jak na pidni vlastnosti,
kolob¢h zivin, ale i na celkovou ochranu prostfedi (odCerpani nitrat splavenych do
hlubsich vrstev) a vytvari efekt hloubkového kypteni ptdy.

Kofenovy systém, poskliziiové zbytky a zbytky strni§t€ jsou po zaorani dulezitym
materidlem pro tvorbu humusu a zurodnéni ptidy. Kofeny obsahuji i velké mnoZstvi Zivin,
které jsou s organickou kofenovou hmotou zdrojem velmi kvalitniho humusu.

Celd tada druhl této celedi je v zemédélstvi vyuzivana jako meziplodiny na zelené
hnojeni.
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»  Vyznamnym mimoprodukénim faktorem je také odplevelovaci Cinnost, ktera je dana
viceseCnosti picnich kulturnich druhtt (2 — 4 seCe za rok), viceletosti (2 - 3 roky
p&stovani), velkou pokryvnosti listové plochy (LAI 5 — 7 m?/m?se¢) a jeji rychlou
obnovou po se¢i (HRABE et al. 2004).

= Dilezitym faktorem je protierozni vliv kulturnich picnich druhd, ktery je dan jednak
vysokou pokryvnosti ptidy (70 - 100 %) a dale pak i opadem odumielé biomasy po sklizni
a na konci vegetacniho obdobi.

* Neméné dulezitym faktorem je také vliv zdravotni, ktery je dan prerusenim dotace
mineralnich hnojiv, pesticidi a herbicidi a dale pierusenim kalamitniho rozvoje
n¢kterych Skadct.

»  Nckteré druhy Celedi Fabaceae jsou pro svoji nenarocnost vyhledavany jako rekultivaéni
plodiny na piidach poskozenych antropogenni ¢innosti (komonice bild — Melilotus albus,
jetel plazivy — Trifolium repens, vicenec ligrus — Onobrychis viciifolia apod.). Toto se
potvrdilo pii feseni vyse uvedeného projektu NAZV CR (PELIKAN et al. 2000).

» DalSim kladem celé fady druhi této celedi je to, Ze patii mezi vyhledavané medonosné
rostliny (trnovnik akat — Robinia pseudacacia, komonice bild — Melilotus albus,
komonice 1¢karska — Melilotus officinalis, jetel plazivy — Trifolium repens aj.).

» Nezanedbatelnou pfednosti je také vytrvalost celé fady téchto druht, pro niz jsou Zadany
jako komponenty trvalych jetelotravnich porost, kde navic plsobi do zna¢né miry i
vysoce dekorativné pro pestrou barevnou $kalu svych kvéti.

Na druhé strané je vSak n€kolik druhii fazeno mezi plevele na orné padé. Jedna se o
vikev Ctyfsemennou — Vicia tetrasperma, vikev chlupatou — Vicia hirsuta, hrachor hliznaty —
Lathyrus tuberosus, hrachor pacockovy — Lathyrus aphaca, ale 1 kulturni druhy (vikev seta —
Vicia sativa, tolice dételova — Medicago lupulina) aj.

Vyskyt mnoha druhti jako plevelll na orné piid€ je dan jejich tvrdosemennosti a tudiz
schopnosti prezivat v pidé¢ po mnoho let. U tzv. tvrdych semen (docasné nekli¢ivych) jsou
palisddové bunky osemeni prostoupeny kutinem a suberinem, které jsou nepropustné pro
vodu a brani kliceni. Tvrdych semen se mize vytvaret velké mnozstvi (u hrachort a vikvi az
90 %, u vojtésky az 60 %) a své vlastnosti si mohou uchovavat az n€kolik desitek let. To pak
zpusobuje, ze i n€kolik let po pé€stovani druh zapleveluje nasledné plodiny.

Z vyctu vyse uvedenych vlastnosti je vidét, Ze Celed’ Fabaceae je velmi vyznamna nejen
pro zemédélstvi, ale i pro tvorbu krajiny a ochranu ptirody. Proto se nase pracovist¢ zamétuje
pfi podavani navrhii vyzkumnych projektii na problematiku fesici setrvalé zemedélstvi, tvorbu
krajiny a ochranu pfirody.

Od roku 2003 je naptiklad ve Vyzkumném ustavu picninafském, spol. s r. 0. v Troubsku
a v OSEVE PRO, spol. st. 0., Vyzkumné stanici travinaiské Roznov-Zubii feSen projekt
NAZV CR “Zvys$ovani diverzity jetelovinotravnich spoledenstev®. Cilem projektu je provéfit
moznost péstovani nékterych plané se vyskytujicich druhl celedi Fabaceae a Poaceae
v ¢istych kulturdch na semeno a jejich uplatnéni v jetelovinotravnich spolecenstvech. Do
projektu je zatazeno 21 druhil ¢eledi Fabaceae a 14 druhll ¢eledi Poaceae, jejichz vycet je
uveden v tabulce 3. Semena zkouSenych druht byla ziskana ptfevazné sbérovymi expedicemi
a individualnimi sbéry uskuteénénymi na izemi Ceské republiky v pfedchozich letech.

V tabulce 4 jsou uvedeny pocty lokalit, na nichz byly sbirany tyto druhy, dale nejmensi
a nejvetsi nadmotskd vyska, kde se druh vyskytoval a konecné frekvence vyskytu téchto
druhtt v CR uvadénych literaturou (SLAVIK 1998).
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Tab. 3 Ptehled druht zatazenych do projektu NAZV CR na pracovisti Troubsko

Fabaceae

Poaceae

O 0 1N LN Wi —

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Astragalus cicer
Astragalus exscapus
Galega officinalis
Galega officinalis
Lathyrus sylvestris
Lathyrus tuberosus
Lotus uliginosus
Lupinus polyphyllus
Medicago falcata
Melilotus officinalis
Trifolium campestre
Trifolium dubium
Trifolium fragiferum
Trifolium medium
Trifolium montanum
Trifolium rubens
Vicia angustifolia
Vicia cracca

Vicia pisiformis
Vicia tenuifolia
Vicia villosa

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

Agrostis stolonifera
Brachypodium pinnatum
Briza media

Bromopsis erecta
Festuca rupicola
Festuca valesiaca
Helictotrichon pubescens
Koeleria macrantha
Koeleria pyramidata
Phalaroides arundinacea
Phleum phleoides

Poa angustifolia

Poa trivialis

Tab. 4 Charakteristiky vyskytu jednotlivych studovanych druht

Druh Pocet lokalit Nadmoiska vyska (m) Frekvence
nejmensi nejvetsi vyskytu (%) v CR
Astragalus cicer 12 193 540 24,15
Astragalus onobrychis 4 250 320 8,1
Lathyrus pratensis 50 245 1050 98,86
Lathyrus sylvestris 10 280 810 81,73
Lathyrus tuberosus 12 225 400 57,43
Lotus uliginosus 4 620 880 63,47
Lupinus polyphyllus 18 300 1000 74,96
Medicago x varia & 22 220 550 41,38
M. falcata (51,54)
Melilotus officinalis 31 230 755 87,62
Onobrychis arenaria 2 250 290 6,03
Trifolium alpestre 26 257 860 60,23
Trifolium aureum 38 260 920 81
Trifolium campestre 32 230 685 82,17
Trifolium dubium 7 215 435 88,07
Trifolium fragiferum 4 193 279 28,71
Trifolium medium 45 230 1133 91,45
Trifolium montanum 24 260 701 76,58
Trifolium rubens 5 210 550 24,44
Vicia angustifolia 31 245 670 84,68
Vicia cracca 55 240 1050 99,55
Vicia pisiformis 6 257 435 34,02
Vicia sepium 31 280 1050 93,81
Vicia tenuifolia 8 250 440 35,64
Vicia villosa 6 275 420 58,17
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V roce 2004 byly zalozeny polni pokusy a byla provedena prvni hodnoceni. V ¢istych
kulturdch byly hodnoceny rtistové a vyvojové faze, zdravotni stav, napadeni Skiidci a zapoj
porostu. Dalsi hodnoceni a vlastni sklizn€ na semeno budou provadény v nésledujicich letech.
Pro podminky obou zucastnénych pracovist' byly sestaveny dvé travni smésky a do nich
piidano vzdy 50 klicivych semen druht celedi Fabaceae, ptipadneé 100 kli¢ivych semen
druhii ¢eledi Poaceae. Ve sméskach byl v roce zalozeni hodnocen u zastupcti ¢eledi Fabaceae
vyskyt zajmovych druht, ktery je uveden v tabulce 5 a byly provedeny tfi odplevelovaci sece.
Také v tomto pokuse budou dal§i hodnoceni probihat v nésledujicich letech feseni.

Tab. 5 Pocty rostlin (primér ze 3 opakovani) ve smési vyseté v pokusu na pracovisti
Troubsko

Druh 60 dnti po vysevu | 12 dntipo 1.seci | 14 dni po 2. seci
Astragalus cicer 1 0,3 1
Astragalus excapus 0,5 0,5 0
Galega officinalis 0 0 0,3
Lathyrus sylvestris 0,3 0 0
Lathyrus tuberosus 0 4,5 0
Lotus uliginosus 1 1 0
Lupinus polyphyllus 11 6,7 5,7
Medicago falcata 1,5 0 0
Melilotus officinalis 5 3 2
Trifolium alpestre 1,7 1 0,3
Trifolium campestre 4,3 3 2,3
Trifolium dubium 2 2,3 2,7
Trifolium fragiferum 0,7 2,3 1,7
Trifolium medium 1,7 0 0,3
Trifolium montanum 0,3 0 0
Trifolium rubens 4.3 0,7 0
Vicia angustifolia 11 8,7 5,7
Vicia cracca 7 1,7 1,7
Vicia pisiformis 0 0,3 0
Vicia tenuifolia 0 19 33
Vicia villosa 25,3 11 7,3

Od roku 2004 je na nasem pracovisti feSen pod koordinaci VURV Praha - Ruzyné
vyzkumny projekt NAZV CR ,,Konzervace biodiverzity rostlin v systému trvale udrzitelného
zemédelstvi a krajinafstvi. V ramci tohoto ukolu jsou vyhleddny a monitorovany dosud
existujici lokality ohrozenych planych druhii zceledi Fabaceae, jsou vyhledany a
pfemnozovany krajové formy a tradicni odridy zemédélskych plodin, ale i nové druhy
perspektivni pro zemédé€lstvi. Na nasem pracovisti jsme se soustiedili na druhy 1ékotice lysa —
Glycyrrhiza glabra, hrachor sety — Lathyrus sativus, hrach sety — Pisum sativum a bob obecny
— Faba vulgaris. U druhi jsou hodnoceny jejich rustové a vyvojové faze, jsou mnozeny a
bude vypracovan projekt na jejich in situ a on-farm konzervaci. Na zakladé¢ monitorovani
lokalit ohrozenych planych druht rostlin Celedi Fabaceae se zvazi potieba in situ konzervace
pro tyto druhy a piipadné se realizuje jejich ucelova on farm konzervace. Podle moznosti
budou repatriovany ztracené nebo nekli¢ivé ptivodni sbérové materidly a krajové odrady
z genovych bank okolnich statt.

V roce 2004 byla zaloZena polni Skolka lékotice — Glycyrrhiza glabra a probihalo
mnozeni hrachoru setého — Lathyrus sativus, hrachu setého — Pisum sativum a bobu obecného
— Faba vulgaris. Déle byly zalozeny vysadby odrid vojtésky seté (Medicago sativa) a

87



wDostupnost a vyuzivani genetickych zdrojii rostlin a podpora biodiversity“ OSEVA PRO Zubri 2004

vojtesky srpovité¢ (Medicago falcata) za uCelem sklizn€¢ semen a detailniho popisu rostlin.
Opylovani je zajisténo ¢meléky a jednotlivé pivody jsou izolovany pod klecemi.

Vybrané lokality ohrozenych druhti celedi Fabaceae na jizni Moravé jsou
monitorovany jiz od roku 2000. Na lokalitich jsou na trvalych plochach zapisovany
fytocenologické snimky a je hodnocen stav populaci zdjmovych druhi. Z ptedchozich let
feSeni ukolu jiz pochdzeji nadvrhy na ochranu dvou dosud nechranénych lokalit s vyskytem
ohroZenych druhii celedi Fabaceae, které byly predany k posouzeni Agentuie ochrany ptirody
a krajiny CR.

V nasledujicich letech se soustfedime na namnozeni a distribuci osiv a sadby
zajmovych druht mezi péstitele. V ptipad€ planych ohrozenych druhii budou podény navrhy
ochrany a managementu na lokalitach jejich vyskytu s cilem zachovani zivotaschopnosti
populaci.

Dal$im projektem NAZV CR, vztahujicim se k dané problematice feSenym od roku
2003 je ,,Vitalita osiva, kvalita sadby a jejich vyznam u tradi¢nich a vybranych netradi¢nich
perspektivnich plodin pro Slechténi, semenafstvi a péstitele, jehoz koordindtorem je
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby v Praze-Ruzyni. Krom¢ naSeho pracovisté se na tomto
tikolu podili Vysoka $kola chemicko-technologickd v Praze, Ustav organické chemie a
biochemie AV CR, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Ceska univerzita v Praze a
Vyzkumny tstav bramboraisky Havlickiiv Brod. V ramci hodnoceni kvality osiva vybranych
plodin je nase pozornost zamétena také na problematiku snizeni poctu tvrdych semen v osivu.
Je zkouman vliv riiznych zptisobtl osetfeni, zvlasté pak vliv ptisobeni vyssich teplot. Cilem je
stanovit rozsah teplot a délku jejich plisobeni. Dosavadni vysledky byly prezentovany formou
posteru na konferenci v Praze (GOTTWALDOVA 2004).

Nékteré druhy z ¢eledi Fabaceae jsou testovany také v clovékem postizenych oblastech
a na pudach kontaminovanych riznymi polutanty. Vysledky mezindrodnich projekti se
spoluticasti Vyzkumného ustavu picninafského, spol. s r. o. jsou kdispozici u autori
ptispévku nebo na www.vupt.cz.
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Konzervace domaciho druhu Populus nigra L. ssp. nigra v podminkach in situ a jeho
dalSi vyuziti ve Slechténi a krajiné

Vojtéch Benetka
Vyzkumny ustav S. Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi, Prithonice

Souhrn

Pivodni domaci dievina topol cerny postupné mizi z naseho vuzemi. Zasahy pri regulaci vodnich
tokii jsou pric¢inou zanmiku prirozenych stanovist topolu cerného. Jeho snadnad kriZitelnost
s introdukovanymi druhy spolu s masivni vysadbou hybridnich odrid jsou pricinou genetické eroze
druhu. Aktivity zameérené na konzervaci in situ maji za ukol pripravu kontrolovaného materialu
Populus nigra a jeho navrdaceni do puvodnich lokalit.
Klicova slova: topol cerny, Populus nigra, in situ konzervace, reintrodukce

Summary

Populus nigra, domestic wood species, is disappearing slowly from its original territory.
Human activities including stream regulations cause loss of black poplar natural localities. Its high
ability to crossing with other introduced poplar species in combination with massive planting of
hybrid cultivars leads to genetic erosion of the species. The main task of activities in situ conservation
is preparation of controlled planting material Populus nigra and its re-introduction into original
localities.
Key words: black poplar, Populus nigra, in situ conservation, re-introduction

Topol ¢erny je nase domaci dievina, kterd se dnes vyskytuje spiSe ojedinéle. Topoly,
které vidime vysazené kolem silnic, vodnich tokl nebo i volné€ v krajing, jsou téméf vyhradné
mezidruhové hybridy piivodem ze samovolného nebo i zdmérného kiizeni mezi evropskym
druhem Populus nigra a americkym druhem Populus deltoides. To co vétSinou povazujeme
za topol, je tzkokorunny klon topolu ¢erného, nazvany topol vlassky (P. nigra var. italica)
ptivodem patrné ze stiedni Asie.

Populus nigra L. je euroasijska dfevina, jejiz aredl je na severu vymezen asi 60° severni
Sitky a na vychod¢ dosahuje az po povodi Jeniseje. Na jihu konci oblasti Stfedozemniho
mote. Druh P. nigra rozdéluje Bugala na tii poddruhy:

P. nigra L. ssp. nigra nachazejici se ve stfedni a vychodni Evropé

P. nigra L. ssp. betulifolia (Porsch) rostouci hlavné ve Francii a Anglii

P. nigra L. ssp. caudina (Ten) Bugala rostouci v oblasti Sttedozemniho moie

Dnes tento druh mizi z krajiny a misty je ohrozen, hlavné v zapadni Evropé. Dokladem
ohroZzeni, ale i vyznamu tohoto druhu je vytvofeni pracovni skupiny Populus nigra network v
ramci organisace EUFORGEN, zabyvajici se problematikou zachrany topolu ¢erného.

Prace na zachrané tohoto druhu a jeho navratu do krajiny jsou v Ceské republice
star§iho data a jsou spojeny s VS v Uherském Hradisti (VULHM). Na za¢atku devadesatych
let minulého stoleti &ast prace se prenesla i do UKOZ v Priihonicich. Priizkum vyskytu této
dfeviny prob¢hl v sedmi hlavnich oblastech a je spojen hlavné se jménem Ing. Mottla (viz
obr.1). Vysledkem bylo popsani a zmapovani vyskytu topolu ¢erného v CR. Dal§im krokem
bylo zaloZeni mateénic ve VS Uherské Hradi§té a mensi ¢ast i ve VUKOZ v Prtihonicich,
kam byli shromazdéni vegetativné pfemnozeni jedinci.

Priciny ubytku topolu ¢erného v krajiné

Topol ¢erny ma pomérné vyhranéné naroky na prostiedi. Je to svétlomilnd pionyrska
dfevina, kterd v pfirozenych podminkach obsazuje semenacky nové naplavy neobsazené
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konkuren¢nim porostem, pln¢ osvétlené a dobfe zasobené pohyblivou ne stojatou vodou.
Takovato stanovisté vSak v disledku regulace vodnich tokd zanikaji. Je schopen rlst i na
druhotnych stanovistich, kde docasné je odstranén ptidni pokryv v disledku lidské ¢innosti.
Na takovych mistech vétSinou byva brzy odstranén. Dalsi pfi€inou je vysazovani novych
odrtid od mezidruhovych hybridii na ukor topolu ¢erného.

Topol Cerny je dvoudomy, cizospraSny a vétrosnubny druh. V rdmci rodu Populus
dochazi ke snadnému samovolnému kiizeni mezi nékterymi druhy, pfedevSim mezi
evropskym druhem P. nigra a americkym P. deltoides. Kiizenci tohoto typu tvofi samostatny
druh P. x canadensis. Zatim co druh P. deltoides se u nas vyskytuje vzacné, druh P. X
canadensis, dik nékterym hospodaiskym vlastnostem je uméle vysazovan na ukor domaciho
druhu. Vzhledem k snadné ktizitelnosti mezi topolem kanadskym a topolem Cernym se
ptedpokladd, Zze s vysokou pravdépodobnosti mladé rostliny, nachézejici se v ptirod¢, jsou
potomky mezidruhového ktizeni a ze toto kiizeni je pfi¢inou genetické erose druhu P. nigra.
Pti kiizeni mezi topolem kanadskym a topolem ¢ernym jde v podstaté o zpétné kiizZeni [(P.
deltoides * P. nigra) x P. nigra | . V dusledku toho potomstva z uvedeného kiizeni se
morfologicky velmi mdlo 1i8i od topolu ¢erného a je obtizné je odlisit.

Zde se naskytla moznost vyuzit, pro vylouceni ptipadnych hybridd, soucasnou analyzu
nékolika enzymovych systémi studovaného vzorku. Vzhledem ke kodominantnimu
charakteru dédicnosti izoenzymi pii analyze tfi izoenzyml mlZeme s 87,5 %
pravdépodobnosti odhalit zpétného hybrida. S vyuzitim této metody podafilo se nam
prokazat, ze introgrese (pronikani) jednoho druhu do druhého je mozna hlavné v ptipadé, kdy
matkou je druh P. x canadensis a otcem druh P. nigra. V ptipad¢ odstranéni samicich stromu
topolu kanadského, snizuje se nebezpeci genetické erose topolu cerného.

Konzervace in situ.

Pro konzervaci topolu ¢erného v podminkach in situ jsme pouzili generativni potomstvo
z kontrolovaného opyleni (na odfiznutych vétvich ve skleniku). Za rodice byly zvoleny
stromy z mistni populace. Vypéstované sazenice se vysazuji bud’ pfimo na stanoviste,
pfipadné do matecnice, odkud se vegetativné premnoZzené rostliny vysadi na kone¢né misto.
Zatim byla vysadba provedena na tfech mistech CHKO Labské Piskovce, CHKO Libicky
Luh, CHKO Litovelské Pomoravi (viz obr. 1)

Pii této praci se setkavame s nékolika nevyfeSenymi otazkami. Otazkou je, stanovit
minimdlni velikost populace a jak definovat areal ptivodni populace.

Vyuziti topolu ¢erného ve Slechténi

Rod Populus tadime mezi rychle rostouci dieviny, které se vyuzivaji v programech
obnovitelnych zdrojti energie. Topol cerny je vyznamnym genetickym zdrojem pfi Slechténi.
Ackoliv se dosud prakticky neuplatnil jako €isty druh, 60 % mezidruhovych hybridi ma za
jednoho rodice topol Cerny. V soucasné dobé probiha slechtitelsky program s ¢istym topolem
gernym ve VUKOZ v Prithonicich. Cilem je ziskat odridy pro oblasti, kde zikon o ochran&
prirody zakazuje péstovat neptivodni druhy.
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Obr. 1
Mapka testovanych oblasti vyskytu topolu ¢erného

Legenda:

® Mistas vyskytem topolu ¢erného, na kterych byl doposud provadén terénni prizkum:

1. dolni tok Labe, oblast Labskych piskovct (nalezeno 5 stromi)

2. Praha a dolni tok Vltavy (evidovano 12 jedincti)

3. stfedni Polabi (Stary Kolin — M¢lnik; nalezeno 57 stromil)

4. horni Poodfi (evidovano 12 stromil)

5. stfedni Pomoravi (CHKO Litovelské Pomoravi, NPR Zastudanc¢i u Lobodic, oblast ficky
Bysttice + jeji usti do feky Moravy; vybrano 50 stromi)

6. vétrolamy Hrusky, Podivin, Tvrdonice (evidovéno 97 stromt)

7. podhorské oblasti (evidovano 14 stromi)

B obnovené mistni populace
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Moznosti uplatnéni in situ a on farm konzervace v CR
Voijtéch Holubec' a Frantisek Papritein®

YWyzkumny vistav rostlinné vyroby Praha-Ruzyné
*Vyzkumny a §lechtitelsky iistav ovocndrsky Holovousy s.r.o.

Souhrn

Uchovani genetickych zdroju rostlin je z metodického hlediska mozné dvéma zpisoby: mimo
misto piivodu (ex situ) nebo na misté puvodu (in situ). V posledni dobé se uplatiiuje dalsi moznost —
péstovat rostliny v regionu puvodu (on farm). Prispévek cituje definice in situ a on farm, diskutuje
prednosti a nevyhody a vhodnost jejich uplatnéni v ramci jednotlivych plodin a v ramci Ceské
republiky.  Zatimco tradicni konzervace genetickych zdrojii v genovych bankdch je statickd,
konzervace in situ a on fam jsou dynamicke, umoznujici koevoluci ostatnich organismii. Ex situ je jista
metoda s definovanymi stalymi podminkami prostredi, metody v prirodé podléhaji nejriiznéjsim viiviim
prostiedi a negativnim viivim lidské cinnosti. Z hlediska uchovani maximalni sire genofondu je in situ
nezastupitelnd. Funkcni on farm vyzaduje jinou podminku - trzni prostredi.
Klicova slova: konzervace in situ, on farm, ovocné dreviny, Chranéné krajinné oblasti, Narodni parky

Abstract

Conservation of plant genetic resources is methodically possible by two ways: out of place of
origin (ex situ) or on the place of origin (in situ). In the recent time, another possibility gets more
attention by conservationists: to grow plants within the region of their origin (on farm). This
contribution cites definitions of both in situ and on farm, discusses positives and negatives and
suitability of their use for particular plants/crops in the framework of the Czech Republic. While
traditional conservation of plant genetic resources in gene banks is static, conservation in situ and on
farm are dynamic, enabling co-evolution of other organisms. Ex situ is a sure method with defined
constant environmental conditions, while conservation in the nature is liable to various environmental
influences and negative factors of human activity. From the point of near - total genetic conservation,
in situ is not replaceable. Functional on farm requires another condition - a market environment.
Key words: in situ, on farm conservation, fruit trees, Protected areas, National Parks

Uvod

Genofondy v rezortu zeméd¢lstvi jsou rutinné uchovavany v genovych bankach tzv. ex
situ. V ptipad¢ semennych plodin jde o uchovani semen v klimatizovanych podminkach a
v pfipadé vegetativné mnozenych druhii jde o permanentni kolekce, genofondové Skolky.
V poslednich letech ziskéava stale vétsi pozornost uchovani materialti na misté jejich rastu, na
puvodnich pfirodnich lokalitach ¢i na misté jejich setrvalého, dlouhodobého a tradi¢niho
péstovani. Tyto netradicni metody uchovani genetickych zdroji rostlin (GZR) v zeméd¢lstvi,
in situ a on farm se staly pravoplatnymi ¢leny v systému konzervace genofondu v Ceské
republice v ramci Narodniho programu rostlin a byly zahrnuty do nové vydaného zdkona o
genofondech.

In situ konzervace

Zakon ¢. 148/03 Sb. ,,Zékon o konzervaci a vyuzivani GZ rostlin a mikroorganismu

vyznamnych pro vyzivu a zeméd¢lstvi...* definuje in situ konzervaci nasledovngé:
»Konzervaci genetickych zdroju in situ se rozumi jejich dlouhodobé uchovani v misté
jejich ptavodniho vyskytu“ (ochranou konkrétniho ekosystému na dané lokalité,
regionu).
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Ryze botanické pojeti vztahuje in situ konzervaci pouze na pivodni plané rostliny. Pro
ucely konzervace genofondu v zemédélstvi tuto definici chapeme v SirSim pojeti, aby
zahrnovala 1 historické vysazené materidly, jako uchovani genetickych zdroji rostlin v jejich
ptirozenych biotopech nebo na misté jejich dlouhodobého historického péstovani.

In situ konzervace je

¢ dynamicky zplsob uchovani

& umoznuje spontanni hybridizaci a dal$i koevoluci druhu s doprovodnymi druhy, pleveli a
zejména patogennimi mikroorganismy

& je to nejlepsi a pfirozend metoda

¢ je doprovazena konzervaci ex situ jako statickd pojistka uchovani materiali — ex situ je
zpravidla priméarni metodou

Subjekt zajist'ujici in situ

Konzervaci planych rostlin in situ, pamatnych stromii a cennych piirodnich celk v CR
zajiSt'uje Sprava ochrany pfirody podléhajici Ministerstvu Zivotniho prostiedi.

V ramci existujici sit€ chranénych objektli 1ze realizovat program ochrany zemédélsky
cennych druht, jednotlivych rostlin nebo objektli na zaklad¢é vzajemné a oboustranné vyhodné
dohody. Tuto sit’ 1ze rozsifit podanim navrhu na zfizeni nového objektu ochrany.

Mimo sit’ Chranénych krajinnych oblasti (CHKO) a Narodnich parkii (NP) mohou

zajistit in situ konzervaci

— regionalni odbory ochrany piirody spadajici pod MZP

— mistni samosprava — obce

- nevladni organizace (NGO) — ndrodni a mezinarodni organizace a spolky
botanické zahrady (napft. Liberec)
skanzeny, muzea
Zodpovédnost za materialy zemédelského vyznamu ma ucastnik Narodniho programu.

Piedmét konzervace in situ — material
Predmétem setrvalého uchovani GZR v podminkéch in situ mohou nasledujici kategorie:

¢ Plané druhy GZR domaéciho (autochtonniho) piivodu, (pfibuzné kulturnim rostlindm,

jejich pfimi predchtdci, druhy potencialné vyuzitelné ptimo nebo Slechtitelsky jako nové
uzitkové plodiny, v€etné picnich a pastevnich druhti a komponentl bohatych luk, druhy
pro okrasné ucely, popt. plevelné druhy pivodnich agrofytocenéz).

Krajové a primitivni formy kulturnich rostlin domaciho piivodu.

e Kulturni materidly i ptivodu neznamého, ale které byly v teritoriu Ceské republiky
historicky a dlouhodobé& péstovany (napi. historické kultivary révy vinné, ovocnych
dfevin).

&  Staré restringované Slechténé odridy.

*

Dokumentace in situ

Podobné jako u ex situ uchovavanych vzorkii je nezbytnou podminkou pfijeti do
Nérodniho programu rostlin jejich dokumentace, materidly zahrnuté do programu in situ musi
byt fadné¢ zdokumentovany. Nezbytnou podminkou je pfidéleni narodniho evidenéniho cisla
(ECN) a vyplnéné pasportni udaje informacniho systému EVIGEZ. Ditraz je kladen na
pasportni udaje analogické sbérovym deskriptorim, tj. geografickd lokalita, podrobné
soufadnice z GPS, ekologické udaje o lokalité, a specidlni udaje tykajici se in situ
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Plané a zplanélé druhy:

« datum zaloZeni in situ

o cilovy druh/druhy

+ zodpoveédna osoba/instituce

« charakteristika populace

» fytocenologické charakteristiky

« fytopatologické hodnoceni

+ mozn¢ faktory ohroZeni

« charakter a stupen ohrozeni

+ Udaje o pravidelném monitorovani lokality

« existujici opatfeni na ochranu, ptipadné navrh na zménu

Historické vysadby dievin:

« druhy a kultivary, krajové formy

« charakteristika materialu

+ minulé a soucasna vegetace

« fytopatologické hodnoceni a odolnost / poskozeni mrazem

Lokalizace in situ

Vyhledani vhodnych materidli, které si zasluhuji zvlastni péci jako je in situ konzervace

a lokalizovat je, zavisi na typu materilu.

*

L 2

Krajové populace a primitivni kultivary — eroze genofondu zna¢né snizila Sance na
nalezeni téchto materidl. V sucasnosti jsou nejvétsi piedpoklady jejich vyskytu v
odlehlych oblastech, nejcastéji v pohranici, v podhorskych a horskych regionech. Jedna se
pfedevsim o staré sady, aleje a roztrousené stromy v extravilanu.

Zplané¢lé materidly — lze nalézt v mistech minulého a historického péstovani, zejména v
mistech zaniklych sidlist. Tyto materidly mohou mapovat zaniklé usedlosti napf. na
Sumave.

U planych druhti je nutno preferovat vybér stanovisté s co mozno nejptivodnéjsi vegetaci.

Pidni drzba a legislativa

*

Je tfeba respektovat vlastnicka prava kpozemkim. Nutno preferovat lokality
s vyjasnénymi vlastnickymi pravy a kde se lze s majitelem (napt. obec, stat, zeméd¢lsky
podnik, soukromnik, Sprava ochrany pfirody atd.) snadné&ji dohodnout.

In situ musi byt s majitelem pozemku legislativné oSetfena smlouvou.

On farm konzervace

Metoda uchovani genetickych zdroju rostlin v zemédélském provozu je specificka pro

zemédelstvi. Duplikuje a rozviji ex situ konzervaci, umoziiuje uchovavat mnohem vétsi
rozsahy materidlu a vétsi variabilitu rGznych ekologickych a mikroregionalnich forem. Lze ji
definovat nasledovné:

“On farm” konzervaci je uchovani krajovych a primitivnich odrid (populaci) jejich
systematickym hospodaiskym vyuzivanim v pfirodnich podminkdch a za pouziti
péstitelskych technologii blizkych podminkdm, za kterych tyto odridy vznikaly a
vyvijely se. Tato “dynamickd” konzervace umoziiuje pokracovani vyvoje krajovych
odrtd (populaci) pod vlivem podminek prostredi a uzivanych technologii.
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Pouziti on farm

Metodu on farm uchovani GZR Ize aplikovat na v§echny druhy plodin polni, zahradni a
ovocné dreviny. Doporuceny jsou technologie péstovani, které jsou extenzivniho typu, jsou
analogické piivodnim technologiim a maji povahu organického zemédélstvi. Zejména se
jedna o malé vstupy — charakterizované nizkou trovni hnojeni, minimalni ochranou a
zejména dobrou agrotechnikou.

On farm konzervace GZR ma nejvétsi uplatnéni u ovocnych dievin. Obzvlasté krajové
odridy a staré¢ kultivary byly charakteristick¢é pro urcity region a byly zde po generace
péstovany. Tento zpisob konzervace navazuje na staré tradice a soustfed’'uje material v nové
zalozeném sadu v daném regionu. Pii vyrobé sadbového materialu a jeho vysadbé je tieba
dodrzet staré technologie:

& roubovat odridy na semenace

& péstovat stromky jako vysokokmeny

& lze vyuzit moznosti kmenotvorné odridy — na semend¢ se naroubuje stara odriida, ktera
vytvaii pevny a zdravy kmen, na ktery se v pozadované vysce roubuje cilova odrida

# vysazovat stromky ve velkych rozestupech a sad zatravnit

Subjekty on farm konzervace

Subjekty on farm konzervace mohou byt statni i nestatni organizace i privatni osoby s
vyjasnénou pudni drzbou, které splni technologické podminky vysadby a péstovani, s
perspektivou dlouhodobého uchovéani materidlu.

& skanzeny

4 narodni parky a CHKO

& regionalni muzea

& zemédélské podniky

# soukromnici hospodatici organicky

Doporucuje se ekonomickd ndvaznost na zpracovatele produkce (napf. mostarny) s
koncovkou jako jsou napt. obchody zdravé vyzivy.
Ekonomika on farm produkce je u téchto firem podminkou.

Priklady on farm konzervace

N&kolik projektii on farm kozervace v CR jiz bylo realizovano v ramci ochrany piirody
a n¢kolik jich je rozpracovanych. Velké potencialni moznosti se naskytaji ve skanzenech.
V obou ptipadech sady slouzi kromé ochrany materialu i pro demonstraci navstévnikiim a ne
pro vlastni produkei plodi. V jednom ptipadé sad starych odrtid v Bilych Karpatech vlastni
soukromnik jako dé&dictvi po otci a produkci plodl prodava do moStarny. Sad je zatravnén a
vyuzivan pro paseni. Hospodaieni ma charakter organického zemédélstvi, prestoze to neni
oficialn¢ deklarovano. Rentabilita provozu je mirné aktivni.

& KRNAP Vrchlabi

& CHKO Bilé Karpaty

¢ CHKO a NP Sumava

4 Soukromy vlastnik sadu, Bilé Karpaty
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Problémy a rentabilita on farm konzervace

4 mala rentabilita provozu

4 nezbytnost dotace na zfizeni a provoz sadu

# pro rentabilitu je prospé$né zajisténi vicetiCelovosti vysadby
— NP, CHKO: i pro demonstraci nadvstévnikiim
— skanzeny a muzea: komplexni konzervace: materialii, technologii, femesel a vSe

soucasn¢ pro demonstraci navstévnikiim

— NGO: sponzorované nebo dotované, zaloZené na entusiasmu, realizujici ¢asti produkce
— agroturistika: konzervace materialti, staveb, femesel aj. je podkladem pro jiné podnikani
— soukromnik: jen je-li zajiSténa ndvratna realizace produkce

4 Sanci maji ovocné dieviny

Zavér

In situ a on farm konzervace jsou perspektivni metody uchovéni genofondu.
Z biologického hlediska jsou spravné a opodstatnéné. M¢ly by navazovat na systém ex situ
konzervace genofondll v narodnim méfitku. Je tfeba zajistit jejich ekonomiku v komplexu
s dal$imi ¢innostmi, jinak diive ¢i pozdéji zkrachuji. Svétové trendy v rozvinutych zemich
jdou timto smérem, ale tam je zase mdlo materidlu k ochrané. V rozvojovych zemich naopak
materialy jsou, ale chybi financovani.
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Péstovani tradi¢nich kulturnich rostlin ve Vala§ském muzeu v prirodé v RoZnové pod
RadhoS$tém

Radoslav Vlk
Vala$ské muzeum v prirodé, Roznov p. R.

Souhrn

Valasské muzeum v prirodé shromazduje veskeré doklady o tradicich na uzemi karpatské casti
Moravy a Slezska. Soucdasti cinnosti zemédélského oddéleni je péstovani regionadlnich druhii a odrud,
obilovin, luskovin a jinych uzitkovych plodin, lécivych a okrasnych rostlin, ale i rostlin plevelnych.
Prezentovany jsou sortimenty, které byly spojeny s obyvatelstvem a predevsim regionem ValaSska,
pozornost je vénovana i tradicnimu poskliziiovému zpracovani a vyuZiti zemédeélské produkce.
Klicova slova: Valasske muzeum, agrikultura, genofond, staré a krajové odrudy, polni plodiny

Summary

Activities of the Wallachian Open Air Museum are aimed at gathering all available evidence of
traditions in Carpathian part of Moravia and Silesia. The department of agriculture is involved in
planting regional species, obsolete cultivars and landraces of cereals, legumes, medicinal and
ornamental plants and weeds. Traditional crops connected to the Wallachian region are included in
exposition. Shown are traditional methods post-harvest manufacturing and utilization of agricultural
production.
Key words: Wallachian Open Air Museum, agriculture, genetic resources, obsolete cultivars and
landraces, field crops

Valasské muzeum v pfirodé se stalo pro navstévniky, ktefi piijeli na Valassko a do
malebného mésta Roznov pod Radhos$tém, néfim na co se nezapomind. Muzeum
shromazd’uje vSechny doklady o tradi¢ni lidové kultute, o zptisobu zivota, praci, obycejich a
uméni z karpatského uzemi Moravy a Slezska. Hlavnim cilem ¢innosti zlstavd vérohodna
rekonstrukce a pravdiva informace o piivodnim zivotnim prostiedi vesnice a malého mésta.
Tento zamér také vedl ke vzniku a vybudovani tfi areali muzea — Dievéné méstecko,
Mlynska dolina, Valasskéa dédina.

Zpusoby hospodateni, zivota, doplitkovych Cinnosti a bydleni obyvatel valaSskych
vesnic priblizuje areal — Valasskd dédina, ktera patfi mezi nejrozsahlejsi aredly muzea.
Jednotlivé hospodaiské usedlosti, mlyn, kovarna a dalsi objekty jsou umistény v krajing, ktera
svou Clenitosti, cestami i shluky stromtll pfipomina mnohé vesnice na Valassku. Jeji budovani
zapocalo vroce 1962 se zdmérem naplnit mySlenku zéchrany tradi¢nich roubenych domd,
hospodaiskych a specidlnich staveb, které byly v ptivodnim prostfedi ohrozeny. V muzeu pak
byly doplnény dal§imi komponenty s cilem obnovit na zdklad¢ terénnich zjisténi jejich
puvodni historické prostedi. Z toho divodu jsou obohaceny o tradi¢ni chov ovci plemene
Valaska, skotu, dribeze a v neposledni fad€ o péstovani typickych kulturnich plodin, které
doprovazeji ¢lovéka do soucasnosti.

Rozvoj studia agrikultury a genofondii ve Vala§ském muzeu zacind na pocatku
sedmdesatych let, kdy bylo vypracovano libreto arealu a nastal tak novy pohled na aktivity a
prezentaci jevu.

V roce 1974 se zaklada zeméde€lské oddé€leni. Vznik tohoto oddéleni — zatim v muzeich
ojedin¢lého typu, byl podminén nutnosti sadovnické a zemédé€lské udrzby celého areédlu
muzea, zhruba 80 ha. Dalsi naplni oddéleni je prizkum druhii a tradi¢nich uzitkovych a
okrasnych rostlin v z4jmovém regionu a pak je spolu s historicko-etnografickymi vysledky
badani aplikovat v zadouci, historicky dolozené podobé v jednotlivych intravilanovych
expozicich prezentovat .
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V soucasné dobg je situace na poli agrikultury ValaSského muzea jina nez v roce 1974 a
nasledujicich letech. V obdobi zalozeni zemédélského odd€leni byly polozeny zéklady
genofondu kulturnich rostlin regionu Valasska nebo dalsich v ramci celé Ceské republiky.
Navstévnik se seznamuje béhem prohlidky s jednotlivymi usedlostmi, které charakterizuji
ruzné socialni skupiny obyvatel valasské vesnice. Ziskava informace o zplisobu zivota,
obzivy obyvatel usedlosti, ale také zjiStuje v Cem spocivala obziva rodiny, co se péstovalo.
Pravé na této Grovni tzv. agrikultury se snazime formou tradicniho zeméd¢€lstvi (zplisoby
hospodareni na Valassku do roku 1945) prezentovat z pohledu muzejniho jiz zapomenuté
polni a zahradni plodiny (zivy sbirkovy inventar).

Od roku 2001 obnovujeme postupné jednotlivé genofondové plochy v aredlu ValaSské
dédiny. Jedna se predevsim o péstovani tradi¢nich druhd a odrid rostlin, obilovin, luskovin a
jinych uzitkovych plodin z naseho regionu, 1é¢ivych rostlin, okrasnych rostlin v zahradkach 1
za okny a rostlin plevelnych. Dtlezitou a vyznamnou slozkou téchto vysadeb budou a jsou
ovocné stromy. Jednd se hlavné o tzv. staré a krajové odriidy z regionu Valasska nebo odrady
v regionu nejvice rozsifené. M¢él by tak vzniknout agrohistoricky aredl, ktery bude dopliovat
nemovitosti a nezivy materidl muzea. Pficteme-li k témto tradi¢nim plodindm 1 slozku
zivocisnou, ovce (plemeno Valaska, nejvétsi chovné stado v republice a na svéte, zapsano
v Evropské genové knize), kozy, koné (plemeno Slezsky norik), kravy, vznikne tak opravdu
zivé muzeum ve vsech jeho smérech.

Aby se nejednalo jen o bezmyslenkové péstovani takto ziskaného rostlinného materialu,
musime na veskerou vegetaci muzea pohlizet jako na celek, kterym se snazime zachovat
kulturné historicky prvek krajiny a na strané druhé vyjadfit a obohatit v intravilanech objekta
nové biologické hodnoty. Z tohoto divodu v podminkiach muzea rozliSujeme tfi druhy
vegetace:

1. Vegetace pivodni — do které fadime puvodni rostlinné spolecenstvo a raz aredlu,
puvodni park nebo vegetaci na plvodnim pozemku na kterém je muzeum
vybudovéano.

2. Vegetace specialni — zde zafazuji rostliny, které dotvéfeji charakter intravildnu
objektli. Jedna se o kvétiny a rostliny zahradek, za okny, tradi¢ni zeméd¢lské plodiny,
ovocné stromy a zelenl charakteristicka pro region, ktery prezentujeme.

3. Vegetace doplnkovd — pod timto pojmem méam na mysli rostlinny material, nové
vysazovany se zamérem dotvoieni a obnoveni krajinného razu. Zde je nutno pouzivat
druhy charakteristické pro vegetaci piivodni, tj. vegetaci pattici k bodu 1.

Pti zachovani tradi¢nich zpiisobti hospodareni je mozno navracet tzv. vegetaci specidlni
na policka aredlu ValaSské dédiny. Cilem je prezentovat v rdmci naSich moZnosti sortimenty,
které byly spojeny s obyvatelstvem a pfedevsim regionem Valasska.

Pti zachrané starych a krajovych odriid ovocnych dievin se fesi:
1. Nalezeni vhodného stanovisté pro dalsi vysadby, skloubeni stanovistnich pozadavku
se zamery urbanismu.
2. Nedostacujici pocet vysazenych jednotlivych kultivard. Tento problém je mozno fesit
zalozenim dislokovaného sadu s duplicitnim sortimentem.
3. Dalsi pomologicka testace. Ne vSechny sbéry z terénu byly fadn€ urceny vlivem stafi
stromtl a degradace ploda odrtdy.
4. Pokracovani polniho pozorovani vlastnosti odrid s moznym zdmérem vyuziti pfi
Slechténi.
Dalsi sbér v terénu pro obohaceni stavajiciho sortimentu.
Zalozeni ovocné Skolky pro pfipravu vysadbového materialu.
7. Vyuziti ovoce pfi tradi€nim zpracovavani v rdmci programil valasského muzea.

SN
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Tab. 1

Sortiment starych krajovych a lokalnich odrid ovocnych dievin péstovanych ve ValaSském

muzeu v prirodé

Odrtida Poznédmka Odrtda Poznédmka
Jabloné

Brodsky hranéac oo Nachové sladé .
Dubicka reneta o Padolnice o
Dvorcinka o Panusky oo
Funtove . Pectivky .
Gdénsky hranac . Plesnik o
Gravstynskeé . Podstranky oo
Hrabové . Roznovské citronové .
Hrantvky o Rehtac soudkovity o

Jaderni¢ka — Roznov

Sivula

Jadernicka moravska . Skalicka hrabivka oo
Jaderni¢ka — Roznov . Slezsky Spicak o
Jadernitka — Rtizd’ka . Smuriivka .
Jadernicka — Vigantice . Stépuivky .
Jadernicka - ZaSova . Tvartizek o
Jeptiska oo Valdivky oo
Kocici hlavy . Valinek oo
Kozené . Vilémovo oo
Kropénka . Vindlik oo
Libinské [ 1] Vinka [ 1]
Lopské . Vlasatice o
Medtvka . Zrostliky .
Misenské . Zluté slade .
Muthauptovo . Zopské oo
Hrus$né

Dlouhacka ° Pstruznice o
Dule . Sidlenka o
Jakubinky . Stigrméarka o
Krvavka . Tatarka .
Ovesnice o Vodnacky o
Ovesnicky . Zlutaia .
Slivoné

Anicka . Valasska trnecka o

Bila trnecka

Svestka doméci — typy

Poznamka: e dochovana ve vysadbach Valasského muzea v ptirod¢
ee nedochovana ve vysadbach Valasského muzea v piirodé
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Tab. 2

Vybeér sortimentu polnich, technickych a zahradnich plodin péstovanych v intravilanu objektt

Valasského muzea v ptirode

Polni plodiny (vybér sortimentu)

Poznamka

Setaria italica ssp. germanica (Mill.) Kunth. — bér vlassky

Setaria italica ssp. germanica (Mill.) Kunth. — bér vlassky (Cervena forma)

Secala cereale L. spec. jafina, Zito

Avena L. spec. — oves , smés ekotypil

Fagopyrum tataricum (L.) Gértn. — tatarka

Fagopyrum esculentum Moench. — pohanka

Secala cereale f. multicaule Metzg. — kiibice, zito

Cicer arietinum L. — cizrna berani

Agrostemma githago L. - koukol polni

Triticum dicoccum. Schrank. — pSenice dvouzrnka

Consolida regalis Gray. — ostrozka stracka

Hordeum vulgare subsp. distichon var. nudum. L. — gengel, jeCmen

Hordeum vulgare subsp. vulgare var. coeleste. Wib. — Spalda

Panicum miliaceum L. cv. Hanackd mana — proso

Papaver rhoeas L. — vI€i mak

Secale cereale L. sp. — zito

Digitaria sanquinalis (L.) — rosi¢ka

Brambory (vybér 6 odrid)

Technické a botanické druhy rostlin (vybér sortimentu)

Malus sylvestris Miller (S.)

Mentha pulegium L.

Pyrus pyraster Burgsd.

Elsholtizia ciliata (Thunb.) Hyl. — klasnatka brvita

Meum athamantikum Jacq. — koprnik §tétinolisty

Myrrhis odorata (L.) Scop. — ¢echfice vonna

Rubia tinctorum L. - mofena barvirska

Aromatické a 1é¢ivé rostliny (vybér sortimentu)

Althaea officinalis — proskurnik 1ékaisky

Angelica archangelica — and¢lika Iékatska

Artemisia absinthium — pelynék pravy

Pulmonaria officinalis — plicnik 1¢kaisky

Calendula officinalis — mésicek 1ékatsky

Lavandula angustifolia — levandule 1ékatska

Mentha sp. — maty

Melissa officinalis — meduiika Iékatska

Hrnkové rostliny (vybér sortimentu)

Pelargonie (P. grandiflorum) kolekce sortimentu

8 polozek

Pelargonie (P. zonale) — kolekce sortimentu z let 1877 — 1930

12 polozek

Fuchsie - kolekce sortimentu z let 1869 — 1972

30 polozek

Poznamka: e péstovano v intravilanu objektti Valasského muzea v pfirodé
ee poCita se s péstovanim do budoucna
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Zéavérem mi dovolte pfipomenout néco malo z uspéchti problematiky zachovavani
kulturnich rostlin ve Valasském muzeu v ptirodé. Béhem jednotlivych Valasskych roki
(celorocni programova nabidka) jsou nami vypéstované plodiny piimo vyuzivany pfi
programech muzea a navstévnik ma moznost se seznamit nejen s plodinou, ale s jejim dalSim
poskliziiovym zpracovanim (len — podzimni ptéstky; pohanka — Spicovani na mlynci; kiibice
— vyroba oSatek; boryt barvifsky — barveni Inéného platna; 1éCivé a aromatické rostliny —
demonstracni bylinné vonné a l1é€ivé smési; podzimni vystavy; obiloviny — melivo na mouku,
tradi¢ni zpiisoby vymlatu, pfiprava tradi¢nich vala$skych pokrmil; ovoce — suSené kiizaly,
hruskova a Svestkova povidla; slama — zimni zatepleni chlévi, uli; atd.).

Podékovani
Na zavér dékuji institucim, které ndm v rdmci spoluprace pomahaji obnovovat sortimenty
tradi¢nich zemédelskych plodin.

- Vyzkumny tstav bramboratsky, Havlickiv Brod

- Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita, Brno

- Vyzkumny tstav rostlinné vyroby — Narodni genova banka, Praha — Ruzyné

- OSEVA PRO s.r.0., Vyzkumna stanice travinarska, Zubti

Kontaktni adresa autora
Mgr. Radoslav VIk, Ph.D., Valasské muzeum v ptirod¢, Palackého 147, 756 61 Roznov pod
Radhostém, E-mail: vik@vmp.cz

101



wDostupnost a vyuzivani genetickych zdrojii rostlin a podpora biodiversity“ OSEVA PRO Zubri 2004

Obnova biodiverzity lu¢nich porosti v CHKO Bilé Karpaty
Ivana Jongepierové', Jonathan Mitchley?, Pavel Sramek’, Magdalena Sevéikova®

'Sprava CHKO Bilé Karpaty, Luhacovice
*Wye College University of London, Wye, UK
30SEVA PRO s. r. 0., Vyzkumna stanice travinarska, Zubri

Souhrn

Priprave regionalnich travobylinnych smési je v Bilych Karpatech vénovana pozornost jiz vice
nez 10 let (JONGEPIEROVA et al. 2003, 2004) a doposud jimi bylo zatravnéno kolem 200 ha orné
pudy. Zpocatku nebyly Zadné zkusenosti s péstovanim lucnich druhi, ani pripravou smési. Hledalo se
reSeni pro a) efektivni zpuisob mnozeni planych komponent zajistujici dostatecné mnozstvi semen, b)
stanoveni optimalniho pomeéru trav a bylin ve smésich odpovidajiciho slozeni mistnich porosti a c)
vhodny zpiisob vysevu porostii s vysokou druhovou diverzitou. V roce 1999 byl zahdjen rozsahly pokus
v Malé Vrbce, jehoz cilem je najit optimalni a ekonomickou metodu zalozeni druhové bohatych luk na
orné puide.
Klic¢ova slova: regiondlni smés, travy a byliny, péstovani lucnich druhi

Summary

More than 10 years has been paid attention to the production of regional grass/herb seed
mixtures in White Carpathian Mts. (JONGEPIEROVA et al. 2003, 2004). At about 200 ha of arable
land was sown by this mixture up to now. There were no experiences with seed propagation of
meadow herb species or preparation of local grass/herb seed mixtures at the beginning. The aim of
efforts was to find suitable way of a) effective cultivation and harvest methods, to provide sufficient
seed amount, b)optimal proportion between grasses and herbs in the seed mixture corresponding with
local grasslands and c) establishment to increase sward biodiversity. The large project targeted to the
optimal and economical method to establish species-rich meadows based on local plant species on
arable land started at 1999 in Mala Vrbka.
Key words: regional seed mixtures, grasses and herbs, meadow species propagation

Uvod

Na projektu spolupracuje od zaéatku nékolik organizaci: ZO CSOP Bilé Karpaty,
Botanickd sekce pii Spravé CHKO Bilé Karpaty, Vyzkumna stanice travindiska Zubfi,
Masarykova univerzita Brno, Mendelova zeméd¢lska a lesnickd univerzita (MZLU) Brno. K
pokustim nad Malou Vrbkou pfibyl navic Botanicky ustav Akademie véd CR Tiebon a
predevsim fada zoologti. Cilem pokusu je totiz nejen zjistit chovani rostlin, ale 1 to, jak jsou
zaluénéné plochy osidlovany Zivo¢ichy. Né&kolik odborniki z Ustavu padni biologie
Akademie véd CR Ceské Budg&jovice sleduje edafon, dali odbornici (Moravské zemské
muzeum Brno, Karlova univerzita Praha, Masarykova univerzita Brno) se zabyvaji kfisy,
merami, ploSticemi, mravenci, stfevliky a sekaci.

Metodika prace

ZaloZeni pokusu

Na vychodnim svahu vrcholu Vyzkum (439 m n.m.), v nadregiondlnim biocentru
Certoryje v k.ii. Mal4 Vrbka o celkové vyméfe cca 3 ha byly zalozeny pokusné plochy. V 70.
letech byl tento pozemek rozordn a zbaven vzrostlé lemové vegetace a az do poloviny roku
1998 vyuzivén jako ornd pida.

Ve spolupraci CSOP Bilé Karpaty a VST Zubii bylo dne 15. dubna 1999 na souvislém
3 ha honu orné pidy vytyc¢eno celkem 16 pokusnych parcel, kazdd o rozmérech 20 x 55 m.
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Pted vlastnim vysevem bylo pole 2x povladCeno a tim zbaveno vyrtstajicich pleveli. Pro
pokus byly zvoleny 4 typy zalu¢néni, kazda ve 4 opakovénich:

1. regiondalni smés celoplo$né

2. regionalni smés v pasu 5 m, zbytek ponechan samovolné sukcesi

3. regionalni smés v pasu 5 m, zbytek zalu¢nén jetelotravni komercni smési
4. ponechan thor

Zakladem regionalni smési jsou travy (90 %), vice nez polovinu tvoti Bromus erectus, v
mens$im mnozstvi je pfiddna Festuca rubra, F. rupicola, Anthoxanthum odoratum, Poa
angustifolia, Briza media, Koeleria pyramidata. Byliny jsou zastoupeny 10 %, ztoho
jeteloviny 2,6 % - Anthyllis vulneraria, Trifolium montanum, Trifolium rubens, a ostatni
byliny 7,4 % - Betonica officinalis, Campanula glomerata, Centaurea jacea, C. scabiosa,
Cirsium pannonicum, Galium album, Galium verum, Helianthemum grandiflorum,
Hypericum perforatum, Inula salicina, Leontodon hispidus, Leucanthemum vulgare, Plantago
lanceolata, Prunmella laciniata, P. vulgaris, Salvia verticillata, Tanacetum corymbosum,
Tragopogon orientalis. Nedopatienim byl do smési pfidan i jednoro¢ni ohrozeny plevel

Ranunculus arvensis, ktery byl vSak jen vzacné nalézan pfi monitoringu v roce 2000.
Vysevek byl 20 kg/ha.

Byliny - 17 druhi % |Travy — 7 druhu %

Betonica officinalis 0,5 |Anthoxanthum odoratum 2,5
Campanula glomerata 0,2 |Briza media 3,1

Centaurea scabiosa 0,7 |Bromus erectus 55,8
Cirsium pannonicum 0,5 |Festuca rubra + rupicola 15,0
Galium verum 0,2 |Koeleria pyramidata 3.8
Helianthemum ovatum 0,2 |Poa angustifolia 9,8
Hypericum perforatum 0,4 |Travy celkem 90

\Inula salicina 0,1

Jacea pratensis 1,6

Leontodon hispidus 0,3

Leucanthemum vulgare 0,3

Plantago lanceolata 0,3

Prunella laciniata 0,3 |Jeteloviny - 3 druhy %

Ranunculus arvensis 0,3 |Anthyllis vulneraria 0,3

Salvia verticillata 0,4 |Trifolium montanum 0,7

Tragopogon orientalis 0,7 |Trifolium rubens 1,6

Byliny celkem 7,4 |Jeteloviny celkem 2,6

Monitoring

Podle schématu zalozeni pokusnych ploch bylo na kazdé ploSe zalozeno 10 (plochy
s regionalni smési nebo uhorem bez stiedového pasu - typ 1., 4.) nebo 15 (plochy se
sttedovym pasem regionalni smési, po stranach kulturni travy ¢i thor - typ 2., 3.) trvalych
Ctverct o velikosti 1,5 x 1,5 m, v kazdém odlisném pasu 5 (celkem 200 ploch). Kromé poctu
druhii byla stanovovéna také pokryvnost na zakladé procentického zastoupeni. Terénni
vyhodnoceni probihalo v letech 2000 - 2005 vzdy v prvni poloviné Cervna za pomoci fady
spolupracovnik.
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K vyhodnoceni kolonizace ze stfedovych past byly v letech 2001 - 2004 sledovany
transekty. Sledovani probihalo na 8 pokusnych plochach se sttedovym pasem. Transekt byl
vyty¢en uprostied plochy, kolmo na stiedovy pas, vzdy do vzdalenosti 7,5 m od stfedového
pasu, takze na kazdé strané bylo hodnoceno 5 ctvercti velikosti 1,5 x 1,5 m, které byly
rozdéleny na ctvrtiny (podctverce). V kazdém podctverci byla zaznamendvana prezence
regionalnich druhi trav a bylin.

Management ploch

Vzhledem k tomu, Ze v roce 1998 byla na poli pSenice, kterd 1 v roce 1999 hojné
vyrustala na celé ploSe, bylo nutné zacatkem Cervence pokosit horni ¢ést stébel, aby se
zamezilo dalSimu vysemenéni. Vzhledem k velkému suchu v prubéhu letnich mésici a
nizkému zapleveleni, byla v roce 1999 odplevelovaci se¢ provedena az koncem zafi.

V dalSich letech byly vzdy po skonceni botanického monitoringu pokoseny plochy
s komer¢ni smési a thory, regiondlni smés byla ponechdna na vysemenéni. Béhem srpna ¢i
zaii pak byla kosena bud’ cela plocha, nebo v sussich letech pouze plochy s regionalni smési.

Vysledky a diskuse

Botanicky monitoring

Botanickym sledovanim bylo zjiSténo, ze se vSechny vyseté druhy trav a jetelovin na
plochich a v pasech sregiondlni smési v porostu uplatnily, z bylin nevzesly pouze Inula
salicina a Helianthemum grandiflorum. Pti péstovani v matecnych porostech se ukdzalo, Ze
oman hute kli¢i, coz mohlo byt také diivodem jeho neuspéchu na pokusné plose. Zvlastnim
pfipadem je devaternik, ktery velice dobfe rostl v mateénych porostech, ale v zadné
z vysetych smési v oblasti Bilych Karpat kromé jednoho ptipadu nevzesel.
Nebyly zjistény zaddné vyznamné rozdily ve frekvenci nebo pokryvnosti regiondlni smési
vyseté na vétsi plose €i v pasech (graf' 1, 2).
erectus, Festuca rupicola, Poa angustifolia a Briza media které dosahovaly 100 % frekvence
vyskytu. Naopak tradvou snizkou frekvenci se stala Anthoxanthum odoratum. Z bylin
nejvyssich frekvenénich hodnot dosdhly Centaurea jacea, Plantago lanceolata a Prunella
vulgaris. Naopak nejvzacnéji se vyskytovaly Anthyllis vulneraria, Leucanthemum vulgare a
Salvia verticillata.

Celoplos$ny vysev RS Pasovy vysev RS do Péasovy vysev RS
307 obchodni luéni smési do thoru

ONevyseté
druhy

Hvyseté
byliny

Pocet druht

Hvyseté
travy

2000 2001 2002 2004 2000 2001 2002 2004 2000 2001 2002 2004

Graf 1 Pocet druhti na vysetych plochach regionalni smési
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Graf 2 Pokryvnost druhti na vysetych plochach regionalni smési

V 5. roce dosahovala pokryvnost regionalni smési 90 %, primérny pocet vysetych
druhii trav a bylin na sledovanych plochach byl kolem 16 druhd, coz je méné nez
v predchazejicich letech. Snizeni Cetnosti 1 pokryvnosti v roce 2004 bylo ziejmé zptsobeno
vétrnou erozi na jare 2004, kdy doslo k zasypéni prevazné ¢asti pokusné plochy 10 - 20 cm
vrstvou navaté hliny. Rozdily v Cetnosti u jednotlivych druhti byly zptsobeny rozdilnym
mnozstvim semen pii vysevu, rozdilnou kli¢ivosti i schopnosti uplatnéni v porostu.

Ve variant¢ s kulturnimi trdvami hojné do prosttedniho péasu s regiondlni smési
invadoval Trisetum flavescens. Naopak zpasu sregiondlni smési se do kulturnich trav
rozsifily nékteré regionalni travy (Festuca rupicola, Anthoxanthum odoratum, Bromus
erectus) a byliny (Centaurea jacea, Leontodon hispidus, Prunella vulgaris, Tragopogon
orientalis, Prunella laciniata, Anthyllis vulneraria, Trifolium montanum a T. rubens).
Z regiondlniho pasu se sem nerozsifilo 9 druht bylin a 2 travy. Rychlost rozsifovani druht
z regionalni smési vyseté v prostiednich pasech do okolni vegetace s kulturnimi travami je
znazornéna na grafu 3.
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Graf 3. Sifeni luénich druhii z pasi regionalni smési do thorového okoli

105



wDostupnost a vyuzivani genetickych zdrojii rostlin a podpora biodiversity”“ OSEVA PRO Zubri 2004

Ve tfeti varianté se v bo¢nich pasech s thorem objevily druhy kulturnich i1 regionalnich trav,
nejhojné&ji Arrhenatherum elatius, Bromus erectus, Trisetum flavescens, Festuca rubra, F.
rupicola. Z bylin nejvyssi frekvence vyskytu dosahly Plantago lanceolata, Centaurea jacea,
Leontodon hispidus, Prunella vulgaris. Naopak jen n€kolikrat byly zaznamenany Prunella
laciniata, Tanacetum corymbosum, Tragopogon orientalis, Galium verum a Centaurea
scabiosa. Jedna trava a deset druhi bylin nebylo v tthoru viibec zaznamenéano. Rychlost
rozSitovani druhti z regiondlni smési vyseté v prosttednich pasech do okolniho thoru je
znazornéna na grafu 4.
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Graf 4. Sifeni lucnich druhti z past regionalni smési do okolniho lu¢niho porostu

Na tthoru ve ¢tvrté varianté se témet ve vSech plochach objevil Arrhenatherum elatius,
CastéjSimi trdvami byly také Trisetum flavescens, Festuca rupicola a Bromus erectus. Na
tretiné ploch byly zaznamenany byliny Plantago lanceolata, Centaurea jacea, Leontodon
hispidus a Prunella vulgaris. DalSich 5 druhl (Galium album, G. verum, Prunella laciniata,
Tragopogon orientalis a Trifolium rubens) se objevilo jen na nékolika plochach. Na zadné
z ploch nebyla zaznamendana jedna regionalni trava (Anthoxanthum odoratum) a 10 bylin.
Cetnost a pokryvnost plevelti se bdhem celé doby sledovani snizovala a postupné se
zvySovala pokryvnost a Cetnost dalSich nevysetych luénich druhi, které se sem samovolné
dostavaly z okoli.

Zavér

Pétileté sledovani ukazalo uspéSnost vzchazeni jednotlivych druht a osidlovani ploch
rostlinami i zivo¢ichy. Lu¢ni druhy regionalni smési se dobie uchytily na plochéach i v pasech,
navic nékteré luéni druhy se rozsitily z pasi do okolnich ploch (11 z 19 bylin). Vice druhi a
semenacku se rozsifilo do thort nez do ploch s komerénimi travami. Kolonizace se zvysila
postupem casu. Z dosazenych vysledkil vyplyva, Ze nejen celoploSnym vysevem, ale i
vysevem v pasech je mozné vytvoftit louku, je k tomu vsak tfeba del§iho obdobi.

Podékovani

Projekt byl podpofen Ministerstvem Zivotniho prostfedi CR a Grantem GACR ¢.
26/02/003600.
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Sbérové expedice — cilené sbéry za icelem uchovani biodiverzity krajovych forem
kulturnich rostlin a piibuznych planych druhu

Tomas§ Vymyslicky, Jan Pelikan, Pavlina Gottwaldova, Jan Ned¢lnik
Vyzkumny ustav picninarsky, spol. s r. o. Troubsko

Souhrn

V roce 2004 se konaly dvé mezindrodni sbérové expedice: v Ceském Stiedohori a na Murdriské
planiné. Byly zaméreny na priuzkum a sbér genetickych zdrojii rostlin, zejména z xerothermnich
travniku, které jsou zajimavé jednak z pohledu Slechténi, tak i z pohledu ochrany prirody. Celkem bylo
béhem obou expedic sebrano 261 vzorkii rostlin. Semenné vzorky budou uloZeny v genové bance
v Praze a budou pouzity v navazujicich projektech a popripadé na posileni lokalnich populaci
ohrozenych druhu rostlin.
Klicova slova: sbery semen, konzervace biodiverzity, plané druhy, sbérové expedice, Chrdnénd
krjinna oblast Ceské Stiedohori, Narodni park Murdiiska planina

Summary

Two international collecting missions were realized in Ceské Stiedohoii Mts.(Czech Republic)
and Murarniska planina (Slovakia) during the year 2004. They were targeted to plant genetic resources
collecting, mainly those growing in xerotherm  grasslands and interesting for breeding and
landscaping purposes. Altogether 261 plant samples were gathered during both collecting missions.
Seed samples will be located in the gene bank storage RICP Prague and they will be used as material
for future related projects or could be used as seed source for re-introduction of endangered species
and local populations.
Key words: seed collecting missions, biodiversity conservation, wild species, Protected Landscape
Area Ceské Stiedohoii, National Park Murdriska planina

Sbérové expedice jsou spolecné organizované sbéry generativnich a vegetativnich casti
zdjmovych druht rostlin. Jsou vzdy soustfedény do urcité oblasti (pohoti, chranéné uzemi,
floristickd nebo fytogeografickd oblast). Konaji se bud’ domaci nebo i zahrani¢ni expedice
(podle Casovych a finan¢nich moznosti zuCastnénych organizaci). VétSinou se konaji 2
expedice ro¢né, trvajici cca 5 — 7 dni.

V piedstihu pted vlastnim kondnim expedice je tfeba organiza¢né zajistit expedici
(termin, ubytovani, povoleni ke sbérim, doprava). Nasleduje reserse literarnich a herbairovych
pramentl (pfipadné konzultace s odborniky — nejcastéji botanici ze spravy CHKO, NP aj.),
vybér vhodnych lokalit ke sbérim a napldnovani podrobného programu celé expedice. V
terénu se pak na kazdé lokalit¢ provede urceni polohy podle turistické mapy, zaméteni
zemepisnych soufadnic a nadmoiské vySky pomoci GPS. Nasleduje vyhledani z4djmovych
druhti na lokalité a sbér semen nebo vegetativnich ¢asti.

Neznamé rostliny jsou s pomoci urcovaciho klice determinovany. Sbér se provadi
pokud mozno v dostateném mnozstvi, ale tak, aby v pfipadé¢ ohrozené¢ho druhu nebyla
poskozena jeho populace. Kazdy sebrany vzorek je zapsan do sbérové databaze a ma své
eviden¢ni €islo. Semenné vzorky jsou vycistény a posléze jsou uloZzeny v Genové bance ve
Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, Praha-Ruzyné. Dale budou vzorky vyuzity v
navazujicich projektech a také v ochrané piirody pii reintrodukcich nebo posilovani
oslabenych populaci ohrozenych druhti rostlin.

V letech 2004 a 2005 se Cesko-Slovenské expedice konaji v ramci Brojektu ,,Prizkum,
vyuziti a ochrana diverzity netradi¢nich genetickych zdrojii rostlin v Ceské a Slovenské
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republice. Jedna se o projekt dvoustranné spoluprace, administrovany pod ¢islem 156 u
Asociace inovaéniho podnikiani CR a financovany Ministerstvy Skolstvi, mladeze a
télovychovy CR a SR. Ugastnici projektu jsou z &eské strany VUP Troubsko, ze slovenské
strany pak VURV Piestany, VUTPHP Banské Bystrica a SPU Nitra.

V roce 2004 se u ramci dvoustranné Cesko-slovenské spoluprace uskutecnily dvé sbérové
expedice: Ceské Stiedohoii a Muratiska planina. Expedice byly zamé&feny na priizkum a sbér
genetickych zdrojt rostlin, zajimavych jak z oblasti Slechténi a zemédélstvi obecné, tak 1 z
hlediska zachovéani biodiverzity a ochrany pfirody. Expedici se zucastnili odbornici z
Vyzkumného ustavu Picninaiského, spol. s r. o., Troubsko, OSEVY PRO, spol. s r. 0. —
Vyzkumné stanice travinaiské, Roznov-Zubii, Vlastivédného muzea Olomouc — Banky
semen ohrozenych druhli, Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby Praha-Ruzyné — pracovisté
Olomouc, Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby Piestany, Slovenskej polnohospodarskej
univerzity Nitra a Vyskumného tustavu travnych porastov a horského pol'nohospodarstva
Banska Bystrica.

1) Ceské Sti‘edohoii

Chranéna krajinna oblast Ceské Stiedohoii se rozprostird na severozapadé Cech, na
obou biezich feky Labe. Pro Ceské Stfedohoii jsou typické kuzelovité tvary kopcil, které byly
vytvofeny behem tietihorni sopecné ¢innosti. Tato Cinnost vytlacila vyvieliny ¢edicového
typu a zné€lce do tvaru kup a ptikrovi, které tvoti v tomto izemi charakteristicky reliéf. Diky
velké rozmanitosti ptirodnich podminek je Ceské stfedohofi jedna z nejbohatsich oblasti na
mnozstvi druhfi rostlin v Ceské republice. Charakteristicka jsou predevsim teplomilné stepni
spoleCenstva a spoleCenstva suti. Na tyto spolecenstva je vazany vyskyt nékolika desitek
druhtl, které jsou v Ceské republice kriticky nebo silné ohrozené. Diky vhodnym piirodnim
podminkam bylo Ceské stiedohoii velmi brzy osidleno a kultivovano ¢lovékem. Vliv ¢lovéka
je intenzivni i dnes, proto je ochrana ohroZenych druhti rostlin a piirody v CHKO Ceské
sttedohofti velmi diilezita.

Sbérova expedice se konala od 18. 7. do 23. 7. 2004. Zucastnilo se ji 16 ucastniki
(dvanact z Ceské republiky a &tyfi ze Slovenské republiky). Expedice byla zaméfena na
prizkum a sbér genetickych zdroji zdejsi (zejména xerothermni) flory jak na sopecnych
hornindch (vlastni kopce sope¢ného ptivodu), tak i na sprasich a opukach (Gpati téchto
kopctl). Byly vybrany lokality jak v teplé a suché jihozapadni, tak i v chladnéjsi a vlhéi
severovychodni ¢asti CHKO. Celkem bylo shromdzdéno 156 semennych a vegetativnich
vzorkl rostlin.

Navstivené lokality v CHKO Ceské Stiedohoii a v bezprostiednim okoli (tabulka 1):
Ostry (1), Oblik (2), Kamenna slunce (3), MileSovka (4), Bore¢ (5), Hradistanska louka (6),

Radobyl (7), Plesivec (8), Kalvarie (9), Bilé stran€ (10), Lovos (11), Rana (12), Hradisté pod
Mentaurovem (13), Babinské louky (14).
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Tab. 1

Seznam vzorkdi shromazdénych pracovniky VUP Troubsko pii sbérové expedici Ceské

Stiedohoti 2004 (63 vzork)

Lokalita 1
1 Saxifraga rosacea

Lokalita 7
49 Trifolium campestre

Lokalita 2
4 Trifolium alpestre
5 Trifolium medium
6 Astragalus exscapus
7 Tetragonolobus maritimus
8 Vicia tetrasperma
9 Muscari tenuifolium
10 Pyrethrum corymbosum

50 Medicago falcata

51 Astragalus austriacus

53 Dianthus carthusianorum agg.
60 Vicia hirsuta

61 Medicago lupulina

62 Lotus corniculatus

63 Astragalus cicer

64 Vicia angustifolia

Lokalita 3

20 Astragalus austriacus
21 Astragalus exscapus
22 Oxytropis pilosa

23 Linum austriacum

65 Trifolium medium
66 Vicia cracca

67 Lathyrus nissolia
68 Salvia nemorosa

Lokalita 11

108 Trifolium alpestre

109 Trifolium arvense

110 Trifolium campestre

112 Dianthus carthusianorum agg.

Lokalita 12

120 Trifolium repens

121 Medicago lupulina

122 Astragalus austriacus

123 Tetragonolobus maritimus
130 Dianthus carthusianorum agg.
138 Medicago falcata

139 Verbascum phoeniceum

Lokalita 13

Lokalita 8

Lokalita 4
Nebyly sebrany zadné vzorky

77 Trifolium repens
78 Trifolium arvense

Lokalita 5
33 Trifolium alpestre
34 Vicia hirsuta

35 Saxifraga rosacea

79 Trifolium campestre

141 Vicia hirsuta

142 Trifolium medium
143 Trifolium campestre
144 Vicia cracca

Lokalita 9
85 Medicago falcata
86 Salvia nemorosa

145 Vicia tetrasperma
148 Rhinanthus alectorolophus

Lokalita 14

Lokalita 6

40 Trifolium alpestre
41 Trifolium medium
42 Rhinanthus minor
43 Trollius altissimus

Lokalita 10

90 Lathyrus pratensis

91 Vicia cracca

92 Lotus corniculatus

96 Scorzonera hispanica
97 Pyrethrum corymbosum
98 Salvia pratensis

99 Dictamnus albus

153 Trollius altissimus
154 Colchicum autumnale

2) Murariska planina

Nérodny park Muraiiskd planina se nachdzi na jihovychodé Slovenska, jizn€ od feky
Hronu. Cela oblast je tvofena vadpencovymi horninami. Pro Murafiskou planinu jsou typické
vapencové ploSiny a hluboka kanonovita udoli potokl a fek se skalnimi vychozy. Flora je
velmi bohatd, s vyskytem jak stepnich druh na skalnich vychozech, tak i horskych a
podhorskych druhti na loukadch na ploSinach. Muranska planina je znama ptedevsim diky
vyskytu endemického druhu Iykovce slovenského (Daphne arbuscula) na prudkych
skalnatych svazich. Vliv ¢lovéka na pfirodu je zde pomérné maly, dodnes je tato oblast
osidlena jenom na okrajich planiny, jadro Gizemi tvoii mozaika lesnich a lu¢nich spolecenstev,
na skalnatych svazich pak 1 skalnich stepi.

Expedice se konala od 10. 8. do 14. 8. 2004. Expedice se ztcastnilo 8 ucastnikd (Ctyfi
z Ceské republiky a &tyfi ze Slovenské republiky). Expedice byla zaméfena na priizkum a sbér
genetickych zdrojii zdejsi teplomilnou stepni a luéni floru a na vegetaci podhorskych luk na
vapenci. Pro sbéry byly vybrany jak xerothermni lokality v nizSich polohach, tak i podhorské
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a horské louky na ploSinach v polohach nad 1000 m n. m. Celkem bylo shroméazdéno 105
semennych a vegetativnich vzorki rostlin.

Navstivené lokality v CHKO Muranska planina a v bezprostfednim okoli (tabulka 2):

Podhrad (1), Cremosné (2), Biele vody (3), Zadny Vohai (4), Predny Vohai (5), Tesna skala
(6), Za hutou (7), Studna (8), Velka lika (9), Pod skalou (10), Muran (11), Randavica (12),
Zabica (13), Paseky (14).

Tab. 2
Seznam vzorkt shromazdénych pracovniky VUP Troubsko pii sbérové expedici Muran 2004
(61 vzorku)

Lokalita 1

1 Trifolium campestre
2 Lotus corniculatus
3 Medicago falcata

4 Stachys germanica

Lokalita 5
41 Anthyllis vulneraria
42 Trifolium montanum

Lokalita 2

8 Vicia cf. sepium
12 Salvia verticillata
13 Malva moschata

Lokalita 6

46 Trifolium pratense

47 Plantago lanceolata
49 Colchicum autumnale

Lokalita 12

84 Trifolium repens

87 Carum carvi

88 Colchicum autumnale

Lokalita 7
50 Trifolium repens

Lokalita 3

16 Astragalus cicer

17 Trifolium medium
18 Securigera varia

19 Lotus corniculatus
20 Astragalus glycyphyllos
21 Medicago falcata
22 Trifolium montanum
24 Plantago media

26 Salvia pratensis

27 Salvia verticillata

Lokalita 8

54 Trifolium montanum
55 Anthyllis vulneraria
56 Trifolium repens

Lokalita 13

89 Securigera varia

90 Medicago falcata

91 Trifolium repens

92 Leontodon hispidus
93 Plantago lanceolata
94 Plantago major

95 Tragopogon orientalis

Lokalita 9
60 Trifolium montanum
65 Rhinanthus minor

Lokalita 4

31 Trifolium repens

32 Trifolium montanum
33 Trifolium pratense

35 Leucanthemum vulgare
39 Plantago media

40 Colchicum autumnale

Lokalita 10

67 Trifolium medium
68 Lotus corniculatus
70 Medicago lupulina
71 Carum carvi

72 Leontodon hispidus
73 Rhinanthus minor

Lokalita 11

75 Trifolium repens
76 Gentiana cruciata
77 Bunias orientalis

Lokalita 14

99  Lotus corniculatus

100 Trifolium medium

101 Trifolium montanum

102 Vicia cracca

103 Dianthus carthusianorum
104 Inula salicina

105 Salvia verticillata

Podékovani

Tyto vysledky jsou soucasti projektu ,,Prlizkum, vyuziti a ochrana diverzity netradi¢nich
genetickych zdroji rostlin v Ceské a Slovenské republice”, administrovaného pod &islem 156
u Asociace inova¢niho podnikdni CR a financovaného Ministerstvy Skolstvi, mladeZe a
télovychovy CR a SR.
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Konzervace a vyuZivani genetickych zdroji v CR - zlepSeni jejich dostupnosti a sdileni
prospéchu

Ladislav Dotlacil, Zden¢k Stehno, Iva Faberova

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha

Souhrn

Projekt “Podpora biodiversity/Zhodnoceni potieby pri budovani kapacit: Pristup ke genetickym
zdrojiim, rozdélovani prospéchu z jejich vyuziti, konzervace a setrvalé vyuzivani biodiversity vyznamné
pro zemédelstvi, lesnictvi a vyzkum”, jeho struktura, cile a ocekavané vystupy jsou strucné popsany.
Projekt zahrnuje genetickou diversitu v ramci riiznych oborii. Hlavnim cilem projektu je odhadnout a
analyzovat soucasny stav genofondit a zhodnotit pristup ke genetickym zdrojium kulturnich rostlin,
lesnich drevin a zemédélskych zvirat, ale i genetickych zdrojit v botanickych a zoologickych zahradach
v CR.. Na zdkladé zjisténych potieb budou navrzeny efektivni metody vedouct k lepSimu zpFistupnént
genetickych zdrojit a rovnopravnému sdilent prospéchu z nich.
Kli¢ova slova: genetické zdroje, pristup ke genetickym zdrojum, sdileni prospéchu

Summary

Structure, objectives and expected oucomes of the project “Biodiversity Enabling Activities/
Assessment of Capacity-building Needs: Access to Genetic Resources and Benefit—sharing,
Conservation and Sustainable Use of Biodiversity Important for Agriculture, Forestry and Research”
are briefly described and genetic diversity within particular gene pools is discussed. Main goal is to
estimate and analyze present status of gene pools and an access to genetic resources of cultivated
crops, forest trees and farm animals as well as genetic resources in botanical and zoological gardens
in the Czech Republic. Gaps will be identified and effective measures should be proposed to increase
access to plant genetic resources and benefit sharing.
Key words: genetic resources, access to genetic resources, benefit sharing

Ministerstvo Zivotniho prostfedi CR bylo povéieno fesenim mezinarodniho projektu
UNEP/GEF 2328- 2716- 4786:* Biodiversity Enabling Activities/ Assessment of Capacity-
building Needs: Access to Genetic Resources and Benefit-sharing, Conservation and
Sustainable Use of Biodiversity Important for Agriculture, Forestry and Research”
(,,Zhodnoceni potifeby pii budovani kapacit: Pristup ke genetickym zdrojim a sdileni
prospéchu zjejich vyuziti, konzervace a setrvalé vyuzivani biodiversity vyznamné pro
zemédélstvi, lesnictvi a vyzkum - Ceska republika“ - koordinator Ing. Milena Roudna, MZP).
Doba feSeni projektu je planovdna na 15 meésict (srpen 2004 — fijen 2005) a feSeni je
rozdeleno do dvou tematickych okruhi:

1. Dostupnost genetickych zdroju a sdileni prospéchu z jejich vyuzivéani

2. Soucasny stav genofondii v CR, jejich evidence a konzervace

Projekt se zamétuje na pomérné Siroké spektrum genetickych zdroju rostlin a zvifat shrnuté
do nésledujicich skupin:

a)  Genetické zdroje zemédélskych plodin (polni a zahradni plodiny, priamyslové
plodiny, 1é¢ivé a aromatické rostliny, vybrané okrasné rostliny)

b)  Genetické zdroje lesnich dievin (soubory reprodukéniho materialu vSech druhii
dfevin, regiondlnich, lokéalnich i vySlechténych populaci pro obnovu lesa a
zalesiiovani a pro potfeby lesnického vyzkumu)

¢)  Genetické zdroje rostlin v botanickych zahradach (Siroky sortiment rostlinnych
taxont, ktery zahrnuje jak plané druhy rostlin, tj. druhy vyskytujici se ve volné
ptirodé, tak i péstované druhy, tedy kulturni rostliny nejriznéjSich druht, véetné
jejich kultivart)
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d)  Genetické zdroje hospodaiskych zvifat (uznand narodni plemena dlouhodobé
mistn¢ adaptovanych druhil a plemen hospodaiskych zvitat vyzadujicich ochranu)
e)  Genetické zdroje zvirat chovanych v zoologickych zahradach

Shromézdéné pocty druhti a vnitrodruhovou diversitu hodnocenych skupin genofondi
charakterizuje Tab. 1. Srovnavané skupiny genofondii se podstatné odliSuji co do Sife
uchovavané druhové diversity, ktera je nejrozsahlejsi u rostlinnych druhii v botanickych
zahradach (cca 10 tisic druhti), nasleduji zoologické zahrady (v 15 ZOO v CR je 2 345 druhii
zvitat). U obou téchto skupin genofondl jde piedevsim o zachovéani druhd (pfi plnéni dalsi
fady funkci - predev§im kulturni a rekreacni, vychovné, nau¢né a védecké), nicméné
v botanickych zahraddch jsou uchovavany i rGzné variety, popf. kultivary, predevsim
okrasnych rostlin (zahrnujici 1 vnitrodruhovou genetickou diversitu). Druhové uZzsi diversitu
predstavuje genofond zemé&délskych plodin (v CR je v kolekcich konzervovano celkem 1280
druhii zemédélskych a zahradnich plodin, 1é¢ivych a koteninovych rostlin a vybrané druhy
okrasnych rostlin), v genofondech lesnich dievin je konzervovano jesté¢ uzsi spektrum 147
druhli a u hospodaiskych zvifat jen 16 druhti. V rdmci tohoto relativn€ tzkého druhového
spektra vSak u lesnich dfevin a zeméd¢€lskych plodin existuje rozsahla vnitrodruhova diversita
(klony, ekotypy, krajové a Slechténé odrudy, genetické linie), takze uchovavané pocty
genetickych zdrojii se pohybuji v desitkach tisic (48,8 tis. polozek u zeméd¢€lskych plodin v
»ex situ* kolekcich, u lesnich dievin pres 11 tis. polozek v ,,ex situ‘ kolekcich a dal$i materialy
v ,,in situ“ podminkéch). U lesnich dievin tak pfipadd na jeden druh pfes 75 genotypovych
polozek, u zemédelskych plodin je tento pocet asi polovicni (v pfepoctu 38 polozek). V ramci
genofondu hospodaiskych zvitat je uchovavano 35 plemen domaciho ptivodu (1 az 7 plemen
od jednoho druhu); podstatné je zachovani dostatecné Siroké genetické baze téchto plemen.

Tab. 1 Stavy genofondi zemé&délskych plodin, lesnich dfevin, sbirek botanickych zahrad,
genetickych zdrojii hospodaiskych zvifat a zvifat chovanych v zoologickych zahradach v CR
k 30.6. 2005

Skupina genofondii
Diversita =
. /4 > N ()
genetickych £ > 2,
zdroji u riznych » s = < S <
skupin s = = g =3 B = s &2
o S £ = =38 < g = =35 &
genofondi £ = 2 2 & &£ = Sk
s S 4 s =< S = S RS
N = - ¥ > R ==l <] N > N
Mezidruhova diversita 1280 147 cca 10 16 2345
(pocet druhi) tis. ?
Vnitrodruhova diversita 38 75 cca4d? 1-7 ? (rlzny
(primérny pocet odrid, (primér =2) pocet chov.
genotypt, plemen / zvirat)
druh)
Celkem evidovano 48835 ex situ (11 cca 40 35 plemen (pouze 2345
polozek (pocet tis.polozek) tisic? plemena domaciho
genetickych zdroji) ., in situ* ? ptvodu)

Jak ukazuje tento strucny piehled, zoologické a botanické zahrady se v souladu se svym
poslanim orientuji predevs§im na uchovani druhti, v ptipad€ hospodaiskych zvitat jde o domaci
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plemena omezené¢ho poctu druhG. U botanickych zahrad se nicméné vyskytuji sbirky
reprezentujici vnitrodruhovou diversitu (variety, kultivary) vybranych druhd, zejména
okrasnych rostlin. Rozhodujicim posldanim je zachovani téchto druht (plemen) pro
budoucnost, se zietelem na jejich kulturni a védeckou hodnotu; komeréni vyuZziti napf.
v zemédelské praxi nebo ve Slechténi druhti je omezené (plemena zvitat, kultivary okrasnych
rostlin). U zemé&délskych plodin a lesnich dievin je vedle konzervace druhové diversity
zékladnim poslanim zejména zachovani diversity vnitrodruhové (shromazdéné ekotypy,
klony, kultivary, linie, populace) a jeji vyuziti v péstitelské praxi, Slechténi a semenafstvi
hospodatsky vyuzivanych druhil rostlin. Vyuzivani této diversity je spojeno s vyznamnymi
ekonomickymi pfinosy, které se realizuji zejména prostfednictvim novych kultivart,
kvalitnich osiv a sadby, klond, semenacti apod. Moznosti efektivniho pfimého i nepiimého
vyuziti (Slechténi) akcentuji ekonomickou hodnotu a vyznam dostupnosti genetickych zdroji a
sdileni prospéchu z jejich vyuzivani, zejména u genofondi zemédélskych plodin a lesnich
dfevin. To vSak nesnizuje vyznam dostupnosti a vyuzivani genofondl pro nekomercni ucely.

Obecné cile projektu

a) Identifikovat a pfizvat ke spolupraci vsechny subjekty v CR, u nichz lze
predpokladat zajem na uchovani a vyuzivani genetickych zdroji a potencidl pifispét néjakym
zpusobem ke sdileni prospéchu z vyuzivani genetickych zdroji. Sdileni tohoto prospéchu by
mélo byt vyjadieno zejména pomoci a podporou institucim uchovavajicim genofondy a
farmaiim v zemich plvodu genetickych zdroji, zvlasté¢ v zemich rozvojovych. Na zakladé
diskuse ucastnikl projektu budou navrzeny zpusoby a formy pomoci k dosazeni vytCenych
cili.

b) Poznat a monitorovat sou¢asny stav genofond v CR a analyzovat potieby,
problémy a rizika pro genetické zdroje uchovavané na uzemi Ceské republiky v ,.ex situ a
»in situ““ podminkach.

c) Identifikovat nejdulezitéjsi ukoly, ,,prazdna mista®, nedostatek kapacit a rizika,
ktera ohrozuji ¢i omezuji uchovani genetickych zdroji, jejich dostupnost a poptipad¢ omezuji
moznosti sdileni prospéchu z vyuziti genetickych zdroji.

d)  Formulovat a piijmout opatfeni na podporu dostupnosti genetickych zdroja,
podpofit mechanismy sdileni prospéchu z vyuzivani genetickych zdroji a usilovat o jejich
uplatnéni, ve smyslu zasad CBD a Bonnskych smérnic (budovani pottebnych kapacit, rozvoj
a prenos technologii a novych metod, budovani vhodného legislativniho a institucionalniho
ramce, propagace a vytvareni obecné¢ho povédomi o vyznamu a hodnoté genofondu, rozvoj
spolupréace s nevladnimi organizacemi ).

e) Prispét témito opatienimi k bezpecnému a efektivnimu transferu genetickych
zdrojt uzivatelim, pii respektovani pozadavki a prav garantovanych mezinarodnimi
dohodami.

Spole¢né aktivity, které jsou vramci projektu zajiStoviany wu vSech skupin
genofondi a o¢ekavané vystupy

a) Popis a charakterizace aktualniho stavu a evidence shromézdénych genofondovych
sbirek (kolekci) vyse uvedenych skupin genofondd uchovavanych v Ceské republice;
shromazdéni informaci o stavu genofondu, potiebach regenerace, dostupnosti genetickych
zdroju, nedostatcich a nutnych inovacich.

b) Identifikace a charakteristika realnych a potencidlnich rizik, kterd ohrozuji
shromazdéné genofondy, scilem popsat a analyzovat existujici problémy a navrhnout
zpusoby jejich feSeni, s cilem zlepSit bezpecnost konzervace a dostupnost genetickych zdroju.
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¢) Pracovni diskuse ucastnikl projektu (dva seminare, pribéznad vymeéna informaci )
orientovand na analyzu a vécnd feSeni existujicich problémi a formulace doporuceni pro
zlepseni dostupnosti genetickych zdroji a G¢innéjsi sdileni prospéchu z jejich vyuzivani.

d) Priprava vhodné a prakticky vyuzitelné strategie a komplexnich opatfeni
(konzervace, podminky a problémy dostupnosti genetickych zdroji, postaveni uzivateld,
vyuZzitelné mechanismy a ndstroje) na podporu dostupnosti genetickych zdrojii a sdileni
prospéchu z jejich vyuzivani.

e) Legislativa a pravni problémy v Ceské republice, spojené s dostupnosti genetickych
zdrojii a sdilenim prospéchu z jejich vyuzivani. Analyza soufasného stavu s ohledem na
narodni i mezinarodni zadvazky a stav, identifikace nedostatkll a potteb a ptipadna doporuceni.

f) Shromazdéni informaci o probihajici mezinarodni spolupraci u vSech skupin
genofondl, zejména s ohledem na moznosti podpofit mechanismy a néstroje pro sdileni
prospéchu  z vyuzivani genetickych zdroji. Formulace navrhti na zvySeni efektivnosti
existujici spoluprace a jeji rozsifeni o nové mozné aktivity, s ohledem na uvedené cile.

g) Formulace priorit a potieb novych kapacit a technologii na podporu dostupnosti
genetickych zdroji a sdileni prospéchu z jejich vyuZzivani.

h) Zprava o soudasném stavu genetickych zdroji rostlin a zvifat v CR, jejich
dostupnosti pro uzivatele a sdileni prospéchu z jejich vyuzivani; navrh opatfeni pro feSeni
problému a na podporu dosazeni uvedenych cili projektu.
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Pilotni projekt FAO “Narodni mechanismus pro sdileni informaci o implementaci
Globalniho plianu akci pro konzervaci a setrvalé vyuZivani genetickych zdroji rostlin
pro vyZzivu a zemédélstvi”

Iva Faberova, Ladislav Dotlacil, Zdenék Stehno
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné

Souhrn

Ceska republika spolu s nékolika dal§imi staty svéta zicastnila pilotniho projektu FAO, ktery
wyustil do ustaveni Narodniho mechanismu sdilent informaci o implementaci GPA. Mechanismus je
zaloZen na ucasti zainteresovanych subjektii na narodni urovni s cilem podporovat vyménu informacit
a posilovat spolupraci zainteresovanych subjektii a tim prispet mimo jiné i k rozsireni kapacit
Narodniho programu pro konzervaci a vyuZiti genetickych zdrojii rostlin a agrobiodiversity.
Mechanismus zahrnuje webovskou aplikaci, ktera usnadnuje shromazdovani a vedeni informace
pomoci indikdtoru a prislusného formuldre pro zaznam dat. Zpracovanim téchto udajii je monitorovain
stav implementace GPA v zemi. Shromazdéna data jsou dostupnd v mnohojazycné versi na URL
http://'www.pgrfa.org/.
Klicova slova: Globalni plan akci, konzervace a vyuziti genetickych zdrojii rostlin, dokumentacni
system, PGRFA, FAO

Summary

Czech Republic participated together with other few countries in the pilot project FAO ,, National
information sharing mechanism on the implementation of the Global Plan of Action on plant genetic
resources for food and agriculture . Mechanism is based on participation of stakeholders at the national
level with the aim of strenghtening cooperation of stakeholders and improve quality of information on
PGRFA. Information on country level is processed by the national focal points and forwarded to FAO.
Mechanism includes web application enabling data gathering and processing using the set of indicators
and relevant forms for data input and search. Compiled data are available in multilingual version on the
URL http://'www.pgrfa.org/.
Key words: Global Plan of Action, PGRFA conservation and utilization, documentation system, FAO

Uvod

Pilotni projekt ,,Narodni mechanismus pro sdileni informaci o implementaci
Globalniho planu akci pro konzervaci a setrvalé vyuzivani genetickych zdroji rostlin pro
vyzivu a zeméedélstvi” (“National information sharing mechanism on the implementation of the
Global Plan of Action on plant genetic resources for food and agriculture®, dale NISM) vznikl
spolupraci FAO a IPGRI v souvislosti s nutnosti zaznamenavat a sledovat stav genetickych
zdrojt rostlin vyznamnych pro vyzivu a zem&délstvi (PGRFA) v celosvétovém méfitku.

Shromazd’ovani informaci o PGRFA je zakotveno v mezinarodnim dokumentu Umluva
o biologické rozmanitosti (Convention on Biodiversity, ddle CBD), ktera byla pfijata na
konferenci v Rio de Janeiro roku 1992 a do dnesniho dne k ni pfistoupilo celkem 168 zemi.

Ceska republika ji pfijala roku 1999 Sdélenim MZV o piistoupeni CR k CBD ¢.
134/1999 Sb. CBD urcuje zasady pro uchovani genofondu a tyka se konzervace, setrvalého
vyuzivani a spravedlivého rozdéleni prospéchu z PGRFA. Dal§im vyznamnym dokumentem,
ktery vychazi z CBD, je Globalni plan akci pro konzervaci a setrvalé vyuzivani genetickych
zdroji rostlin vyznamnych pro vyZivu a zemédé€lstvi (Global Plan of Action for the
Conservation and Sustainable Utilization of Plant Genetic Resources for Food and
Agriculture, ddle GPA). Dokument byl pfijat na Mezinarodni technické konferenci v Lipsku
v roce 1996 vice nez 150 ucastnickymi zemémi.

Hlavnim poslanim Globélniho planu akci je zajistit konzervaci genetickych zdrojl pro
vyzivu a zemeéd¢lstvi jako zakladu pro potravinovou bezpecnost, podpofit setrvalé vyuzivani
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PGRFA s cilem posilit rozvoj a potlacit hlad a chudobu, propagovat spravedlivé sdileni
prospéchu, ktery vznikd na zadkladé wvyuzZiti PGRFA, pomadhat statim a institucim
zodpovédnym za konzervaci a vyuziti PGRFA identifikovat priority pro dalsi ¢innost a
posilovat nérodni, regionalni a mezinarodni programy pro konzervaci a vyuzivani PGRFA,
vcetné vzdélani a vycviku. Ke splnéni téchto cilii bylo v ramci GPA definovéano 20 priorit,
které spadaji do Ctyf oblasti Cinosti: konzervace a rozvoj in situ, konzervace ex situ,
vyuzivani genetickych zdroji a budovani instituci a kapacit.

GPA doprovazela tzv. Lipska deklarace, ktera upozorfiuje na vyznam rostlinnych
genetickych zdroji pro svétovou potravinovou bezpeCnost a povéfuje signatarské staty
uvedenim GPA v Zivot.

Od roku 1996 se informace o PGRFA ve FAO shromazd'uji v pétiletych intervalech.
Zpocatku to byly pouze textové dokumenty, jejichZz pouZziti bylo omezené a nebylo mozné
sledovat postupy a zmény v jednotlivych statech a regionech.

Poslani pilotniho projektu

Pilotni projekt mél za cil vytvorit webovskou aplikaci pro sbér a analyzu dat o PGRFA
ve svéte, ktera bude soucasti informacéniho systému vcasného varovani FAO WIEWS ( World
Information and Early Warning System). Mnohojazy¢na aplikace vyuzivajici jednoho
z oficialnich jazykt FAO (anglictina, Spanélstina, francouzstina) v kombinaci s pfisluSnym
narodnim jazykem bude pouzitelnd na urovni jednotlivych statl, ale i v celosvétovém
méfitku. Struktura dat odpovida Ctyfem oblastem aktivit a 20 prioritdm, které jsou shodné
s GPA.

Zakladni shromazdovani dat je provaddéno na tUrovni statu: narodni koordinacni
pracovisté (National focal point, NFP) provadi sbér dat od jednotlivych zainteresovanych
subjektti (stakeholders, SH) a zpracovand data za stat jsou ndrodnim koordina¢nim
pracovistém odesilana do FAO. Aplikace uchovava jednotlivé verse dat, takze srovnani
datovych versi umozni sledovat i postup a pokrok v jednotlivych smérech.

Pilotni projekt zacal v pritbé¢hu roku 2002 a byl ukoncen v listopadu 2004. V této dobé
probihalo ladéni programové ¢asti a vkladani testovacich datovych sad. Koncem roku 2004
byla v provozu verse programu pod poradovym ¢islem 3.5. Ramec aplikace je v souCasné
dobé¢ dostupny ve 12 jazykovych variantach a data jsou dostupna pro 9 zemi. Aplikace
umoziuje s vyuzitim textového vyhledavace hledat udaje v celém systému nebo v jeho
castech podle zadaného kriteria.

Technické zazemi aplikace

Aplikace byla programové vyvinuta ve FAO a jejim zédkladem jsou volné software
(open source, pouzitelné bez licence) Java Servlet, JavaServer Pages v kombinaci s webovym
serverem Tomcat 4.1.24 a databazovym serverem McKoi v. 94. XSL (Extensible Stylesheet
Language) je pouzit pro interpretaci XML (Extensible Markup Language).

Zékladem dat je soubor deviti vSeobecnych tabulek, které obsahuji tidaje o institucich,
kontaktnich osobach, taxonech, kultivarech, geografickych oblastech, projektech, smlouvach,
informacnich systémech a publikacich, které souviseji s genetickymi zdroji rostlin. Zakladem
adresare instituci a kontaktnich osob jsou udaje jiz diive zahrnuté do systému FAO WIEWS.
Tabulka ptehledu taxonli vyuziva datovy soubor amerického taxonomického systému GRIN.
Ostatni tabulky jsou vyplilovany nejprve na narodnim koordina¢nim pracovisti a posléze
aktualizovany a dopliiovany 1 dal§imi ucastniky. Kazdy ucastnik ma moZznost upravovat
kterykoliv ze zdznami zafazeny do vSeobecnych tabulek. Aktualnost téchto dat je velkou
piednosti systému.

Dalsi informace jsou ziskdvany od jednotlivych ucastniki pomoci elektronického
dotazniku, ktery pokryva velmi podrobn¢ vsSech 20 prioritnich oblasti GPA. Formulaf
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dotazniku sestava z 83 stézejnich a 68 doplikovych indikatorti a s nimi spojenych otazek,
kterych je celkem 141 (118 zdkladnich a 23 dopliikovych). Sada indikatort a otazek je
v aplikaci propojena navzajem a vztahuje se rovnéz ke vieobecnym tabulkam. Cast otazek je
vyclenéna pro zodpovézeni koordindtorem a jinou ¢ast vypliuji Ucastnici. Koordinacni
pracovi§té je vétinou angaovano v obou ucastnickych kategoriich. Ugastnikem mize byt
organizace nebo jednotlivec, jehoZ ¢innost se tyka ptimo nebo 1 nepiimo uvadéni Globalniho
planu akci v zivot.

Model vymény dat

Vyména dat mezi FAO a jednotlivymi zainteresovanymi subjekty probiha
prostfednictvim néarodniho koordindtora, ktery nejprve koordinatorskou versi programu od
FAO. Narodni koordinator nejprve vypliuje vSeobecné tabulky a jemu vyclenénou c¢ést
formulafe. Déle vytvari a distribuuje instalani CD s aplikaci urCenou pro sbér dat
jednotlivym partnerim. Kazdy zuacastnény partner dostava svij identifikaéni kli¢ a
bezpecnost vstupu je jest¢ zajisSténa prihlasovacim heslem. Identifika¢ni kli¢ pro narodni
koordinatory je ur¢en ve FAO a identifika¢ni kli¢e v ramci statu pak jsou generovany pomoci
aplikace koordina¢niho pracovisté a pfipraveny k distribuci partnerdm. V rdmci celého
systému je tak kazdy zdznam potizeny kterymkoliv G€astnikem jednoznaéné identifikovan.

Kazdy zpartnert dostavda od koordinatora programovy balik na CD spolu
s identifika¢nim kli¢em, ktery celou aplikaci nainstaluje a piipravi pro provoz na lokalnim
pocitaci ucastnika. Uzivatelsky manudl pro instalaci a praci s elektronickym dotaznikem je
k dispozici v angli¢tiné a podrobny popis formuléfe s vysvétlivkami 1 v ndrodnim jazyce. Po
kratké instruktdzi a sezndmenim se zplisobem zdznamu dat jsou vSak Ucastnici schopni
s aplikaci bézné pracovat. Data vyplnénd ucastniky v narodnim jazyce jsou potom
shroméazdéna na koordina¢nim pracovisti, kde jsou slucovana a piipadné i ptekladana do
jednoho ze tii oficidlnich jazykii FAO. Zemé¢, jejichz oficidlnim jazykem je anglictina,
Spanélstina nebo francouzstina jsou ve vyhod¢€. V procesu slu¢ovani dat musi koordinacni
pracovisté nejprve zhodnotit platnost kazdého zaznamu, aby nedoslo k duplikacim, ptipadné
upravit i formalni nedostatky. Po slouceni vSech dostupnych zdznamu do jednoho zdroje je
stavajici verse uzaviena k pfisusnému datu a sada udajt je piedana do FAO. Data jsou pak
dostupnd vramci celosvétového systému on-line na serveru FAO na adrese
http://www.pgrfa.org/selectcountry.jspx nebo pro urovei jednotlivych statli na koordina¢nim
pracovisti. FAO pocitda do budoucnosti s volnym S$ifenim hotového programového baliku
piipadnym z4jemciim. Soucasna verse aplikace je stale oznaCena jako pracovni.

Utast CR v pilotnim projektu

Ceska republika byla pfizvana k i¢asti koncem roku 2002 a jeji ucast byla podpotena
nckolika pfednostmi, predevSim tradici ¢innosti s kolekcemi PGRFA a spolupracujici siti
zkuSenych odborniki. Dlouholeté zkuSenosti se tykaji systému préace s kolekcemi genetickych
zdroji uzitkovych rostlin, pfedevSim v oboru ex situ konzervace a dokumentace. Od pocatku
20. stoleti na naSem uzemi probihalo intensivni Slechténi, od 50. let se traduji systematické
prace s kolekcemi genetickych zdroji zeméd¢€lsky vyuzivanych plodin a od roku 1993 se
sjednocuje metodika a koordinace vSech cinnosti tykajicich se PGRFA v ramci Nérodniho
programu konzervace a vyuzivani genofondu rostlin (dale NP). VSechny tyto ¢innosti jsou
centralizovany a jednotlivé ucastnické instituce pracuji vramci cClenské sit€ Narodniho
programu podle spoleéné metodiky. Cinnost je fizena poradnim télesem sestavenym
z odborniki - Radou pro genetické zdroje rostlin v CR. Setrvalost téchto ¢innosti je zakotvena
v zakonu o konzervaci a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a mikroorganisma vyznamnych
pro vyzivu a zeméde€lstvi €. 148/2003 Sb. a jeho provadéci vyhlasce ¢. 458/2003 Sb.

118



wDostupnost a vyuzivani genetickych zdrojii rostlin a podpora biodiversity OSEVA PRO Zubri 2004

Sit’ ucastnikii NP se stala zakladem pro skupinu partnerii (zainteresovanych subjektir)
pilotniho projektu. Oc¢ekdvanym piinosem projektu bylo zkvalitnéni informace o PGRFA
v zemi pomoci rozSifeni stavajici sit¢ partnertt NP o dalsi subjekty (nevladni organizace,
Slechtitelé, atd.), doplnéni a rosifeni informaci o projektech a publikacich a analyza

Ceska republika se ucastnila pilotniho projektu téméf od samého pocatku. Prvnim
krokem byly preklady texti obecného ramce aplikace a formuldit koncem roku 2002.
Zacatkem roku 2003 jiz probihalo testovani prvni zkusebni verse aplikace 1.1. V bieznu 2003
probéhla prvni informativni schtizka s potenciondlnimi partnery projektu. Zakladem skupiny
ucastnikli se stalo 11 instituci zapojenych do spolupracujici sit¢ NP, ptizvani byli zastupci
Ministerstva zeméd¢€lstvi a Ministerstva zivotniho prostiedi. Limitujicim faktorem pro
zapojeni Ucastnikll bylo dostatecné vybaveni hardware a nutné zkuSenosti s praci na pocitaci.
Ugastnici byli na schiizce seznameni s uéelem projektu a jednou z prvnich versi aplikace.
Béhem letnich mésic 2003 byla doplnéna data do vSeobecnych tabulek, predev§im
registované kultivary, projekty a publikace, vygenerovany byly aktiva¢ni kli¢e a pfipraveny
CDs versi porgramu k distribuci partnerim. V fijnu 2003 se uskutecnilo druhé setkani
ucastnikl . Celkem 16 partnerti obdrzelo instalaéni CD s versi aplikace 1.8, kterd obsahovala
jiz anglicky manual k obsluze aplikace. Uéastnikiim byla poskytnuta instruktaz k vypliovani
udaju a ptislibena byla i technicka asistence v pfipadé potizi s instalaci nebo zdznamem dat.

Konec roku 2003 byl stanoven jako termin pro odevzdani dat. V prosinci byly
shromazdény sady dat od 13 ze 16 partnerti, ale v této dobé jesté nebyla k dispozici verse
programu umoziujici prohlizeni a slu¢ovani dat. Bylo tfeba pockat do ledna 2004, kdy verse
2.1 obsahovala jiz programovy modul ke slucovani dat s rozsifenym manudlem. Vyznamnym
piinosem této verse byla moznost exportu a importu dat jednotlivych tabulek 1 odpovédi
z databazového prostiedi MacKoi do formatu xls (Excel), kterd umoznila snadnéjsi
manipulaci s daty. V prtibéhu tinora a bfezna 2004 probihalo slucovéani dat a soucasné s tim 1
dolad’ovani drobnych chyb v programu ve vysledné versi 2.3. V dubnu 2004 byla pfipravena
zavereCna zprava za projekt a zacatkem kvétna se vSichni G€astnici pilotniho projektu sesli ve
FAO Rim na hodnotici schiizce projektu. Vysledkem hodnoceni viak byly dosti zasadni
zéasahy do struktury dat a nova verse aplikace 3.1 tyto zmény jiz zahrnovala. Znamenalo to
puvodni data konvertovat do nové struktury. Zaroven byly texty ptekladany do anglictiny, a
to v ¢asti formulare i1 vlastnich dat. V zaii 2004 byla konvertovana data prvni Ceské verse
uzaviena a piedana do FAO. Vypracovéana byla tvodni webova stranka s informacemi o CR
a pilotnim projektu v ¢eské a anglické jazykové varianté, ktera je dostupnd v ramci aplikace
NISM na URL http://www.pgrfa.org/gpa/cze/czewelcomeil.html.

Vysledky pilotniho projektu

Cinnosti vramci projektu prispély k testovani a doladovani programu webovské
aplikace pro sbér a prohlizeni dat vyvinuté ve FAO Rim.

Hlavnim vystupem projektu z pohledu uzivatele je zkvalitnéni informace o stavu
PGRFA a ustanoveni Narodniho mechanismu pro sdileni informaci o monitoringu
implementace GPA v CR. Informace o genetickych zdrojich rostlin vyznamnych pro vyzivu a
zem&délstvi jsou nyni soustfedény do jednoho zdroje a kategorizovany z pohledu dvaceti
priorit GPA. Fulltextovy vyhledava¢ ddva moznost orientace v textech a vicejazyny ramec
aplikace slouzi k ziskavani srozumitelnych udajii z ostatnich zemi, protoZe narodni jazykové
verse jsou vzdy doplnény jednim ze tfi oficialnich jazyki FAO.

Ucast v pilotnim projektu piispéla k prohloubeni spoluprice stavajicich partneri a
zatazeni dalsich Gcastnikti do spoluprace v ramci CR. Projektu se ucastnilo se celkem 15
instituci, od nichZ byla ziskdna data. Udaje byly centraln& zpracovany na pracovisti VURV
Praha, které plni funkci kontaktniho bodu za CR. Takto shromazdéné informace byly
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zafazeny do mnohojazycné webovské aplikace dostupné na http://www.pgrfa.org/. Vyhodou
systému je prace s ¢asoveé ukoncenymi datovymi versemi, které se archivuji. Nové verse se
budou doplnovat podle potifeby a porovnanim versi bude mozné sledovat proces rozvoje.
K tomoto ucelu bude do systému zatfazen programovy modul pro analyzu dat .
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Pravni a vécny ramec pro poskytovani vzorki genetickych zdroju rostlin uZivateliim -
modelova dohoda pro Ceskou republiku

Ladislav Dotlacil, Zden¢k Stehno, Iva Faberova
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 - Ruzyné

Souhrn

Od roku 1983 byl pristup ke genetickym zdrojum regulovan na mezindarodni urovni resoluct
FAO 8/83, ktera deklarovala volné vyuziti pro Slechténi a vyzkum na principu zduraznujicim, Ze
,genetické zdroje jsou dedictvim lidstva“. Tato koncepce byla zménéna prijetim dokumentu
,, Konvence o biologické rozmanitosti” (CBD), ktery deklaruje , suverenitu statii nad genetickymi
zdroji vyskytujicimi se na jejich uzemi*. FAO bylo povéreno pripravou mnohostranné dohody, ktera
bude tuto novou skutecnost odradzet. Prijetim nové Mezindarodni smlouvy o genetickych zdrojich rostlin
vyznamnych pro zemédélstvi a vyzivu (IT PGRFA) v roce 2002 je uveden do souladu mezindrodni
pravni status rostlinnych genetickych zdrojii s principy CBD. Mezinarodni smlouva se tyka jen
vybranych druhit vyuzivanych pro vyzivu a zemédelstvi, zohlednuje prava farmari a s nimi spojené
sdileni prospéchu a respektuje pravni ochranu kultivari. Pro praktické vyuZiti je pripravovan ve FAO
text standardniho dokumentu Dohoda o vyméné vzorkii (MTA). Mnohé zemé a genové banky vyvinuly
a pouzivaji sve vlastni Dohody o vymené vzorkii. Takovy modelovy dokument doporuceny pro vyuZiti v
Ceskych institucich — ucastnicich Narodniho programu genetickych zdrojii je uveden v priloze (v Ceské
a anglické versi) .
Kli¢ova slova: genetické zdroje rostlin, FAO, Mezinarodni smlouva o genetickych zdrojich rostlin pro
vyzivu a zemedelstvi (IT PGRFA), Dohoda o vymeéné vzorkit (MTA)

Summary

Since 1983, assess to plant genetic resources has been internationally regulated by FAO
resolution 8/83, which guaranteed free utilization for breeding and research, on the principle that
“genetic resources are heritage of all mankind“. This conception has been changed when
“Convention on Biological Diversity”(CBD) came in action and declared “sovereignty of states over
genetic resources on their territories . Therefore, FAO has been entrusted to prepare new multilateral
agreement which will reflect these changes. Adoption of new International Treaty on PGRFA (IT
PGRFA) in 2002 harmonized the international legal status of plant genetic resources with CBD
principles. The Treaty covers only selected species used for food and agriculture, abides farmers
rights and related benefit sharing mechanisms, as well as legal protection of cultivars. For practical
implementation, standard Material transfer agreement is being developed by FAO. Due to urgent
needs, many countries and gene banks have developed own Model Transfer Agreements, such Czech
document (Czech and English versions) is an attachment to this paper. This model agreement is
recommended for utilization to the Czech institutions holding collections within the National
Programme on Plant Genetic Resources.
Key words: plant genetic resources, FAO, International Treaty on PGRFA (IT PGRFA), Material
Transfer Agreement ( MTA)

Genetické zdroje rostlin (ddle GZR) maji pro lidstvo nevycislitelnou hodnotu, at’ jiz jsou
vyuzivany v tradi¢nim zemédé€lstvi, konvenénim ¢i modernim Slechténi, nebo v genovém
inzenyrstvi a biotechnologiich obecné. Jsou unikatnim a nenahraditelnym zdrojem geni a
genovych komplexti pro dalsi genetické zlepSovani biologického a hospodaiského potencidlu
produkénich organismit v zemédélstvi a v biotechnologiich. S rozvojem biotechnologii (v
poslednich létech zejména molekularni genetiky a genového inZenyrstvi) se vyznamné
zvySuje 1 redlnd hodnota genetickych zdroji a pravni ramec pro jejich poskytovani
uzivatelim.

V roce 1983 byla na konferenci Organizace spojenych narodd pro zemédélstvi a vyzivu
(FAO) ustavena Komise pro genetické zdroje rostlin - CPGR (po pfijeti Umluvy o biologické
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rozmanitosti pfejmenované na ,,Komisi pro genetické zdroje rostlin pro vyzivu a zemédélstvi
- CPGRFA). FAO pfipravila rezoluci €. 8/83 ,International Undertaking on Plant Genetic
Resources*®, kterou ratifikovala vétSina statti svéta a ktera se stala platformou pro mezinarodni
spolupraci na poli konzervace, dokumentace, studia a vyuzivani genetickych zdroji rostlin az
do roku 2002, kdy ji nahradil dokument revidovany dle zisad Umluvy o biologické
rozmanitosti. “International Undertaking * vychazel z teze, Ze “genetické zdroje rostlin jsou
dédictvim vseho lidstva...”a staty maji povinnost zajistit jejich konzervaci a vyuzivani ku
prospéchu soucasnych a budoucich generaci®. Dohoda garantovala volny a bezplatny piistup
uzivatelim GZR ke genofondiim ve vSech signatatrskych statech, vyuziti GZR vymezovala
pouze pro potieby vyzkumu, Slechténi a vzdélavani (tedy nikoliv pro pfimé komeréni vyuziti).

Postoj k poskytovani genetickych zdroji uzivatelim v globalnim méfitku zménily
zavéry Konference spojenych narodil pro rozvoj a Zivotni prostiedi, kterd se konala v Rio de
Janerio v roce 1992. Zakladnim dokumentem vzniklym z této konference byla Umluva o
biologické rozmanitosti (CBD), jejiz soucasti je i “Agenda 217, kterd se tyka genetickych
zdroju rostlin a zvifat pro potieby zemédé€lstvi a vyzivy, jejich konzervace a setrvalého
vyuzivani. Nova imluva deklarovala ,,narodni suverenitu nad genetickymi zdroji na izemi
jednotlivych statl, coz bylo v rozporu s rezoluci FAO 8/83. FAO bylo povéfeno pfipravit
revizi této rezoluce a uvést novy dokument do souladu s principy deklarovanymi v Umluvé o
biologické rozmanitosti, zejména garanci plné narodni suverenity nad genetickymi zdroji
kazdé zem¢ a vytvoienim mechanizmii a principti pro spravedlivé sdileni prospéchu z jejich
setrvalé vyuzivani. Obtizny proces pfipravy dohody trval téméi devét let a vyvrcholil pfijetim
“International Treaty on Plant Genetic Resources for Food and Agriculture” (IT/PGRFA) na
zasedani komise FAO pro GZR v Rimé& v listopadu 2001.

V preambuli nové dohody je uveden spolecny zajem vSech zemi na GZR a na jejich
vyuzivani pro dalsi genetické zlepSovani zemédélskych plodin. Je deklarovano suverénni
pravo stati nad GZR na jejich tzemi, ale i odpovédnost za tyto zdroje vici svétovému
spolecenstvi. Uznava se piinos farmait pro zachovani a vyuzivani GZR a z né&j vyplyvajici
prava na podil z prospéchu plynouciho z vyuzivani GZR (Farmers” Rights). Uchovéni a
vyuzivani GZR je spolecnym pfedmétem zdjmu ochrany zivotniho prostiedi, zemédélstvi a
podnikatelské sféry a staty by se mély zasadit o spravedlivé sdileni piinosii z vyuzivani GZR.

Na rozdil od dokumentu z roku 1983 se nova dohoda vztahuje pouze na ,genetické
zdroje pro vyzivu a zeméd¢lstvi® a nejsou do ni zahrnuty druhy vyuzivané napt. v praimyslu a
farmacii. Seznam druhli je taxativné¢ uveden v jeji pfiloze (35 druhti a rodd polnich a
zahradnich plodin pro lidskou vyzivu a vybrané krmné plodiny -15 rodl leguminéz, 12 rodt
trav a dal$i dva rody). Dohoda se tedy netyka fady velmi vyznamnych plodin a zcela opomiji
tak vyznamné skupiny plodin jako jsou napf. technické plodiny nebo 1é€ivé rostliny.

Cilem dohody je zejména zajistit setrvalé¢ vyuzivani GZR a dohoda zavazuje staty k
ptijeti potfebnych politickych a legislativnich opatfeni a agrarni politiky, kterd podpoii
setrvalé¢ vyuzivani agro-biodiversity a ostatnich piirodnich zdroji. Vyzyva téz k podpote
vyzkumu a $lechténi, péstovani mistnich odrid a opomijenych plodin a k rozsifeni odrtidové i
plodinové diversity. Témto cilim by se méla prizplisobit 1 strategie Slechténi a normy
registrace odrud a distribuce osiv.

Zékladnim poslanim dohody je ovSem vytvoifeni podminek a predpokladi pro
mezinarodni vyménu vzorki GZR a informaci o nich a pro spolupraci na useku GZR obecné.
Dohoda je zaméfena ptedevSim na pomoc rozvojovym zemim a zemim, v nichz probihaji
hospodaiské reformy na posileni mezinarodnich aktivit pifi praci s GZR, ale 1 ve Slechténi a
semenarstvi.

Velmi dilezitou ¢asti dohody je stanoveni podminek, za kterych signatarské staty v
ramci multilaterdlni dohody poskytuji vzorky GZR vyjmenovanych druhii a informace o
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téchto GZR. Dohoda zavazuje staty zajistit maximalni dostupnost narodnich kolekci GZR pro
vSechny signatafe, pro vyuZiti ve vyzkumu, Slechténi a vzdélavani. Vzorky GZR by mély byt
poskytovany bezplatné nebo za mirny poplatek odpovidajici nakladiim; spolu se vzorky by
méla byt poskytovana pasportni data, resp. 1 dalsi informace. UZivatelé GZR by si tyto GZR
neméli pravné prisvojovat a méli by zachovat jejich dostupnost pro jiné uzivatele v ramci
Dohody. Dohoda plné respektuje pravni ochranu odriid a dostupnost je zde mozna pouze v
ramci rozsahu této ochrany (napt. “vyjimky pro Slechtitele” v systému UPOV).

Podil na prospéchu z vyuzivani GZR by se mél realizovat prostfednictvim poskytovani
informaci, technologii, budovanim kapacit a pfimym (finan¢nim) podilem na zisku z ptipadné
(zprosttedkované) komercializace GZR. Strany se zavazuji, ze poskytnou potfebné informace
a zpfistupni technologie pro konzervaci, charakterizaci a hodnoceni GZR smluvnim
partnertim.

Standardni Dohoda o poskytovani genetickych zdroji rostlin pro zemédélstvi a vyZivu
(MTA — Material Transfer Agreement)

Text mezinarodni smlouvy jiz piedpokladd, ze poskytovani genetickych zdroji
uzivatelim bude mezi smluvnimi stranami probihat na zakladé uzavienych dohod (MTA).
FAO je povéteno pifipravou standardni (modelové) MTA. Teze takové standardni dohody
pfipravila expertni skupina koncem roku 2004 a materidl byl ptfedloZen k Siroké diskusi a
piipominkam. Navrh vychdzi z vySe uvedenych zadsad Mezinarodni smlouvy a ma nasledujici
strukturu:

Subjekty dohody (jména, adresy)

Definice uzivanych pojmil

Vymezeni predmétu dohody

Obecna opatfeni a ustanoveni

Prava a povinnosti poskytovatele genetickych zdroji

Prava a povinnosti piijemce genetickych zdroji

Ostatni nalezitosti (souvisejici normy, spory, zaruky, trvani smlouvy)

Prakticka potteba vedla fadu genovych bank k ptipravé vlastnich MTA, které vychazeji
z narodnich norem a v riizné mifte reflektuji Mezinarodni smlouvu. Zpravidla se pfedpoklada,
ze po prijeti standardni Dohody FAO budou dohody narodnich genovych bank patfi¢nym
zpusobem upraveny. Na stejném principu byla pfipravena i ceska verze modelové Dohody.

Ceska verze MTA (Priloha 1, jeji anglicky pieklad je uveden v Priloze 2) vychazi ze
zakona 148/2003 Sb., § 19, kde se uvadi, Ze ,,0¢astnici Narodniho programu poskytuji vzorky
genetickych zdroj, jestlize maji dostate¢nou zasobu vzorkd... a poskytnutim vzorkd neohrozi
ani neposkodi geneticky zdroj“. Pro tcely Slechténi, vyzkumu a vzdélavani je deklarovano
bezplatné poskytovani vzorki GZR domacim uzivateliim, zahrani¢nim uzivatelim potom na
zékladé Mezinarodni smlouvy a MTA. Pfedpoklad4 se rovnéz reciprocita takovych sluzeb.
Podrobnosti o velikosti a vlastnostech poskytovanych vzorkii genetickych zdroji uvadi
vyhlaska ¢. 458/2003 Sb. Daéle se vychazi ze skutecnosti, Ze poskytovatel vzorkl je majitelem
GZR (ten zlstava dale v jeho vlastnictvi). U genetickych zdroji, jichZ se netykd mezinarodni
smlouva ani MTA, je pfitom zcela na poskytovateli, zda a za jakych podminek vzorky
poskytne. Dale jsou stanoveny povinnosti piijjemce GZR (pouze nekomercni vyuziti, dalsi
zpusob nakladéani, poskytnuti informaci darci atd.). Pfredpoklada se, ze tato verse MTA bude
aktualizovéana po pfijeti modelového dokumentu FAO.
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Priloha 1.
Dohoda o poskytovani vzorki genetickych zdroji rostlin pro vyZivu a zemédélstvi

(Doporuceny model Dohody pro pracoviste Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych
zdrojii rostlin a agrobiodiversity, ktera poskytuji vzorky genetickych zdroju uzZivateliim)

Nazev pravniho subjektu, ktery poskytuje genetické zdroje, adresa, kontakt,
dale jen poskytovatel

uchovava genetické zdroje rostlin v souladu se zdkonem ¢. 148/2003 Sb. a z povéfeni Ministerstva
zemédélstvi Ceské republiky. Povinnosti ugastnika Eeského Narodniho programu konzervace a vyuziti
genetickych zdrojii rostlin a agrobiodiversity je poskytovat vzorky genetickych zdroji rostlin pro
ucely Slechténi, vyzkumu a vzdélavani, a to domacim i zahrani¢nim uzivatelim, za podminek této
dohody a pokud existuje dostatecna zasoba genetického zdroje a jeho poskytnutim nedojde k ohrozeni
¢i poskozeni genetického zdroje. Parametry poskytovanych vzorkl genetickych zdrojt rostlin a rozsah
téchto sluzeb upravuje vyhlaska ¢. 458/2003 Sb. U zahrani¢nich uZzivateld - pravnickych nebo
fyzickych osob - plati tato povinnost pouze u téch subjektii a jejich pozadavkl na poskytnuti vzorkt
genetickych zdroju rostlin, na které se vztahuje Mezinarodni dohoda o genetickych zdrojich rostlin pro
zemeédelstvi a vyzivu.

Poslanim této dohody je pfispét k uchovani genetickych zdroji rostlin, zajistit pristup k témto
zdrojiim a jejich setrvalé vyuzivani, pii spravedlivém sdileni prospéchu z jejich vyuZzivani.

Dostupnost vzorkd genetickych zdroji rostlin pro zemédélstvi a vyzivu, které jsou v drzeni
poskytovatele, je garantovana u nasledujicich kategorii materialt:

Kategorie 1)

Vzorky genetickych zdroji rostlinnych druhii vyuzivanych pro vyzivu a zemédélstvi, které jsou
uvedeny v Pfiloze 1. Mezinarodni dohody o rostlinnych genetickych zdrojich pro vyzivu a
zeméedelstvi.

Kategorie 2)

Vzorky genetickych zdrojii rostlin, které nejsou uvedeny v Pfiloze 1. Mezinarodni dohody o
genetickych zdrojich rostlin pro vyzivu a zeméd¢lstvi a které:

e Byly bud’ vyvinuty (vytvofeny, ziskany jako majetek) v instituci, ktera nyni tyto genetické
zdroje udrzuje a nebo byly ziskany touto instituci diive, neZ vstoupila v platnost Umluva o
biologické rozmanitosti a vic¢i nimz neni uplatnéna pravni ochrana a/nebo neni jejich
dostupnost jinak omezena (autorem ¢i majitelem takového genetického zdroje- napf.
pozadavkem reciprocity a pod. )

e Byly ziskiany po vstupu Umluvy o biologické rozmanitosti v platnost, aviak na zakladé
dohody, kterd umoziuje poskytovat tyto zdroje bez omezeni pro potieby zemédélského
(biologického) vyzkumu, §lechténi a vzdélavani.

Dostupnost vzorkd genetickych zdrojii uvedenych v kategoriich 1) a 2) je zabezpeCovana v souladu
s ustanovenimi uvedené Mezinarodni dohody, jmenovité ¢lankt 12.3 a 13.2d .

Genetické zdroje rostlin, které nepatii do kategorie 1) nebo 2), nebo viici kterym je uplatnéna
pravni ochrana a/nebo jejichz dostupnost je jinak omezena autorem, poskytovatelem ¢i majitelem
takového genetického zdroje, nejsou predmétem této dohody; mohou vsak byt dostupné na zaklade
principu vzajemného poskytovani stejnych nebo obdobnych vyhod a/mebo na zakladé zvlastni
dohody.

Pfi uznani a respektovani uvedenych povinnosti, odpovédnosti a prav poskytovatele umoziuje
poskytovatel pristup ke genetickym zdrojim rostlin v jeho kolekcich a v genové bance za dale

specifikovanych podminek:

Ptijemce vzorku (1) genetickych zdroju rostlin timto souhlasi, Ze:
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e Umozni pfistup k poskytovanym vzorkim genetickych zdroji pouze a vyhradné pro ucely
konzervace a vyuziti ve vyzkumu, §lechténi a ve vzdélavani, pro potieby zajisténi potravin a
pro zemedélstvi.

e Neuplatni na poskytnuté genetické zdroje rostlin zZadnou formu ochrany intelektualniho
vlastnictvi ¢i jind prava, kterd by mohla omezovat snadnou dostupnost genetickych zdroji
rostlin pro vyzivu a zeméd¢lstvi, nebo jejich genetickych ¢asti nebo slozek, které obdrzel na
zéaklad¢ této smlouvy.

e Zajisti, aby vSechny dalsi (tfeti) osoby a/nebo instituce, kterym ptijemce vzorku genetickych
zdrojii tyto zdroje dale zpfistupni, garantovali u predanych genetickych zdroji a/mebo
materiali, které z nich byly pfimo a podstatnou mérou odvozeny, ze tato dalsi (tfeti) osoba
bude vazana stejnymi ustanovenimi jako v této dohodé a zaruéi se prenést stejnou povinnost
na pfipadné nasledné piijemce.

e Pokud budou ziskané vzorky genetickych zdrojii nebo jejich ¢asti ¢i komponent piijemcem
dale hodnoceny a charakterizovany a budou ziskany tdaje o jejich vlastnostech, zavazuje se
prijemce tyto udaje pfedat poskytovateli.. Pokud o to pfijemce pozada, jim poskytnuté udaje
mohou byt k disposici vefejnosti az po ochranné lhité tfi let od jejich predani.

e Budou-li vysledky z vyuziti poskytnutych vzorkd genetickych zdrojii nebo jejich casti ¢i
komponent publikovany, pfijemce (uzivatel) vzorkll genetickych zdrojii se zavazuje uznat a
uvést poskytovatele vyuzitych genetickych zdroji  a zaslat kopii takové publikace
poskytovateli.

e Vpiipadé, Zze vysledkem vyzkumného ¢i Slechtitelského vyuziti poskytnutych vzorki
genetickych zdrojii bude material (napf. odriida), na ktery bude uplatnéna pravni ochrana,
piijemce vzorki genetickych zdroji se zavazuje uvédomit o tom poskytovatele a predat mu
kopie dokumentt zakladajicich tuto pravni ochranu.

e Piijemce vzorkl genetickych zdroju rostlin bere na sebe plnou odpovédnost, Ze pienos vzorki
vyhovi vSem narodnim piedpisim v oblasti karantény a biologické bezpecnosti a pravidlim
uplatiiovanym v zemi pfijemce pro import a/nebo uvolnéni genetickych materidll rostlin pro
péstovani.

Zdravotni stav vzorku genetického zdroje je zarucen pouze tehdy a v takovém rozsahu, jak je
uvedeno ve fytosanitarnim osvédcéeni, pokud je k poskytovanym vzorklim genetickych zdroji
prilozeno. Poskytovatel nedava zaruky za piesnost a spravnost pasportnich ¢i jinych udaja
poskytovanych spolu se vzorkem genetického zdroje. Nedava rovnéz zaruky za bezpecnost,
kvalitu, zivotnost nebo Cistotu (genetickou a/nebo mechanickou) poskytnutych vzorki
genetickych zdrojt.

V piipadé smluvnich sportt vzniklych v ramci této dohody mitize byt kteroukoliv smluvni
stranou dohody vyzadano rozhod¢i fizeni.

Vzorky dale uvedenych genetickych zdroji rostlin jsou poskytovany podminéné, za
predpokladu, Ze ptijemce souhlasi s podminkami této smlouvy. Prevzetim dale uvedenych vzorkt
genetickych zdroji rostlin pfijemcem vstupuje tato dohoda v platnost za vyse uvedenych
podminek. Pokud pfijemce nesplni vy$e uvedené podminky, mize poskytovatel odepfit takovému
ptijemci poskytovani dalsich vzorku genetickych zdrojt.

Seznam poskytovanych vzorkli genetickych zdroji rostlin (v piipadé nedostatku mista pouzijte
prilohu):
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Poskytovatel zada zajemce o vzorky genetickych zdrojii o vyplnéni a podpis této dohody
statutarnim zastupcem prfijemce (Ustav, spole¢nost nebo fyzicka osoba) a jeji navraceni
poskytovateli.

Néazev (jméno) prtijemce vzorku (1) genetickych zdroji:
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Piiloha 2.
Material Transfer Agreement for Plant Genetic Resources for Food and Agriculture

(Recommended MTA model for institutions involved in the “National Programme on Plant Genetic
Resources and Agro-biodiversity Conservation and Utilization” in the Czech Republic — providers of
plant genetic resources)

Name of the legal subject providing the genetic resources, its address, contact,
hereinafter “the provider”

keeps plant genetic resources (PGR) in accordance with the Law No. 148/2003 and under mandate of
the Ministry of Agriculture of the Czech Republic. Participant of the National Programme on Plant
Genetic Resources and Agro-biodiversity Conservation and Utilisation is obliged to provide samples
of PGR for purposes of breeding, research and education to domestic and foreign users. Samples of
PGR are provided under conditions of this agreement, if there is a sufficient stock and if sampling will
not endanger or damage the genetic resource. Parameters of the provided samples of PGR and extent
of services are regulated by the Decree No. 458/2003. In case of foreign users (legal or natural
persons) the obligation mentioned above is applied only to subjects and their requirements for
providing the samples covered by the International Treaty on Plant Genetic Resources for Food and
Agriculture. Mission of this agreement is to contribute to conservation of plant genetic resources, to
ensure access to these resources and their sustainable utilisation under fair benefit sharing coming
from their utilisation.

Availability of samples of plant genetic resources for food and agriculture kept by the provider is
guaranteed for the following categories of material:

Category 1)

Samples of plant genetic resources utilised for food and agriculture listed in Annex 1 of the
International Treaty on Plant Genetic Resources for Food and Agriculture.

Category 2)

Samples of plant genetic resources utilised for food and agriculture not listed in Annex 1 of the
International Treaty on Plant Genetic Resources for Food and Agriculture and that were:

e cither developed (produced, obtained as a property) in the institution that presently maintains
these genetic resources or which were obtained by this institution before the Convention on
Biodiversity had entered into force and to which no legal protection is applied and/or their
availability is not limited in other way (by an author or owner of the genetic resource — e.g.
requirement of reciprocity etc.)

e or obtained after the Convention on Biodiversity entered into force, however on the base of
agreement that enables to provide such genetic resources for agricultural (biological)
research, breeding and education without any restrictions.

Availability of PGR samples mentioned in the categories 1) and 2) is guaranteed in accordance with
provisions of the International Treaty, namely articles 12.3 and 13.2d.

Plant genetic resources not included in the categories 1) or 2) or to which legal protection is applied
and/or their availability is limited by an author, provider or owner of such genetic resource, are not
subject of this agreement. Nevertheless, they can be made available on basis of mutual providing of

the same or similar advantages and/or on basis of a special agreement.

At recognition and respect for the given liabilities, responsibilities and his rights, the provider enables
access to plant genetic resources in his collections and in a gene bank under the following conditions:

Recipient of plant genetic resources sample(s) agrees herewith that:
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e He will enable access to samples of genetic resources exclusively for their conservation and
utilisation in research, breeding and education with the aim to ensure food production and
agriculture.

e He will not apply on provided plant genetic resources any form of intellectual property rights
or other rights that could restrict an easy availability of plant genetic resources for food and
agriculture or their genetic segments or components that he obtained on basis of this
agreement.

e He will ensure that all further (third) persons and/or institutions to that the recipient of PGR
makes them available will guarantee for provided genetic resources and/or materials that were
directly and essentially derived from them, that this further (third) person will be bound by
the same provisions as in this agreement and guarantee to transfer the same obligation to
possible subsequent recipients.

e If the obtained samples of genetic resources or their segments or components will be
evaluated and characterised by the recipient and any data on their properties will be obtained,
the recipient undertakes to provide the data to the sample provider. Upon request of the
recipient the data arising from the evaluation of PGR can be made publicly available only
after a three year’s period from delivery.

e [f the results of the exploitation of provided samples of PGR or their segments or components
are published, the recipient (user) undertakes to recognise and quote provider of used genetic
resources in the publication and send a copy of it to the provider.

e In case, that result of utilisation of provided PGR samples in research or breeding is material
(e.g. cultivar) on which legal protection is applied, the recipient of PGR samples undertakes
to inform the provider and send him copies of documents constituting such legal protection.

o The recipient of PGR samples is fully responsible, that transfer of samples will comply with
national rules concerning quarantine and biosafety and import regulations in recipient’s
country and/or for releasing plant genetic resources for cultivation.

Phytosanitary state of provided PGR sample(s) is guaranteed only in such extent as specified in
Phytosanitary Certificate and only when its copy is enclosed. Provider accepts no liability for
accuracy and correctness of any passport or other data provided along with a PGR sample(s). He
also does not guarantee safety, quality, viability and purity (genetic and/or mechanical) of
provided PGR samples.

In case of disputes occurred within the frame of the agreement, a party of the agreement can
require arbitration.

The samples of plant genetic resources listed bellow are provided conditionally, upon recipients’
acceptance of the agreement. This agreement enters into force under conditions mentioned above
after the PGR samples have been taken over by the recipient.

If the conditions mentioned above are not met by the recipient, provider may refuse future
services to this recipient.

List of provided samples of genetic resources (in case lack of space, please use an enclosure)
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The provider asks the requesting party to fill in and sign this agreement by a statutory
representative and return it to provider.

Name of the recipient of the sample(s) of plant genetic resources:
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