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GENETICKE ZDROJE BRAMBORU VE VUB HAVLICKUV BROD
Potato genetic resources in PRI Havli¢kav Brod
Domkarova J., Horackova V.

Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickiv Brod, s.r.o.

Abstrakt

Cinnosti spojenou s konzervaci a vyuZivanim genetickych zdroji bramboru v CR byl
v ramci Narodniho programu povéien VUB Havli¢kiv Brod. Prace s genofondy bramboru
ma ve VUB dlouholetou tradici probiha bez pieruseni od roku 1952. Postupnd doslo
k pfechodu od polniho vedeni kolekci k udrzovani a mnozeni v laboratornich podminkach
pomoci tkanové kultury in vitro. V kolekci bylo do roku 2013 shroméazdéno 2 454
genetickych zdrojii. Jsou dostupné pro vyzkum, Slechténi a vzd€lavani a poskytuji se
pfedev§im praktickym Slechtitelim, vyzkumnym pracovi§tim, univerzitim, muzeim,
botanickym zahradam v celé CR. Vzorky jsou poskytovany i fadé zahraniénich uZivateld.
V letech 1994 az 2013 bylo uzivatelim poskytnuto celkem 5432 vzorka. Informace o
genetickych zdrojich bramboru jsou soucasti databaze genetickych zdrojii udrzovanych
v CR.

Kli¢ova slova: genetické zdroje, brambor, in vitro, Solanum spp.

Abstract

In the framework of the National Program PRI Havlickiv Brod was authorized for the
activity associated with potato genetic resource conservation and use in the Czech Republic.
Working with potato gene pools has had a long-year tradition in PRI; it has been done
without interruption since 1952. Gradually, there was a shift from management of field
collections to conservation and propagation under laboratory conditions using in vitro tissue
cultures. By 2013, the collection comprised 2 454 genetic resources. They are accessible to
research, breeding and education and are especially supplied to practical breeders, research
institutions, universities, museums and botanical gardens across the Czech Republic. The
accessions are also provided to foreign users. Between 1994 and 2013 in total 5432
accessions were supplied to the users. Data about potato genetic resources are involved in the
database of genetic resources maintained in the Czech Republic.

Key words: genetic resources, potato, in vitro, Solanum spp.

Uvod

Genetické zdroje bramboru jsou unikatnim a nenahraditelnym zdrojem gent a
genovych komplexii pro dalsi genetické zlepSovani biologického a hospodatského potencialu
novych odriid bramboru.

Sbirka kulturnich druhG bramboru a primitivnich odrid je soustfedéna
V Mezinarodnim centru pro brambory (CIP) v Lim¢ v Peru (Huaman et al., 2000). Vzorky
ptredstavuji Sirokou morfologickou diverzitu a maximalni geografické zastoupeni a jsou cenné
pro budouci Slechténi v Jizni Americe 1 ve svété. Tato kolekce je uchovavana klonovym
mnoZzenim na poli a v kultufe in vitro.

Cilem fady expedic byl sbér planych hlizotvornych druhti rodu Solanum, které jsou
roz$ifené od jihozapadu USA po stiedni Argentinu a sousedni Chile (Hawkes, 1990). Jsou
obrovskym zdrojem pro Slechténi bramboru, vzhledem k Sirokému zemépisnému rozsifeni a
velkému rozpéti ekologické adaptace. Vzorky fertilnich planych druhii jsou udrZovany
formou pravych semennych populaci.

Sbéroveé expedice vedly kzaloZeni fady kolekci genetickych zdroji ve svété.
Nejrozsahlejsi svétova sbirka bramboru je uchovavana v CIP v Limé (Peru). Dalsi hlavni
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kolekce genetickych zdroji jsou Kolekce bramboru Spojené¢ho kralovstvi (CPC, Dundee,
Skotsko), Holandsko-némecka kolekce bramboru (CGN, Wageningen, Nizozemi), Kolekce
bramboru Gross Liisewitz (GLKS, IPK, Gross Liisewitz, Némecko), Kolekce bramboru
Institutu Vavilova (VIR, St. Petersburg, Rusko), Genova banka bramboru USA (NRSP-6,
Sturgeon Bay, USA) a kolekce bramboru v Argenting, Bolivii, Chile, Kolumbii a Peru.
Uvedené kolekce tvoii spolu Asociaci pro spolupraci genovych bank bramboru, ktera zalozila
Databazi intergenové banky bramboru (IPD), kde je mozné ziskat udaje z hodnoceni planych
druhti v 55 znacich, jako napft. suSina, Skrob, redukujici cukry a glykoalkaloidy a rezistence
vici houbam, bakteriim, virim, viroidim, hmyzu a environmentalnim stresim, napf. mrazu,
horku a suchu.

Veskerou ¢innosti spojenou s konzervaci a vyuzivanim genetickych zdroji bramboru
v CR byl vramci Narodniho programu povéfen VUB. Pracoviité zabezpeuje
shromazd’ovani, zakladni hodnoceni, dokumentaci, poskytovani, regeneraci a dlouhodobé
udrzovani kolekci bramboru. Prace s genofondy bramboru mé& na tomto pracovisti
dlouholetou tradici, nebot’ probiha bez pieruseni od roku 1952.

Pii uchovavani kolekce bramboru v polni genové bance dochéazelo v dusledku
ptirozen¢ho infek¢éniho tlaku virovych chorob k vyraznému zhorSovani zdravotniho stavu a
vysokému riziku uplné ztraty vzorkd. Velky pielom Vv ¢innosti genové banky bramboru nastal
srozvojem rostlinnych explantatovych technik, které umoznily piejit od polniho vedeni
kolekci k udrzovani a mnozeni v laboratornich podminkach pomoci tkanové kultury in vitro.
Po roce 1985 byly veskeré shromazdéné vzorky postupné prevadény do sterilniho prostiedi a
polni vedeni kolekci bylo pln€¢ nahrazeno udrZzovanim a mnozenim V laboratornich
podminkach pomoci tkanové kultury (Horackova a Domkarova, 2003).

Kultura in vitro vyznamné rozsifila moznosti vyuzivani genetickych zdroju, vytvotily
se podminky pro aktivni ozdravovani od virové infekce, véetn¢ detekce virti a podstatné se
usnadnila mezinarodni vymeéna vzorki.

Material a metody

Konzervace genetickych zdroji bramboru zalozena na dlouhodobé kultivaci in vitro
(Tab. 1) umoznuje casové prakticky neomezené skladovani Sirokého spektra vzorki
S minimalnimi naroky na skladovaci prostory a s moZnosti namnoZeni identickych jedinct
kdykoliv béhem roku. Postup dlouhodobé kultivace je zaloZen na ovlivnéni zdkladnich
rustovych a vyvojovych podminek plsobenim faktorti stresové povahy, které vedou ke
zpomaleni ristu a stimuluji tuberizaci in vitro. U¢innym impulzem tuberizace je uprava
sloZeni Zivného média, pouzitim zvySené davky sachardzy a retardantu rastu Alaru 85. Na
zpomaleni rlstu pisobi zmény ve fyzikalnich podminkach béhem kultiva¢niho procesu, a to
nizsi teplota, zkracena fotoperioda a sniZend intenzita osvétleni.

Vyuzivano je zivné médium MS (Murashige and Skoog, 1962) sagarem, bez
rastovych regulatord, ve tfech modifikacich. V prvém piipadé¢ je zdkladni MS médium
doplnéno zvysenou davkou sachardzy (6 %), ktera pusobi jako osmotikum a energeticky
zdroj, ktery pozitivné ovlivituje tuberizaci in vitro. Ve druhém piipadé je zvySeny obsah
sachar6zy kombinovan s riistovym retardantem Alar 85 (dimetylhydrazid kyseliny jantarové)
v davce 5 mg/l, pisobicim na prodlouzeni periody ristu pfed nasazenim mikrohlizek a na
stimulaci jejich tvorby. Ve tfetim médiu je zakladni obsah sacharézy (3 %) doplnén zvySenou
davkou Alaru 85 (30 mg/l).

Do Genové banky jsou ukladany vyvijejici se rostliny a jejich dalsi kultivace probiha
Vv chladovych podminkach pfi sniZzené, ale vitalni teploté (10° C), pfi kratké délce svételného

v
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Tab. 1 Schéma dlouhodobé kultivace in vitro

Kultivaéni faze Kultivaéni rezim | Stav kultury Délka kultivacni faze
20 °C regenerujici fizky
1. fotoperioda 16 hod. 2 tydny
svétlo, 8 hod. tma
10 °C rostliny nasazujici
2. fotoperioda 10 hod. | mikrohlizky 4 - 6 mésict
svétlo, 14 hod. tma
10 °C zasychajici stonek
3. fotoperioda 10 hod. |dormantni mikrohlizky (4 - 5 mésicu
svétlo, 14 hod. tma
10 °C rasici mikrohlizky,
fotoperioda 10 hod. |mikrohlizky s 6 - 7 mésicu
4. svétlo, 14 hod. tma |vyhonem, zbytky
stonkl schopnym
rizkovani
Celkova délka cyklu: 14 - 18 mésica

Regeneracni pasaZ na novd média je provadéna po 14 — 18 mésicich pomoci rasicich
mikrohlizek po periodé¢ dormance, nebo ptezivajicich segmentt stonku, pfipadné¢ zelenych
zbytkl ptivodnich rostlin. Prvnim krokem regenerace vzorkl je jedna az dvé subkultivace na
zakladnim médiu, pak opétovna pasaz na média pro dlouhodobou kultivaci in vitro a cyklus
se opakuje (Horackova a Domkarova, 2004). V zavislosti na udrzovaném materialu se mize
projevit jista variabilita ristové reakce, a to jak kladna, tak zapornd. Proto je nutnd pribézna
kontrola a v ptipad€ potieby 1 diivéjsi regeneracni pasaz.

U vzorkil s prokdzanym vyskytem béznych viri bramboru je uplatnéna aktivni
eliminace virové infekce v kultufe in vitro. Vyuzivany jsou dva postupy, a to kombinovana
metoda odbéru vrcholovych explantati po termoterapii in vitro, nebo technika zaloZzend na
aplikaci chemickych latek, které potlacuji mnoZeni a transport vird v rostliné. V piipadé
prvého postupu jsou rostliny in vitro ovliviiovany vyssi teplotou (37° C po dobu 6 tydnt) a
nasledné odebirany primarni meristémy. Postup je vhodny zejména v ptipadé eliminace viru
A bramboru (PVA), viru Y (PVY) a viru svinutky bramboru (PLRV). Chemoterapie in vitro
za vyuZiti virostatického preparatu Ribavirin (synteticky ribosid na bazi purinu) se nejlépe
osvédcila pfi odstranovani viru X bramboru (PVX), viru M bramboru (PVM) a pfedevSim
viru S bramboru (PVS) (Horackova, 1998; Horackova et al., 2010).

Uspésnost eliminace virové infekce se, jak pii sériové diagnéze z rostlin, tak
Vv experimentalni praci, hodnoti pomoci sérologické imunoenzymatické metody ELISA a to
zakladniho postupu ELISA oznaCovaného DAS (dvojity protilatkovy sendvic). Postup
vychazi z pivodni obecné metody vypracované Clarkem a Adamsem (1976). Jeji vyuzZiti pro
testovani vira bramboru u nas rozpracoval do podoby sériové diagnozy Dédi¢ (1985; 1987),
véetn¢ vlastnich modifikaci (Dédi¢, 1988; Dédic, 1989; Dédic et al., 1999). Pouzivany jsou
komercné dostupné, polyklonalni protilatky (diagnostické soupravy). Zasadnim pozadavkem
je jejich sirokospektra reaktivita s co nejrozsahlej$im izolatovym spektrem pfislusného viru.
Testovani ELISA v tkanové kultufe a v celém procesu eliminace virové infekce vyzaduje
specificky pfistup a erudici hodnotitele.
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Pti vkladani genetického zdroje do Genové banky bramboru je povinné vyplnéna karta
S pasportnimi udaji a novému zdroji je piidéleno evidenc¢ni ¢islo narodni v databazi EVIGEZ.
Dalsi informace o genetickém zdroji obsahuje popisna ¢ést, ve které jsou zpracovany udaje
ziskané pii hodnoceni genetického zdroje vysazeného v polni studijni kolekci. Jedna se o
viceleté hodnoceni komplexu hospodéisky a Slechtitelsky dulezitych znakl a vlastnosti, které
jsou popisovany béhem vegetace a pii mechanickych a kvalitativnich rozborech hliz. Jsou
provadény pomoci ,,Klasifikatoru pro genus Solanum L.“ (Vidner et al., 1987) a podle
schvalenych metodik. S vyuzitim devitibodové bonitacni stupnice je hodnoceno 44
morfologickych a 12 hospodaiskych znaku a vlastnosti a popsana je uroven odolnosti proti 12
chorobam a Skidctm.

Vysledky a diskuze

V kolekci rodu Solanum udrzované ve VUB bylo do roku 2013 shroméazdéno 2 454
genetickych zdroji bramboru (Graf 1). V soucasné dobé je 97,6 % kolekce udrZzovano
V bezvirovém stavu a dale se rozsifuje pouze o zdravé, ptipadné ozdravené vzorky. Velka
pozornost je v Genové bance vénovana zachovani genetické rozmanitosti genotypi bramboru
vytvorenych na tizemi naseho statu, ty tvoti cca 30 % kolekce.

Graf 1 Podil jednotlivych dlouhodobé udrzovanych kategorii v Genové bance bramboru
in vitro k 31. 10. 2013

Plané druhy rodu

Tetraploidni Dihaploidy; 270;  Kulturni druhy Solanum- 23
krizenci Solanum 11% rodu Solanum - 5 druhu; 124; 5%

tuberosum; 479; druh(: 189; 8% Mezidruhové
19% hybridy rodu
Solanum; 118; 5%

Odrudy Solanum
tuberosum; 1274;
52%

Kolekce je rozdélena podle charakteru udrzovaného materidlu na Sest dil¢ich kolekci.

a) Odrady Solanum tuberosum — kolekce 1 274 odrud, vyslechténych ve 35 statech
svéta. Soucasti je sbirka 141 origindlnich odriid domaciho Slechténi, coz je témér 90 % ze
vSech dosud u nas vyslechténych a povolenych odrid. Ze zaregistrovanych odrid v rozmezi
let 1927 az 1945 je v genové bance 15 odrid, navazujici Slechténi od roku 1946 az do
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soucasné doby je, az na 5 odriid, kompletni. Cela kolekce odrid domaciho Slechténi prosla
rozsahlym ozdravovanim od virové infekce a je pln¢ viruprosta.

b) Tetraploidni kiiZenci - soubor 479 genotypt jak zahrani¢niho ptivodu (CIP, Peru),
tak genotypl ziskanych zejména pii vyzkumném feSeni problematiky rezistentniho Slechténi
ve VUB a rovnéZ materialy z praktického novoslechténi.

c) Dihaploidy - sbirka 270 indukovanych primarnich a sekundarnich dihaploidu,
mezidruhovych hybridd a regenerant z pylovych embryi. Tyto materidly byly z velké casti
vyprodukovéany v geneticko - $lechtitelském vyzkumu VUB, nebo byly ziskany vzajemnou
vyménou s vyzkumnymi pracovisti v Némecku a Polsku.

d) Kulturni druhy rodu Solanum — soubor populaci 5 hlizotvornych, primitivnich
kulturnich druh@ bramboru s riznou urovni ploidie. Udrzované kulturni druhy byly ziskany ze
zahrani¢nich genovych bank ve form¢ in vitro rostlin nebo jako semenné populace.

e) Plané druhy rodu Solanum - soubor populaci 23 planych druhii bramboru.
Materialy byly ziskdny ze svétovych kolekeci genetickych zdroji bramboru ve formé
semennych vzorkt. Plané druhy jako zdroj Siroké genetické diverzity jsou poskytovany jako
experimentalni materialy pro feSeni vyzkumnych projektl na fadé pracovist’.

f) Mezidruhové hybridy - shromazdény material (118 polozek) tvoii zejména hybridy
s geny horizontdlni rezistence proti plisni bramboru ziskaného z CIP Peru ve formé
semennych populaci.

V letech 1994 az 2013 bylo uzivatelim poskytnuto celkem 5432 vzorka (Graf 2).
Nejvice Genovou banku vyuzivaji vyzkumna a univerzitni pracovisté - 4440 vzorkl a dale
prakti¢ti Slechtitelé bramboru — 612 vzorkd. Vzorky jsou rovnéz preddvany na tématicky
zaméfené vystavy a do muzejnich expozic - 221 vzorkil. Zajemci ze zahrani¢i si vyzadali —
159 vzorkd.

Graf 2 Poskytovani vzorku genetickych zdroji bramboru v letech 1994 az 2013
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V poslednich letech dochazi k intenzivnéj$imu vyuzivani planych druhli bramboru
uchovavanych v Genové bance in vitro a to jak v ramci ucelového, tak i institucionalniho
financovani rozvoje VUB. Pozadavky na zvyseni rezistenci, na zmény technologickych
vlastnosti Ci zlepSeni odolnosti pii skladovani vedou Slechtitele k hledani novych genetickych
zdrojii zminénych vlastnosti. Vzhledem k pomérné jednostranné proslechténosti kulturniho
druhu bramboru Solanum tuberosum bylo tfeba obratit pozornost k piibuznym, zpravidla
planym druhtim bramboru, kde lze predpokladat nalezeni zdrojii pozadovanych vlastnosti.
Dosud byl vyuzivan ve Slechténi modernich odriid relativné maly okruh planych druht,
jednalo se pfedevsim o druhy S. demissum (zdroj rezistence vaci plisni bramboru a viéi viru
PLRV), S. acaule (PVX, PLRV, PSTV, rakovina brambor, hadatko bramborové,
mrazuvzdornost), S. chacoense (PVA, PVY, plisen bramboru, mandelinka), S. spegazzinii
(fuzariova hniloba, rakovina bramboru, had’atko bramborové), S. stoloniferum (PVA, PVY) a
S. vernei (had’atko bramborové). Piilezitostné byly vyuzity i druhy S. microdontum, S.
sparsipilum, S. verrucosum, S. phureja, S. tuberosum subsp. andigena, S. commersonii a S.
maglia.

Plané druhy byly vyuzity v projektech NAZV QF 4108 , Vyuziti techniky flze
protoplastt ve Slechténi hospodaisky vyznamnych plodin rodu Brassica, Cucumis a Solanum “
a QF 4107 ,,Tvorba vychozich Slechtitelskych materidli s geny horizontalni rezistence k plisni
bramborové®, oba projekty byly kordinovany VUB. Pii feseni se uplatnily piedevsim plané
druhy S. verrucosum, S. pinnatisectum a S. bulbocastanum. Materialy ziskané jak pomoci
fiize protoplastl, tak mezidruhovou hybridizaci byly pfedany do genové banky k uchovani a
Vv soucasné¢ dobé jsou vyuzivany k feSeni vyzkumnych néaplni financovanych =z
institucionalnich prostfedkd na rozvoj VUB. Vybrané materidly jsou hodnoceny a
pfipravovany pro feSeni navaznych projekta.

Mezidruhova hybridizace je naro¢ny postup, ktery je ovliviiovan fadou faktorti, jako
jsou roc¢nik, intenzita kveteni, fertilita pylu, tvorba neredukovanych gamet, vzdjemna
nekiizitelnost (inkompabilita) a dalSi. ZvySeni Uc¢innosti tvorby mezidruhovych hybrida
klasickymi postupy je velmi obtizné a proto kazdy touto cestou ziskany mezidruhovy hybrid
S provéfenymi vlastnostmi je mozno povaZovat za velmi cenny geneticky zdroj vyuZitelny
Vv dalSim Slechténi. Stejné tak jako materialy vzniklé fizi protoplastii. Certifikovné metodické
postupy vzniklé v ramci téchto projektt ,,Metodika mitotické polyplidizace in vitro (u rodu
Solanum)“ a ,Metodika fize protoplasti elektrickym polem (u rodu Solanum)“ jsou
uzivatelim dostupné na www.vubhb.cz.

Genova banka je zdrojem pokusného materidlu pro aktualné probihajici feSeni
projektu NAZV (koordinator JU Ceské Bud&jovice) pod nazvem ,,Hodnoceni potencialu
proteind planych genotypti brambor pro vyuZiti ve §lechténi bramboru (Solanum tuberosum
L.) a v biotechnologiich®. Cilem feSeni je zmapovani genotypové variability hlizovych
proteind genovych zdroju planych druhd (Solanaceae), které jsou v genové bance k dispozici,
jako rozhodujiciho faktoru pro nésledné vyuziti téchto genovych zdroji pti Slechténi a tvorbé
genotypll se zvySenym obsahem hlizovych proteinit se specifickymi vlastnostmi.
Charakteristika obsahu, struktury a vlastnosti vybranych proteinti v hlizach planych genotypt
brambor dava pfedpoklad nalezeni novych hlizovych proteinti ¢i specifickych vlastnosti, které
nebyly u kulturniho druhu popsany a které jsou vyuzitelné v fad¢ biotechnologickych aplikaci
a §lechtitelskych programech. Ve VUB je zajistovano namnoZeni rostlin in vitro vybranych
polozek z genové banky, a to 23 planych druhti, 5 kulturnich druhii a jejich klonti a 5
kontrolnich odrid. Proveden je ptevod do podminek in vivo a dopéstovani ve skleniku, ve
vegetacnich nddobach do rostlin poskytujicich dostate¢né mnozstvi hliz pro nésledné analyzy.
Vyzkum vlastnosti proteinii pfedstavuje novy trend ve vyuZiti rostlinné produkce a feSeni
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projektu zajistuje konkurenceschopnost s ostatnimi staty EU, kde vyzkum v této oblasti
probihd a Castecné jsou jiz pfipraveny Slechtitelské programy na zvySeni obsahu proteint
Vv hlizach kulturniho bramboru.

Vybrané genotypy nalezejici k 16 diploidnim a tetraploidnim druhtim rodu Solanum
byly z Genové banky bramboru poskytnuty pro feSeni probihajici v ramci vyzkumného
zaméru MSM 6046070901 ,,Setrvalé¢ zeméd¢lstvi, kvalita zeméd¢€lské produkce, krajinné a
ptirodni zdroje* (koordindtor CZU Praha). Pokusné materidly byly pouzity ke studiu
vnitrodruhové a mezidruhové variability nekddujicich oblasti mitochondridlni DNA.

Kolekce Solanum tuberosum byla zdrojem odrid s rozdilnou hladinou rezistence
k obecné strupovitosti, které byly vyuzity pii feSeni projektu MSMT 2B 06188 ,,Zvyseni
kvality konzumnich brambor a jejich konkurenceschopnosti redukci vyskytu fytopatogennich
bakterii rodu Streptomyces (koordinator VURYV, v.v.i., Praha). Rostliny z Genové banky
namnozené v tkanové kultuie byly pouzity k rozpracovani metodického postupu stanoveni
agresivity izolatd fytopatogennich streptomyces umélou infekci rostlin in vitro suspenzi
testovanych izolatl. Test agresivity je soucasti uplatnéné certifikované metodiky (Pankova et
al., 2011).

Za ucelem ovétovani moznosti dalSiho rozsifeni odriid pro specidlni uziti, které se
vyznacuji specifickymi kulindrnimi vlastnostmi, nebo zdravi prospéSnymi ucinky byl
z Genové banky bramboru poskytnut soubor vybranych genotypl pro feseni dvou projekt
NAZV. Vytvofena byla pracovni kolekce odrid, kterd slouzi jako vychozi material
K pasazovani in vitro, za ucelem kazdoro¢ni produkce bezvirové egalizované sadby pro
zalozeni polnich pokusi na vice lokalitich. Hodnoceny jsou obsahové latky v hlizach
z konvencnich, tak ekologicky vedenych pokust, s cilem zjistit vliv genotypu a zplisobu
péstovani. Pracovni kolekce slouzi rovnéz k pfipravé materialu pro laboratorni provokacni
testy odolnosti k plisni bramboru na rostlinach v kultufe in vitro. Na polnich neosetienych
parcelach je hodnocena odolnost plisni v podminkéach p¥irozeného infekéniho tlaku. Reseni
probiha v ramci projektt NAZV QH 92110 ,,Vyuziti brambor s barevnou duzninou jako
alternativni plodiny se specifickou potravinaiskou kvalitou” (koordinitor CZU Praha) a
NAZV QI 101A184 ,, Technologie péstovani brambor — nové postupy Setrné k zivotnimu
prostiedi (koordinator VUB, s.r.0. Havli¢kav Brod).

V Genové bance je ulozena tada genotypli se znamou urovni odolnosti k plisni
bramboru (Phytophthora infestans Mont. de Bary). Tyto zdroje byly pouzity jako pokusny
material pii rozpracovani biologického testu in vitro pro tcely selekce nachylnych materialt
viiéi plisni bramboru. Reseni probihalo v ramci projektu NAZV QF4107 - Vyvoj metod
identifikace a charakterizace donora rezistence plisné bramborové v genofondu bramboru
pomoci DNA markert a biologického testu v in vitro podminkach. Metodicky postup selekce
je zalozen na umélé infekci rostlin in vitro sporovou suspenzi ptvodce plisné bramboru
(Phytophthora infestans Mont. de Bary) a byl zpracovan formou recenzované metodiky v fadé
"Praktické informace" Vyzkumného tstavu bramboraiského. Na spoluteSitelském pracovisti
zCZU byla vramci tohoto projektu zpracovana ,Metodika postupu charakterizace
genetickych zdroja pro uc¢ely markery asistované selekce v procesu §lechténi bramboru®.

V ramci vyzkumného zaméru VUB MSM6010980701 ,,Molekularni a technologické
zéklady produkce kvalitnich brambor* byla vytvofena certifikovana Metodika detekce geni
rezistence vaci Globodera rostochiensis a Synchytrium endobioticum v procesu Slechténi
bramboru Solanum tuberosum pomoci DNA markeri“. Pro experimenty byly vybrany
z genové banky pocetné velké soubory, predev§im z kolekce odrid bramboru, na zakladé
uvadénych popist fenotypovych projevii obou chorob.

Sou¢asti Genové banky je rovnéz kolekce 141 odraid vyslechténych v Ceské republice
v letech 1932 — 2013. VVzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi cenny material, je jeho bezpecné
zachovani ji§téno ulozenim v kryobance bramboru, ktera byla vytvorena ve VURV Praha —
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Ruzyné v rdmci projektu NAZV QD 3039 ,,ZalozZeni kryobanky pro konzervaci vegetativnich
vrcholl bramboru a chmele®. Nejstarsi Ceské odridy jsou rovnéz duplicitné uloZeny
v podminkach in vitro ve VSUZ Velkd Lomnice SK, jako reciproéni spoluprace obou
genovych bank.

Zavér

Materialy v Genové bance predstavuji zdroj fady donorti vyznamnych hospodatskych
vlastnosti, rezistenci proti chorobdm a Skiidciim a biotickym a abiotickym strestim. Jsou
dostupné pro vyzkum, Slechténi a vzdélavani a poskytuji se predevSim praktickym
Slechtitelim, vyzkumnym pracoviStim, univerzitam, muzeim, botanickym zahradam v celé
CR. Vzorky jsou poskytovany i fadé zahrani¢nich uZivatelt. Informace o genetickych
zdrojich bramboru jsou soucasti databaze genetickych zdrojti udrzovanych v CR.

Dedikace

Clanek byl zpracovan s podporou Néarodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych
zdroji rostlin, zvifat a mikroorganismi vyznamnych pro vyZzivu a zemédélstvi C.j.
206553/2011-MZE-17253 Podprogram 1: Narodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdroji rostlin a agro-biodiversity. Kolekce: Brambor
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GENETICKE ZDROJE ROSTLIN V CR - HISTORIE ASOUCASNOST
Plant genetic resources in the Czech Republic - past and present
Dotla¢il L., Holubec V., Papouskova L.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, V.V.1., Praha-Ruzyné

Abstrakt

Cesky Narodni program (NP) pro genetické zdroje rostlin (GZ) navazal na dlouhou tradici
prace s GZ v CR. Jeho udastniky je dvandct instituci, koordinaci a sluzby v ramci NP
uzivateli GZ (informacni systém EVIGEZ, Genova banka semen, kryobanka) zajistuje
VURYV Praha. GZ vegetativné mnozenych druhti uchovavaji pracovi§té odpovédné za kolekce
téchto druhti a které rovnéz zajistuji sluzby uzivatelim. V kolekcich je shromazdéno 53 232
GZ patticich k 1173 druhiim, semeny mnozené kolekce piedstavuji 81,2 % a vegetativné
mnozené druhy 18,8 %. RozSifovani kolekci se orientuje na GZ domaciho piivodu a GZ cenné
pro uzivatele, u vSech kolekci je zajisténa evidence, popisna data z hodnoceni GZ jsou
k dispozici u 71 % polozek. Konzervaci vSech semennych druht (pro 96 % vsech polozek)
zajistuje genova banka, vegetativné mnozené druhy jsou uchovany Vv polnich genovych
bankach (76,1 %), vin vitro kulturach (brambory, vybrané kvétiny), rozviji se provoz
kryobanky. Vzorky GZ jsou poskytovany uzivatelim na zakladé SMTA (cca 3-6 tis. GZ
ro¢n¢). Vyznamnou ¢innosti se stava mezinarodni spoluprace v ramci ECPGR; 8 ucastniku je
pridruzenym ¢lenem AEGIS. V ramci NP se podafilo zajistit péci o GZ na mezinarodné
srovnatelné Urovni; slabym mistem NP ziistdva vSak nestabilni financovani, nedostate¢ny
technologicky rozvoj a vyzkumna podpora NP.

Klic¢ova slova: genetické zdroje rostlin, Narodni program, SWOT analyza

Abstract

Czech National Programme (NP) for Plant Genetic Resources (PGR) follows a long tradition
on PGR conservation and use in the Czech Republic. Twelve institutions cooperate in the NP
where Crop Research Institute in Prague provides project coordination as well as services for
the participants and PGR users (information system EVIGEZ, seed gene bank, cryo bank). In
vegetatively reproduced species, institutes holding PGR collections provide conservation as
well as services to users. Currently there are 53 232 PGR accessions belonging to 1173
species gathered in the Czech collections, among them seed - propagated species account for
81,2 % and vegetatively reproduced 18,8 % respectively. Collections are enlarged preferably
by PGR of a local origin and those important for users. All collections guarantee
documentation and evaluation, evaluation data are available in 71 % PGR. The gene bank
conserves currently 96 % of all seed - propagated PGR, most of vegetatively reproduced PGR
we conserve in field gene banks (76,1 %) and in vitro banks; also cryo - conservation is under
development. PGR samples are available to users according to the SMTA rules (about 3-
6 000 distributed samples yearly). International collaboration in the ECPGR is important; 8
Czech institutions became associated members of AEGIS project. The Czech NP meets
international standards in the care on PGR, however, the unstable funding, inadequate
progress in application of new technologies and luck of a research support remain weak points
of the NP.

Key words: plant genetic resources, National Programme, SWOT analysis

Uvod

Jako geneticky zdroj (GZ) je obecné oznacovan geneticky material, ktery obsahuje
funkéni jednotky dédicnosti a ktery mé aktudlni nebo potencialni hodnotu (FAO, 2001).
V piipadé GZ rostlin se jedna o krajove a Slechténé odridy zeméd¢€lskych plodin, Slechtitelské
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a experimentalni linie s cennymi znaky a plané druhy piibuzné zemédélskym plodindm. Tyto
GZ jsou nenahraditelnym zdrojem nové genetické diversity pro Slechténi rostlin a
biotechnologie. Poznani vyznamu GZ rostlin a pocatky jejich shromazd’ovéni a vyuzivani
sahaji v Cechach a na Moravé do pocatku dvacatého stoleti, kdy v souvislosti se
znovuobjevenim Mendelovych zdkonl za¢ina rozvoj védecky podlozeného Slechténi. Byvalé
Ceskoslovensko patii ke statim, kde v této dobé& $lechtitelské a vyzkumné stanice zacaly
shromazd’ovat a hodnotit krajové a Slechténé odridy a vyuzivat je ve slechténi.

Systematicka péce o genofondy rostlin zacala v padesatych Iétech minulého stoleti a je
spojena se vznikem vyzkumnych zeméd¢€lskych ustavi; v t&€ dobé bylo v ¢eskych kolekcich
shromazdéno cca 6 tisic polozek. Koncem osmdesatych let se na péci o genofondy podilelo
cca 25 instituci v byvalém Ceskoslovensku a v kolekcich bylo shromazdéno celkem 42 tisic
polozek GZ. Od sedmdesatych let zacal mezinarodni spoluprace, nejprve v ramci byvalého
RVHP a od osmdesatych let zacala rovnéz spoluprace S vyznamnymi institucemi v zadpadni
Evrop¢ (EUCARPIA, IBPGR, FAO, genové banky). V této dobé zacalo také budovani
narodniho informacniho systému GZ rostlin (EVIGEZ) a byly provadény experimenty se
skladovanim semen - to vSe s cilem podpofit a pfipravit provoz narodni genové banky ve
VURYV Praha - Ruzyng; ta byla uvedena do provozu v roce 1988 a slouzila viem pracovistim
udrzujicim kolekce semennych druhii v tehdejsim Ceskoslovensku (Bares a Dotlacil, 1998).

Zmény po roce 1989 se odrazily i vsysttmu prace s genetickymi zdroji
v Ceskoslovensku a pozdgji v Ceské republice. V disledku organizagnich zmén, privatizace
n¢kterych ustavil a uspornych opatieni nebylo mozné zachovat narodni kolekce v dosavadni
struktufe; po vzniku samostatné CR a Slovenska ziistalo v Seskych kolekcich 37,9 tis. polozek
GZ (Dotlacil et al., 2008).

OhroZeni genofondi zemédélskych plodin (v disledku ruseni ¢i privatizace nékterych
Gistavil a nedostatek prostfedkil) vyfesilo MZe CR v roce 1993 zahdjenim Narodniho programu
konzervace a vyuziti genetickych zdrojii rostlin (dale NP). Tento projekt, podobny narodnim
programtiim ve vétSing evropskych zemi, zajistil efektivni koordinaci, financovani a metodické
vedeni vSech subjektii v CR, které se do NP zapojily (Stehno et al., 1997). Vyznamnym
krokem bylo pfijeti narodni legislativy (Zakon o genetickych zdrojich rostlin a mikroorganismu
¢. 148/2003 Sb. a provadéci vyhlaska ¢. 458/2003). Oba dokumenty jsou pIné Vv souladu
s platnou mezinarodnimi dohodami, zejména Mezinarodni dohodou o genetickych zdrojich
rostlin (Dotlacil et al., 2008). Na zaklad¢ této legislativy byl Narodni program postupné
rozvijen do soucasné podoby.

Material a metody

Prace piinasi struény prehled o konzervaci a vyuzivani genetickych zdroji rostlin (GZ)
v CR a 0 sou¢asném stavu genofondt rostlin; vychazi z analyzy dostupnych dat a relevantnich
informaci k nasledujicim aktivitam:
(a) shromazd’ovani GZ a rozsSifovani kolekci; (b) dokumentace GZ, informacni systém
EVIGEZ; (¢) charakterizace a hodnoceni GZ, (d) konzervace GZR, dostupnost GZR a sluzby
uzivatelim a (e) mezinarodni spoluprace.

Vychozi data pro analyzy a zhodnoceni vyvoje NP poskytla pracovisté ucastnikii NP
prostiednictvim Vyro¢nich zprdv a Souhrnnych zpravy za NP, které kazdorocné predklada
koordina&ni pracovisté Genové banky ve VURV Praha.
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Vysledky a diskuse

Jak jiz bylo zminéno, NP vychazi z Ceské legislativy a z platnych mezinarodnich
dohod: Mezinarodni dohoda o GZ rostlin-ITPGRFA (FAO, 2001), Standardni dohoda o
poskytovani GZ rostlin - SMTA (FAO, 2004) a Globalniho ak¢niho planu — GPA (FAO,
1996). V ramci NP spolupracuje Sestnact pracovist’ patficich dvanacti pravnim subjektim ze
sféry vefejnych vyzkumnych instituci (VURV Praha, VUKOZ Priihonice, BU CAV
Priihonice), universit (MENDELU, ZF v Lednici) a soukromych vyzkumnych ustavii (ZVU
Krométiz, AGRITEC Sumperk, VUB Havli¢kiv Brod, CHI Zatec, VSUO Holovousy, VUP
Troubsko, OSEVA PRO - VST Zubti a VUO Opava a AMPELOS, Znojmo - Vrbovec).
Koordinaci a servisni ¢innosti (narodni informacni systém EVIGEZ, provoz narodni genové
banky semen a provoz kryobanky) zajiituje pro vsechny Glastniky NP VURV Praha.
Genetické zdroje vegetativné rozmnozovanych druhl jsou uchovavany na pracovistich
odpovédnych za kolekce téchto druhii; tato pracovisté poskytuji rovnéz vzorky GZ a
informaci uzivatellim.

Pocet GZ v Eeskych kolekcich rostl zejména od pocatku padesatych let do roku 1980,
coz bylo spojeno s mimofadnym zajmem domaciho Slechténi i péstitelské praxe (mj. 0
introdukci novych zahrani¢nich odrid do praxe). V osmdesatych létech se introdukce GZ
snizily a zacalo se vice prosazovat Ceské Slechténi. Nasledujici redukce rozsahu kolekei je
disledkem rozdéleni byvalého Ceskoslovenska a daldim obdobi se jiz realizuje cilené
rozsitovani kolekci, koordinované v ramci NP, s provedenou revizi kolekci v roce 2004
(vylouceni duplicit a nevhodnych polozek), (Obr. 1). K pocatku roku 2014 je v Ceskych
kolekcich shromazdéno 53 232 GZ, s ptevladajicim podilem obilnin, zelenin, picnin, luskovin
a ovocnych rostlin (Obr. 2). Z toho semeny mnozené druhy ptedstavuji 81,2 % a vegetativné
mnozené druhy 18,8 %. Druhovou diversitu ¢eskych kolekei charakterizuje 1173 kulturnich i
planych druhd.

Obr.1 Pocet GZ v kolekcich NP od roku 1951
Pocty GZ v Ceskych kolekcich v 1étech 1951-2013
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Obr. 2 Plodinova struktura kolekci CR

Plodinova struktura ¢eskych kolekci GZ
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Strategie rozSiiovani kolekci o nové genetické zdroje (GZ) se zaméfuje zejména na
GZ domaciho pivodu a na nartst kolekci o zdroje nové genetické diversity, pozadované
uzivateli. V roce 2013 bylo nové ziskdno 1186 GZ od domadcich a zahrani¢nich dérct a ze
sbérovych expedic. Z prilozeného obrazku vyplyva (Obr. 3), ze dlouhodobé jsou hlavnim
zdrojem pro rozsifovani kolekci GZ zahrani¢ni darci (genové banky, vyzkumna pracoviste,
Slechtitelské firmy), nasleduji doméci darci a sbéry doma i v zahranici.

Obr.3 Plvod a zdroje nové ziskanych GZ

Nov¢ ziskavané GZ podle ptivodu a zdroje
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V ceském informacnim systéemu GZ (EVIGEZ) jsou u vSech GZ v narodnich
kolekcich evidovana pasportni data, popisna data jsou v rizném rozsahu k dispozici u 37,3 tis.
GZ (tj. 70,7 % polozek). Timto podilem se CR fadi ke statim s relativnd vysokym stupném
zhodnoceni narodnich kolekci. Rozdily mezi kolekcemi jednotlivych ucastnikii NP jsou vSak
znaéné - od 45 % do 100 % popsanych GZ (Tab. 1).

Uzivatelé GZ mohou nalézt dostupné informace na URL:
http://www.genbank.vurv.cz/genetic/resources/.

Tab. 1 Stav dokumentace GZ v ramci kolekci jednotlivych uc¢astniktt NP k 1. 1. 2014

Pasportni data - Podil GZ
pocty Popisna data - S popisnymi
Ugastnik NP dostupnych GZ pocty GZ daty (%)
VURYV Praha-Ruzyné 16380 11415 69,7
ZVU Kroméiiz 5667 5431 95,8
AGRITEC Sumperk 5037 4027 79,9
VUB Havli¢kiv Brod 2454 2289 93,3
CHI Zatec 343 343 100,0
VURV Olomouc 10180 4963 48,8
VSUO Holovousy 2324 1397 60,1
VUKOZ Prithonice 1821 1288 70,7
VUP Troubsko 2299 1606 69,9
OSEVA VST Zubii 2398 1975 82,4
OSEVA VUO Opava 1403 1173 83,6
VURV VSV Karlitejn 274 151 55,1
MZLU Lednice 1430 645 45,1
BU AV Prithonice 423 410 96,9
AMPELQOS Znojmo 286 136 47,6
Celkem 52 719 37 276 70,7 %

Popisna data jsou vysledkem hodnoceni GZ (polni pokusy, laboratorni testy) a jsou
doplinovana dal§imi genetickymi charakteristikami (identifikované geny, genetické markéry),
které jejich uzitnou hodnotu déle zvySuji. Rozsah hodnocenych znakt se lisi u jednotlivych
druhti - v priméru se u vSech kolekci hodnoti cca 30 znakd.

Konzervace GZ je zékladnim poslanim NP. Usp&iné uchovat lze oviem pouze zdravé
a vitalni GZ; pokud GZ takové podminky nespliiuji, je nezbytna jejich predchozi regenerace.
Zachovéani Zivotnosti semennych vzorkit v Genové bance VURV Praha je dosahovéno
Setrnym vysouseni semen (pfi teploté do 20°C) a jejich dlouhodobym uloZenim pii teploté -
18°C. Z celkového podtu 42,8 tis. generativné mnozenych GZ je nyni v genové bance
evidovano 40 936 GZ (tj. 95,7 %). V genové bance jsou rovnéz uchovany vzorky a standardy
DNA (2245 polozek). Pievod vzorki GZ do genové banky probihal od roku 1989, se
zvySenou intenzitou pak zejména v 1étech 1998 - 2004, po konsolidaci NP (Obr. 4). Dnesni
naplnéni GB se jiz blizi setrvalému stavu (rutinné budou i naddle probihat regenerace a
kazdoro¢né jsou doplnovany nové ptirtstky). Vegetativné mnoZené druhy jsou uchovavany
V polnich genovych bankach (76,1 %) v in vitro kulturach (brambory, okrasné rostliny) a u
vybranych druhii se za¢ina uplatiiovat metoda kryokonzervace ve VURV Praha. Problémem
polnich genovych bank je riziko poSkozeni GZ (vlivy pocasi, patogenli apod.) a vysoké
naklady - proto je vhodna bezpecnostni duplikace (napf. v in vitro - a kryo - bankach). Polni
kolekce je vSak nenahraditelnd pro hodnoceni GZ.
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Obr.4 Pocet GZ ulozenych v Genové bance Praha - Ruzyné od roku 1989

Nartist poctu ulozenych semeny mnozenych GZ v genové bance
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Vzorky genetickych zdrojii a relevantni informace jsou dostupné uZivateliim- pro
potieby Slechténi, védy, vyzkumu a vzdélavdani, nikoliv vSak pro pfimé komeréni vyuziti. Tato
sluzba se fidi zakonem 148/2003 Sb. a mezinrodnimi dohodami, jimiz je CR véizana
(IT'/PGRFA-Mezinarodni dohoda o GZ, SMTA- standardni dohoda o poskytovani GZ). V
roce 2013 bylo uzivatelim ptedano 4846 vzorki GZ, ztoho 67 % prostiednictvim genové
banky semen. NejcastéjSim uzivatelem GZ se stdva vyzkum, za nim nésleduje Slechténi.
Zajem uzivatelll o vzorky GZ mé dlouhodobé vzristajici trend (Obr. 5), méni se v§ak pomér
rozesilanych polozek podle typu piijemce (stoupa zejména zajem o genetické zdroje ze strany
vyzkumu); pomér domadcich a zahrani¢nich uzivateli je relativné stabilni a cca 2/3
poskytnutych GZ ptedstavuje domaci distribuce. Opacny pomér pii ziskdvani GZ z domacich
a zahrani¢nich zdroji doklada vyhodnost mezinarodni spoluprace pii viméné GZ pro CR.

Obr. 5 Distribuce vzorkd genetickych zdroji uzivatelim - NP celkem
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Sluzby uzivatelim u semeny mnozenych GZ se s postupné presouvaji z jednotlivych
pracovist’ (od kuratora kolekci) na genovou banku - v souladu s jejim napliiovanim (Obr. 6);
to se projevuje zejména u distribuce vzorkit GZ do zahraniéi. Je vSak zadouci, aby kuratofi
kolekci i nadale pifimo poskytovali vzorky GZ a informace uzivatelim (véetné generativné
mnozenych druhll). Zejména v pfipadé domadcich uzivatelll jsou kontakty mezi kuritorem
kolekce a Slechtitelem zarukou efektivniho vyuzivani GZ a prispivaji rovnéz k racionalizaci
prace s kolekcemi.

Obr. 5 Distribuce vzorku genetickych zdroju uzivatelom z GB Praha - Ruzyné
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Vyznamnou ¢innosti NP se postupné stala mezindrodni spoluprdace. Vedle fady jinych
aktivit a projektll je nejvyznamnéjsi ,,Evropsky program spoluprace pro genetické zdroje
rostlin (ECPGR), do kterého je zapojeno 44 evropskych statd, véetné vsech zemi EU.
V soucasnosti se spolecné aktivity posouvaji od spoluprace k efektivni délbé prace a integraci
kapacit v evropském regionu, pii zajisténi standardi kvality a dostupnosti GZ (projekt
AEGIS). Pro Narodni programy v Evropé je AEGIS vyzvou a pfileZitosti aktivné se podilet na
ceskych specialistli v plodinovych pracovnich skupinich (kterych pracuje 18) a smluvni
zapojeni osmi Gdastniki NP jako piidruzenych ¢lent AEGIS. Ug€ast na mezinarodnich
aktivitach usnadnuje novela zakona 148/2003 Sb. (Sb. 232/2013, ¢astka 91/2013, z 2.8. 2013),
ktera umoznuje vyuzit ¢ast poskytovanych prostiedki pro NP 1 zajiSténi mezinarodni
spolupréace a plnéni naSich mezinarodnich zavazkd.
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Aktudlni problémy a perspektivy NP stru¢n¢ definuje nize provedena analyza silnych
a slabych stranek NP, existujicich rizik a ptilezitosti (SWOT analyza):

Silné stranky Slabé stranky

Silny a funk¢ni NP, navazujici na tradici a | Nestabilni a nedostatecné financovani

splnujici vSechna mezinarodni kriteria NP (formou dotaci, bez valorizace)

Vzajemna spoluprace ucastniki NP se Nedostatecny (obtizny) pfistup k

Slechténim, vyzkumem a praxi modernim technologiim (investice,
kapacity)

Centralizace koordinace a sluzeb, Nedostatecna podpora prace s GZ ze

decentralizace a plodinova specializace strany vyzkumu

kolekci

Kvalifikace fesitelt, zvladani generaéni Nedostate¢na provazanost mezi zeméd.

vymény vyzkumem a envi-programy (biodiv.)

Dobra pozice v mezinarodni spolupraci Propagace GZ (public awareness)

Na 4 pracovistich zavedena kontrola Nekompatibilita se soucasnym

kvality zpusobem hodnoceni Va'V

Dobra komunikace se statni spravou (MZe,

MZP) a uzivateli

Prilezitosti Rizika

Dalsi rozvoj spoluprace s uzivateli GZ Nepodafi se racionalizovat zptisob

pro zvyseni uzitné hodnoty kolekci financovani NP

Efektivni zapojeni ptidruZzenych ¢leni Bude pokracovat oslabovani

AEGIS (8 instituci) do tohoto projektu rezortniho vyzkumu a jeho vazeb na
praci s GZ

Spolec¢né projekty tcastnikli NP se Zajisténi dostupnosti GZ (ziskavani

Slechtiteli a dal$imi uzivateli GZ od donoru, ABS)

Uplatnéni genetickych a fyziologickych Rozvoj NP nestaci technologickému

metod pfi hodnoceni a konzervaci GZ pokroku ve vyspé€lych zemich

GZ pro adaptaci ke zméné klimatu Nedostatecna propagace GZ

Vyuziti GZ na podporu agrobiodiversity | Nebude dostate¢né respektovan

a nevyrobnich funkci zeméedélstvi specificky charakter a potieby prace
s genofondy na Grovni ucastniki a
koordina¢niho pracovist¢ NP

Ziskani nové genetické diversity do
kolekei (sbéry, vymeéna, donatofi)

Prohloubeni spoluprace s NGO
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Lze konstatovat, Ze realizaci NP MZe CR se podatilo navazat na domaci tradici prace
s genofondy a zajistit daldi efektivni rozvoj této problematiky v CR, pfi dodrzovani
mezinarodnich standardd (FAO, 1996; FAO, 2001) a Sirokém zapojeni do mezinarodni
spoluprace. Koordinaci aktivit uc¢astnikii NP byly v prvych létech jeho existence vylouceny
efektivni spolupraci s domacimi uzivateli GZ ve Slechténi a vyzkumu, ve které spatiujeme i
vyznamnou piilezitost pro dal§i rozvoj NP. Decentralizace kolekci v plodinovych ustavech
neni pfi koordinované spolupraci vramci NP nevyhodou, naopak miize byt vyhodna.
Kolekce GZ jsou zpravidla lokalizovany v pro né¢ vhodnych pudné - klimatickych
podminkach, coz zvysuje jejich bezpecnost a validitu ziskavanych dat pfi hodnoceni GZ.
Vyzvou a prilezitosti je zejména zapojeni ucastniki NP do mezinarodni spoluprace v ramci
ECPGR a do projektu AEGIS, stejné jako Siroké uplatnéni novych technologii a vyuziti
genofondt na podporu a vyuzivani agrobiodiversity.

Dlouhodobym zavaznym problémem je nestabilni a nevhodna forma financovéani NP
formou dotaci, bez valorizace podle inflace. S tim souvisi u vétSiny tcastnikii NP i obtizny
ptistup k novym technologiim a nezbytnym investicim. Nartstajicim deficitem NP je také
absence vyzkumnych priorit a projektt, orientovanych na metodickou pomoc pro NP a na
vybér a podrobné zhodnoceni GZ pro konkrétni potieby uzivatel. Jde o aktivity vyznamné
zhodnocujici celou praci s genofondy a jeji vysledky, pro které vSak nejsou v ramci NP
prostfedky ani kapacity (tak jak je tomu v zahrani¢i) a proto by mély byt pfedmétem
spoluprace s vyzkumem.

Zavér

Hodnoceni dvaceti let existence NP pro genetické zdroje rostlin potvrzuje, Ze tento
model pée 0 GZ se v CR pIné osvédéil a umoznil dosahnout V této oblasti Girovné srovnatelné
s nejvyspélejsimi staty. Ma-li si NP tuto pozici a svoji plnou funkénost udrzet a dale rozvijet,
bude nezbytné v relativné kratké dobé 3 - 4 let stabilizovat financovani NP, umoznit jeho
technologicky rozvoj, umoznit aplikovany vyzkum pro potieby NP a nalézt odpovidajici
zatazeni NP ve struktufe programii MZe - v oblasti mezi vyzkumem a mandatornimi
aktivitami resortu zemédélstvi, které vyplyvaji z domaci legislativy a mezinarodnich dohod.

Dedikace
V piispévku je vyuZzito vysledki ziskanych v pribéhu feSeni ,Ndrodniho programu
konzervace a vyuziti genofondu rostlin a agrobiodiversity “, €.j. MZe CR 206553/2011-17253
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PERSPEKTIVNI METODY PRO HODNOCENI KVALITY
GENETICKYCH ZDROJU PSENICE SETE V GENOVE BANCE

PRAHA
Perspective methods for genetic resource evaluation of common wheat in Gene bank of
Prague
Dvoracek V., Bradova J., Prohaskova A., Sto¢kova L., Papouskova L.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha-Ruzyné

Abstrakt

Prispévek pojednava o zavadeéni a optimalizaci vybranych perspektivnich metod hodnoceni
kvality zrna genetickych zdroji pSenice v laboratofi kvality rostlinnych produktt. Popisované
metody zahrnuji elektroforetickou identifikaci tzv. ,,waxy* bilkovinnych alel s tésnym
vztahem ke sloZeni Skrobu pSeni¢ného zrna. Dale jsou zde popisovany metody kvantifikace
bilkovinnych frakci zrna a stanoveni relativni viskozity vodného vyluhu mouky s vazbou
k nutri¢ni i technologické jakosti mouky. V neposledni fad¢ je rovnéz zminéna i metoda
retencni kapacity mouky (SRC - test) a jeji potencial pro predikci pekarské kvality mouky.
Klic¢ova slova: Triticum aestivum L., kvalita zrna, waxy alely, frakcionace bilkovin, relativni
viskozita, reten¢ni kapacita mouky

Abstract

The paper discusses an application and optimizing of selected perspective methods of grain
quality evaluation in wheat genetic resources in the laboratory of the plant product quality.
These described methods include electrophoretic identification so-called “waxy” protein
alleles with a close relation to starch composition of the wheat grain. There are evaluated
methods of grain protein fractionation and assessment of relative viscosity of the aqueous
extract of wheat flour as well which showed a significant relation to nutritional and
technological quality of wheat flour. Finally, there is also mentioned the method of retention
capacity of flour (so - call SRC test) and its efficiency for prediction of bread-making quality
of flour.

Keywords: Triticum aestivum L., grain quality, waxy alleles, protein fractionation, relative
viscosity, retention capacity of flour

Uvod

Oddéleni genové banky se vedle celonarodni koordinace, dokumentace a uchovani
generativné mnozenych genetickych zdroju rostlin, vénuje téz hodnoceni vlastnosti a znakd
vyznamnych obilnin a minoritnich plodin, za které ma ruzynské pracovisté garanci v rdmci
Narodniho programu konzervace a vyuziti genetickych zdroju rostlin a agrobiodiverzity. Ze
skupiny vyznamnych obilnin jsou zde hodnoceny kolekce pSenice seté (T. aestivum L.)
tritikale (Triticosecale) a ozimého je¢émene (H. vulgare L.). Garance u minoritnich plodin
zahrnuje kolekce psenice $paldy (T. spelta L.), pSenice jednozrnky (T. monococcum L.) a
dvouzrnky (T. dicoccum SCHUEBL), pohanky seté (Fagopyrum esculentum MOENCH.),
pohanky tatarské (Fagopyrum tataricum L.), prosa setého (Panicum miliaceum L.), ¢iroku
(Sorghum sp.), amarantu (Amaranthus sp), béru (Setaria italica L.) a fady dalsich kulturnich i
planych ptfedki obilnin.

U vyznamnych obilnin je v posledni dobé zaznamenavan nejen trvaly pokrok v oblasti
rezistentniho Slechténi a celkového vykonu odrady, ale vzhledem k pozadavkim trhu je stale
veétsi tlak 1 na jednoznacné diferencovanou kvalitu produkce. V piipadé pSenice seté je to
oblast pecivarenska ¢i primyslova pozadujici napt. nizké vaznosti mouky, tazny az roztékavy
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lepek ¢i specifickou kvalitu Skrobt (Békés, 2012). Doposud na trovni vyzkumnych praci
ovSem s predpokladanym rychlym transferem predevsim do Slechtitelské praxe jsou u pSenice
studovany moznosti nutricnich zmén a to jak zpohledu krmné jakosti pfedevSim u
monogastrl, tak vyzivové kvality zahrnujici napt. zvySeni obsahu pfirozenych antioxidanti
pSenicného zrna, snizeni glykemického indexu a zatéze ¢i snizeni alergizujiciho efektu
lepkovych bilkovin (Balyan et al., 2013).

Tyto skutec¢nosti tak vedou i nase laboratorni pracovist¢ v Genové bance k nutnosti
rozSifovat portfolio sledovanych znakli u genetickych zdrojii pSenice vcetné jejich
optimalizace a adaptace z hlediska pozadavkti na minimalni spotiebu testovaného materialu.
Za poslednich 6 let tak byly na souborech genetickych zdroji pSenice seté¢ aplikovany dva
postupy stanoveni bilkovinnych frakci pSeni¢ného zrna, sledovani viskozity vodného vyluhu
Srotu piipadné¢ mouky svazbou K obsahu arabinoxylani, detekce tzv. ,,waxy“ alel
odpovédnych za pomér amylosy a amylopektinu s vyuzitim elektroforézy (SDS-PAGE) ¢i
charakterizace centrifuga¢ni vaznosti mouky tzv. SRC - testu (Solvent Retention Capacity
Test) s vazbou k pekaiské a pecivarenské jakosti zrna.

Piiklady vybranych optimalizovanych metod

Detekce waxy bilkovinnych alel
Obsah amylosy je u hexaploidnich pSenic regulovan 3 waxy alelami Wx-Al(a/b), Wx-

Bl(a/b) a Wx-D1(a/b), které jsou piitomné na chromozomech 7A, 7D a 4A (Van Hung,
2008). Absence (b) nebo mutace jedné ¢i vice alel pak zpisobuje snizeni aktivity enzymu
GBSS1 zodpovédného za syntézu amylosy, ¢imz je jeji obsah v zrné snizen (az pod 1%). Pro
detekci téchto alel byly zvoleny ¢tyfi pSeni¢né waxy materialy T. aestivum L. (Kanto 107X,
WQL6K107-BHWX2-2a, WQL6K107-BHWX14-7, Waxy-Pen) s deklarovanou skladbou
dvou resp. tii waxy (nulovych) alel a kontrolni odrtida Chinese Spring s aktivnimi alelami na
vsech tfech lokusech.

Purifikace a izolace GBSS proteinti byla provedena dle autord Zhao a Sharp (1996) a
k jejich detekci byla pouzita SDS-PAGE 12,5 %, velikost gelu 80 x 55 x 0,75 mm,
vizualizace proteinii Coomassie Briliant Blue R250 (Bradova et al., 2011).

Kvantifikace albumino-globulinové a gliadinové frakce

Priklad kvantifikace aloumino-globulinové a gliadinové frakce je uveden na souboru
24 geneticky heterogennich pSeni¢nych materidli evropského piivodu a dvou cinskych
genotypu. Princip metody je zaloZen na odlisné rozpustnosti jednotlivych bilkovinych slozek
zrna v roztoku 0,5M NaCl pii 4°C (albumino-globulinové frakce) a 60% ethanolu pii 20°C
(gliadiny) (Dvotacek et al., 2001). Obé bilkovinné frakce byly extrahovany ve tfech
opakovanich. Detekce extrahovanych bilkovin byla provedena pomoci dvou metod: 1)
Kjeldahlovy mineraliza¢ni metody (ISO 5983-1) 2) vysokotlaké chromatografie RP-HPLC
(Naeem et al., 2007).

Relativni viskozita vodného vyluhu mouky

Ptiklad stanoveni hodnoty relativni viskozity mouky ve vodném vyluhu je popsan u 35
kontrastnich genotypti pSenice péstovanych v roce 2010 na 3 lokalitach. Soubor tvotily v CR
registrované odrudy, vybrani zastupci svétové kolekce pSenic a skupina HMW-Glu linii
pSenic pochdazejicich z evropskych krajovych odrid. Princip metody je zalozen na méfeni
viskozity odstiedéného a varem enzymaticky inaktivovaného roztoku kapilarnim kulickovym
mikroviskozimetrem (Saulnier et al., 1995).
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SRC - test

V roce 2009 byla na naSem pracovisti zavedena metoda Solvent Retention Capacity
testu (SRC - test), ktera je oficialné uznavanou metodou AACC 56-11 a slouzi pro predikci
findlnich pekatskych parametri pSenice. Test je zalozen na hodnoceni centrifugacni vaznosti
(retence) mouky pomoci ¢ty rozdilnych roztokli (destilovand voda, 5% roztok uhli¢itanu
sodného, 50% roztok sacharosy a 5% roztok kyseliny mlééné). Uroven vaznosti 5% roztoku
uhli¢itanu sodného je dle metody asociovana k poskozeni Skrobu, vaznost roztoku sacharosy
je ovliviiovana obsahem pentosanl, vaznost roztoku kyseliny mlé¢né kvalitou pfitomné
gluteninové frakce a celkova vaznost vody je pak ovlivnéna vSemi vySe uvedenymi
komponenty psSeni¢né mouky. Vyhody tohoto ukazatele jsou dokumentovany na viceletém
hodnoceni (2009 - 2011) souboru genotypi pSenice seté (viz ,,Relativni viskozita vodného
vyluhu mouky ).

DosazZené vysledky a diskuse

Detekce waxy bilkovinnych alel

Metoda SDS-PAGE umoznuje separaci proteini GBSS1 vazanych na granule Skrobu
ptitomnych v pSenici jako tfi elektroforetickych pruhli na gelu, které koresponduji s vyskytem
aktivnich alel Wx-Ala, Wx-Bla a Wx-Dla. Vysledky separace a vizualizace téchto alel za
pouziti klasické SDS-PAGE elektroforézy u sledovanych waxy materiald jsou zndzornény na
obrazku 1. Vizualizace SDS-PAGE potvrdila u kontrolni odriidy Chinese Spring tfi typické
elektroforetické pruhy, které odpovidaji ptislusSnym aktivnim Wx proteintim, jak uvadi Zhao a
Sharp (1996). Nejpomalejsi pruh odpovida Wx-Ala proteinu a dva dalsi pruhy s velmi
blizkou pohyblivosti odpovidaji Wx-Dla a Wx-Bla proteinim. Zjisténé vysledky
testovanych waxy materiali se ovSem s deklarovanymi charakteristikami shoduji pouze
castecné (Obr.1). V piipadé odriidy Kanto 107x byl detekovan kromé& deklarovaného proteinu
Wx-Dla i Wx-Ala protein. U ostatnich materialti, které by podle deklarace mély byt zcela
bez vyskytu piislusnych proteinil, byl zjistén jeden (Wx-Dla u WQL6K107-BHWX2-2a) ¢i
dva (Wx-D1la, Wx-Ala u WQL6K107-BHWX14-7 a Waxy Pen) slabé pruhy. Je tak ziejmé,
7e testované waxy odriidy se vyznacovaly neuspokojivou odridovou ¢istotou, coz dokladaji i
hodnoty obsahu amylosy zjisténymi u téchto materialt (Tab.1), kdy Zzadna z deklarovanych
pln€ waxy pSenic nepotvrdila pouhé stopy obsahu amylosy (pod 1%).

Obr. 1 Elektroforetické stanoveni proteintl vazanych na granule $krobu (GBSS1) v psenici

A1 GBSS

D1>—,
B1

CS 1 2 3 4

1- Kanto 107x; 2- Waxy Pen; 3- WQL6K107-BHWX2-2a; 4- WQL6K107-BHWX2-14-7; CS-
Chinese Spring);
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Tab. 1 Primérny obsah amylosy u hodnocenych materialt

Odrada Amylosa (%)
KW 107x 3,4
Waxy Pen 47
WQL6K107-BHWX 2-2a 6,2
WQL6K107-BHWX 14-7 6,7
Chinese Spring 25,0

Kvantifikace albumino-globulinové a gliadinové frakce

U studovaného souboru starSich a soucasnych odriid psSenice seté se potvrdily
statisticky prikazné rozdily mezi obéma sledovanymi frakcemi (Obr. 2 a 3). Vyssi
genotypové diference byly zaznamenany u starSich odrid s vy$§im obsahem gliadinové frakce
(Odeskaja 16, Hatvani 5612 apod.) ve srovnani s modernimi evropskymi odriidami (Dvotacek

et al., 2001; Dotlacil et al., 2008).

Obr. 2 Detekce albumino-globulinové frakce pomoci mineralizaéni metody dle Kjeldahla

resp. RP-HPLC
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Obr. 3 Detekce gliadinti pomoci mineralizaéni metody dle Kjeldahla resp. RP-HPLC
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Ziejmy je i vyznamny rozdil v hodnotach u identickych vzorkl v zavislosti na pouZité
metod¢ stanoveni, pficemz hodnoty obou frakei stanovené mineralizacni metodu vykazovaly
obecné vyznamné vyssi hodnoty ve srovnani s metodou RP-HPLC. V piipad¢ albumino-
globulinové frakce je to pii mineralizacnim stanoveni pravdépodobné zptisobeno zahrnutim i
nebilkovinnych slozek zrna. Rozdily obou metod pfi stanoveni gliadinové frakce byly nizsi
s prukazné vyssi arovni vzajemné korelace (r = 0,68 vs. 0,53). Tento fakt je pravdépodobné
dén 1 volbou vhodného proteinového standardu pro tuto frakci, jimz byl pfimo pSeni¢ny
gliadin. V piipadé analyzy albumino-globulinovych frakci byl pro RP-HPLC pouzit jako
bilkovinny standard sérovy hovézi albumin s vyrazné odliSnym chromatografickym spektrem
od ziskané smési pSeni¢nych albumind a globulint. Pfesto i v ptipad¢ gliadinové frakce byly
hodnoty ziskané mineraliza¢ni metodou vyssi a pro absolutni srovnatelnost obou metod by tak
mél byt obecné ptijimany bilkovinny koeficient pro pSenici (5,7) snizen.

Velmi zajimavé jsou poznatky tykajici se korelacnich zavislosti stanovenych
bilkovinnych frakci obéma metodami k vybranym nepfimym parametram pekaiské jakosti
(obsah hrubych bilkovin — NL, mokrého lepku — ML, gluten indexu - Gl a Zelenyho
a GI byly ziskény pfi stanoveni obou frakci mineralizaéni metodou (Tab. 2). Naopak obsahy
obou bilkovinnych frakci stanovené pomoci RP-HPLC 1épe korelovaly s hodnotou ZS. Je tak
ziejmé, ze stanoveni tzv. ,,Cist¢ho* proteinu u obou bilkovinnych frakci hraje vyznamnou
ulohu v trovni tohoto parametru.

Tab. 2 Korela¢ni vztahy mezi obsahem bilkovinnych frakci a vybranymi ukazateli kvality
pseni¢ného zrna

Parametry Obsah hmbych Obsah mokrého C_Sluten Z(?Ienyho
bilkovin lepku index sedimentace
Alb+Glo (HPLC) -0.01 0.08 -0.15 -0.39
Alb+Glo (Kjeldahl) 0.43* 0.54* -0.51* -0.18
Gli (HPLC) 0.88* 0.84* -0.64* 0.47*
Gli (Kjeldahl) 0.93* 0.92* -0.74* 0.35

*statisticky signifikantni pro p<0.05

Relativni viskozita vodného vyluhu mouky

Zjisténé rozdily v hodnotach relativni viskozity mouky (Rvisem)) potvrdily vysokou
genotypovou zavislost (85,3 %) ve shod¢ se Saulnierem et al. (2007). Je tak zfejmé, Ze tuto
vlastnost Rvism) (vk = 13 %) lze povazovat $lechtitelsky za velmi ptiznivou (Obr. 4).

Pro moznosti vyuziti parametru RViSim) bude rovnéz dilezitd jeji vazba k dalSim
technologickym ukazatelim resp. parametrim piimého pekatrského testu. Pfi srovnani
S tradiénim parametrem predikujici pekafskou jakost zrna (Zelenyho sedimentacni test) jsou
dosazené korelac¢ni urovné ziskané relativni viskozity mouky velmi srovnatelné, pficemz
vyssi korelacni hodnoty dosahovala Rvism) S objemem peciva a Sitkou bochniku. Naopak
vyska bochniku a tvarovy index (pomér vysky a Sitky bochniku) vice koreloval s hodnotou
Zelenyho sedimentace (Tab. 3).
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Obr. 4 Hodnoty relativni viskozity mouky na jednotlivych lokalitach (2010)
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Tab. 3 Korelaéni vztahy relativni viskozity a Zelenyho sedimentacniho testu k finalnim
pekatskym parametriim

Objem Vyika Sifka Pomér vysky a
Parametr bochniku | bochniku | bochniku §irky bochniku
Rel. viskozita 0,54** 0,30** 0,46** 0,10
Zelenyho test 0,46** 0,46** 0,26** 0,35**

SRC - test

Ziskané tiileté vysledky hodnoceni retenc¢ni kapacity mouky u vzorkli pSenice je
uveden v Tab. 4. Nejvyssi variabilita byla zjisténa u retenc¢ni kapacity mouky v 5% kyseliné
mlécné (Vk = 18%). Variabilita reten¢ni kapacity pro ostatni roztoky byla v prib&hu ro¢nika
a lokalit stabilnéjSi a neptekrocila 10% hranici. Metoda je zatim vyhradné vyuZivdna
k predikci pecivarenskych pSenic (suSenky, krekry apod.), pro néZ jsou deklarovany hodnoty
sledovanych parametrti mouky dle normy AACC 56-11. Z naSich vysledkd vyplyva moZznost
efektivniho vyuziti metody 1 pro ucely predikce pekatské jakosti, jak napf. naznacuje
porovnani vysledkl u elitni odridy Akteur (pekaiskd jakost E) s dosazenym celkovym
primérem retenci u celého hodnoceného souboru. Odriida Akteur vykazovala vysokou
retenéni hodnotu piedevs§im v roztoku v kyseliné mlé¢né. Naopak pomérné nizsi (napf. ve
srovnani s odridou Bohemia - pekatska jakost A) byla u této odriudy retence v roztoku
sacharosy a uhli¢itanu sodného, svéd¢ici o nizSim podilu neskrobovych polysacharidii a
niz8im poSkozeni Skrobu.

Rozdily v retenci kyseliny mlécné a uhli¢itanu sodného nebyly mezi gluteninovymi
krajovymi liniemi a Slechténymi materialy statisticky vyznamné. Na vysi hodnot retencnich
parametrl s roztokem sacharosy a uhli¢itanu se pak ¢aste¢né projevil 1 vliv péstebni lokality.
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Tab. 4 Charakteristika reten¢nich parametrti mouky - SRC test (2009 — 2011)

Parametr Voda | Kys. mlééna | Sacharosa Uhlicitan

(%) (%) (%) sodny (%)
RU-GLU linie 65,99 138,14° 114,65° 82,18
Slechténé odridy | 62,69° 136,64° 107,10° 80,71°
Odrida Akteur 62,63 156,74 105,18 77,30
Ruzyné 64,92° 129,70° 107,90° 80,24°
Kromé&¥iz 65,14 127,02 111,03° 83,18
Humpolec 63,60 149,79° 117,82° 81,08%

Hodnoty s odlisnou indexaci jsou signifikantni pro p<0,05

Efektivitu SRC - testu vzhledem k predikci objemu peciva lze velmi dobie
dokumentovat vicendsobnou regresni analyzou na zaklad¢ vzajemného srovnani s predikénimi
schopnostmi  soucasnych reologickych systémti (Mixolab, Farinograf, Alveograf).
Porovname-li jednotlivé regresni vztahy (Obr. 5 - 8), nejvyssi predikéni schopnost se
potvrdila pro odhad objemu peciva pomoci alveografu (R = 0,80). Nicmén¢ i dalsi hodnocené
reologické metody dosahly naprosto srovnatelné regresni korelace R i chyby odhadu.
Vzhledem k minimalnim vstupnim nakladim metody SRC - testu vyzadujici pouze vhodny
rotator a standardni centrifugu i relativné nizkou spotfebu vzorku lze tak povazovat jeji
aplikaci napf. pro Slechtitelské ucely ¢i hodnoceni genetickych zdroji za vysoce perspektivni.

Obr. 5 Predikce objemu peciva pomoci metody SRC - test (2009-2011, Ruzyng)
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Obr. 6 Predikce objemu peciva pomoci metody Mixolab, 2009-2011, Ruzyn¢)
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Obr. 7 Predikce objemu peciva pomoci metody Alveograf (2010-2011)
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Obr. 8 Predikce objemu peciva pomoci metody Farinograf (2009-2011)
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Zavér

Uvedené piiklady hodnoceni perspektivnich metod potvrzuji jejich Siroké uplatnéni
pro posuzovani kvality zrna pSenice seté. Svym charakterem jsou pfedev§im urCeny jako
screeningové metody vhodné pro hodnoceni rozsdhlych kolekei genetickych zdroji c¢i
Slechtitelskych materidli a pro hleddni a vyvoj genotypt (novych odriid) vhodnych pro
specifické koncové vyuziti (chleba, suSenky oplatky, krmné odriidy, primyslové aplikace aj.).
Ve srovnani s tradiénimi metodami pak v fad¢ ptipadii nabizeji komplexné&jsi pohled na

hodnoceni dalsich ukazatelti, jez technologickou resp. nutricni kvalitu rovnéz vyznamné
ovliviiuje (frakcionace proteinu, relativni viskozita). I z tohoto diivodu tak 1ze ocekavat jejich
mozné uplatnéni v nékterych vyrobnich provozech pfi prvotnim nidkupu komodit nebo
vlastnim zpracovani a vyuzivani pSeni¢né mouky.
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GENOFOND CIROKU OBECNEHO
SORGHUM BICOLOR (L.) MOENCH A MOZNOSTI JEHO VYUZITI

V PODMINKACH CR
Utilization of Sorghum bicolor gene pool and its usage in the conditions of the Czech
Republic
Hermuth J. 1, Janovska D. !, Ustak S.?

L Oddélent genové banky, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
2 Oddéleni ekotoxikologie, Vyzkumny tistav rostlinné vyroby, v.v.i., pracovi§té Chomutov

Abstrakt

Cirok je jednou z nejdéle péstovanych plodin. V souasné dobé je jeho zrnova forma patou
nejpestovanéjsi obilovinou svéta. Moznosti vyuziti vSech forem ciroku jsou velmi Siroké.
V potravinafském primyslu je vyuzivan Cirok cukrovy pro vyrobu sirupd, cukrovinek, lihu,
lihovych néapoji a piva, protoze snadno a rychle zkvaSuje. Velmi rozsifena je piiprava kasi
z mouky a krup. V pramyslu je vyuzivana ¢irokova mouka pro vyrobu lepidel, olejii a Skrobu.
V posledni dobé zaznamenava razantni narist v produkci bioplynu a etanolu. Cirok je dale
vhodny jako kvalitni krmna plodina pro vysoky obsah cukrii, velmi dobrou stravitelnost a
vysoky vynos zelené silazni hmoty. Varieta technického Ciroku je surovinou pro vyrobu
kartacu a kostat.

Klic¢ova slova: Cirok, genetické zdroje, biomasa, potravinarstvi, novoslechténi

Abstract

Sorghum is one of the oldest grown crops. At present, it is one of the five most cultivated
cereals in the world for human nutrition. Possibilities of their usage of all forms are very
wide. In food industry is exploited Sorghum sugar for production syrups, confectionaries,
spirit, spirituous drinks and beer, because easily and quickly ferment. Wide - spread is
preparation pulp from flour and croup. Industrial usage sorghum flour is for production glues,
oils and starch. Recently records penetrative growth in performance alcohol like firing from
biomass. Sorghum is further fit like high - quality feeding product for high content sugars,
very good digestibility and high decree green silage masses. Variety technical sorghum is raw
material for production brushes and brooms.

Key words: sorghum, genetic resources, biomass production, food industry, new variety

Uvod

Moznosti vyuziti vSech forem cCiroki jsou velmi Siroké. V potravindiském priamyslu je
vyuzivan ¢irok cukrovy pro vyrobu sirupil, cukrovinek, lihu, lihovych napojt a piva, protoze
snadno a rychle zkvasuje. Velmi rozsifena je piiprava kasi z mouky a krup. Pramyslové
vyuziti ¢irokové mouky je pro vyrobu lepidel, oleju a skrobu (Martin and MacMasters, 1952).
V posledni dobé zaznamenava razantni nartst v produkci etanolu jako paliva z biomasy
(Martin et al., 2006). Cirok je dale vhodny jako kvalitni krmné plodina pro vysoky obsah
cukrt, velmi dobrou stravitelnost a vysoky vynos zelené silazni hmoty. Varieta technického
¢iroku je surovinou pro vyrobu kartdcli a kostat. Péstovani ¢iroku je vyznamné piedevSim
slozkou potravy obyvatel. Tradicné velky vyznam ma péstovani Ciroku v Africe, stejné tak
Vv sussich oblastech Indie, Japonska, Stfedniho vychodu. S intenzivnimi kulturami ¢iroku se
setkavame v jiZni, stfedni a teplejSi ¢asti Severni Ameriky, v Australii, jizni Evropé. Obilky
¢iroku zbavené pluch se pfipravuji bud’ v celku, nebo se z nich cast&ji mele mouka, ktera je
vhodna predevsim pro ptipravu kasi. Z obilek Ciroku se také ptipravuje ¢irokové pivo, které je
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oblibené nejen pro svou opojnost, ale i jako zdroj vitamint skupiny B, kterych je v n¢kterych
oblastech péstovani ¢iroku nedostatek. Podobné jako z jinych obilnin i1 z obilek ¢iroku je
mozné vyrabét lih. V oblastech jeho péstovani jsou obilky ¢iroku i vyznamnym krmivem pro
driibez i vykrm prasat. Hlavnimi svétovymi producenty zrnového ¢iroku jsou Spojené staty,
Nigerie, Indie, Mexiko, Sidan (Holec et al., 2011).

V poslednich letech je patrny posun péstovani Ciroku i do severnéjSich oblasti
(Francie, Mad’arsko), kde existuji programy $lechténi hybridii Girokd. Slechti se zejména na
chladuvzdornost, ranost a snizeni obsahu antinutricnich latek v obilkach (Rajki-Siklosi, 1993).
Tak se nabizi vétsi moznost jeho vyuziti v Evropé k potravinaiskym ucelim, coz se dosud
délo jen v omezené mife. Lysin v béznych genotypech Ciroku piedstavuje v rozvojovych
zemich témer 40 % doporucené davky této esencidlni aminokyseliny pro déti pro spravny rast
a vyvin organismu. Vysokolysinové genotypy maji zastoupeni lysinu vyssi a 1 celkové slozeni
aminokyselin nutriéné pfiznivéjsi (Serna—Saldivar and Rooney, 1995). Obsahy jednotlivych
latek mohou byt znacné¢ rozdilné podle mista péstovani a péstitelské praxe. Naptiklad obsah
bilkovin siln¢ ovliviiuje hnojeni dusikem. Zvysuje zejména podil prolaminové frakce, ktera se
u ¢irokl nazyva kafirin. Tato frakce je chuda na lysin, arginin, histidin a tryptofan, naopak
obsahuje hodné prolinu a glutaminu. Rajki-Siklosi (1993) uvadi obsah bilkovin v zrnu
zrnového ¢iroku v podminkach Mad’arska 10,0 — 10,7 %. Jako negativni vlastnost se uvadi
obsah taninu (proanthokyanidinu) a nékterych dalSich antinutri¢nich latek, které mohou
nepiiznivé ovliviiovat stravitelnost. Ttisloviny totiz reaguji s bilkovinami potravy, travicimi
enzymy i bilkovinami stfevni sliznice. Zrno téchto odrid by se nemélo pouzivat pro krmeni
mladé dribeze, u které mizZe zpisobovat zpomaleni ristu. Obsah Skrobu je podobny jako u
kukutice okolo 70 %, obsah bilkovin 8 — 16 %, tuku 3,3 %, popelovin 1,9 % a hrubé vlakniny
1,9 % (Jambunathan and Subramanian, 1988). Zajem o pé&stovani Ciroku ve stfedni Evropé
roste s ohledem na oteplovani klimatu, moznosti vyuziti ke krmnym ucelim a v lidské vyzive
pro moznost jeho uplatnéni v bezlepkové dieté. Z tohoto pohledu je vyznamné zastoupeni
jednotlivych frakci bilkovin zrna ¢iroku, protoze celiakalné toxické sekvence aminokyselin
jsou ptitomné v prolaminové frakci. Existuji genotypové rozdily, kdy odridy ¢iroku zrnového
vykazuji ve srovnani s Cirokem cukrovym pfiznivéjsi sloZeni bilkovinnych frakei, vyssi
zastoupeni nutri¢né hodnotnych albuminii a globulint a niZsi zastoupeni prolamini. Vysledky
imunologického hodnoceni mnozstvi prolaminti (ELISA) u sledovanych odrid ¢irokt
prokézaly, ze byly hluboko pod limitem pro bezlepkovou dietu (max. 10 mg gliadini —
prolamintl) na 100 g vzorku (Petr et al., 2003). Klinickym testovanim se potvrdila moznost
bezproblémového vyuziti ¢iroku pro dietu pii celiakii.

V soudasné dobé se v CR, po vzoru Némecka a Rakouska, vyuZivé nejvice pro vyrobu
bioplynu kukufice. S ohledem na potfebu zvySeni biodiverzity péstovanych zemédélskych
plodin a zamezeni negativnich vlivii této plodiny na Zzivotni prostfedi, zejména pfi
opakovaném péstovani na stejném misté, jsou zemédélskym vyzkumem a nasledné i praxi
vyhledavany vhodné alternativy. Velmi vhodnou alternativou pro vyrobu bioplynu se jevi
¢irok. Podobné jako kukufice, ¢irok poskytuje vysoké vynosy nadzemni biomasy, vhodné pro
silaZzovani a naslednou produkci bioplynu. Na rozdil od kukuftice je ¢irok odolngjsi k suchu, a
proto je vhodngjsi pro péstovani na leh¢ich pudach a do suchych oblasti. S ohledem na
klimatické zmény bude péstovani &iroku v CR nabyvat na vyznamu (Podrabsky, 2008).
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Material a metody

V roce 2009 a 2010 pracovnici Genové banky ve VURV, V.v.i., uskute¢nili polni
experimenty s vybranymi materialy &iroku. Pokus byl vyset na parcelach o plose 4,5m?* ve
ttech opakovanich. Hodnocené odrudy ciroku jsou komercéni materidly a byly vybrany na
zakladé doporuceni firmy Seed Service, kterd se zabyva introdukci &iroktt do CR. Dalsi
materidly byly dodany osivaiskymi firmami Saatbau Linz a Syngenta. Nékteré genotypy
¢irokt byly ziskany z genové banky - kolekce genetickych zdroji Ciroku.

Vysledky a diskuze
Ziskané informace jsou zahrnuty v nasledujicich tabulkach 1- 4 a textu.

Tab.1 Hodnocené parametry biomasy u ¢iroku; primérna data z let 2009-2010

Vyska Biomasa Obsah zakladnich Zivin v % suSiny
(cm) (kg/m?) N P K Ca Mg
Goliath 228,67+22,27 | 10,10+0,93 | 1,82+0,40 | 0,25+0,08 | 3,41+1,24 | 0,70+0,09 | 0,25+0,02

Sucrosorgo 506 | 209,50+24,34 8,62+2,16 | 1,87+0,29 | 0,26+0,07 | 3,40+0,97 | 0,69+0,12 | 0,24+0,03

Nutri Honey 199,33+20,85 | 7,18+1,37 | 1,75+0,37 | 0,23+0,05 | 2,58+0,71 | 0,65+0,11 | 0,23+0,03

Latte 197,67£25,01 | 7,96+£3,60 | 1,70+0,55 | 0,25+0,06 | 2,92+1,09 | 0,63+0,09 | 0,22+0,04

Honey Graze

BMR 194,83+14,80 | 5,60+1,46 | 1,83+0,53 | 0,23+0,08 | 3,52+1,79 | 0,76+0,05 | 0,24+0,04

Big Kahuna

BMR 173,17£30,04 | 6,71£2,25 | 2,17+0,37 | 0,29+0,08 | 3,66+0,73 | 0,82+0,06 | 0,28+0,02

Goliath — rany hybrid, vhodny pro bioplynové stanice

Sucrosorgo 506 — hybrid, dava vysoké vynosy zelené hmoty 1 na stanovistich nevhodnych pro
silazni kukufici

Nutri Honey — hybrid ¢iroku a stidanské travy, vhodny pro pici i ke spasani

Latte — krmna odrada, vysoka odolnost k suchu

Honey Graze BMR — hybrid vhodny pro vyrobu senaZe, sena, zeleného krmeni ¢i pastvy;
nizsi obsah ligninu

Big Kahuna BMR — hybrid vhodny pro silaz, fotoperiodicky citlivy ke kratkému dni

Pii vyuziti zelené hmoty je v pfipadé seCeni v obdobi do zacatku metani obsah
bilkovin v pici velmi vysoky, srovnatelny s obsahem v mladych travach nebo horsi vojtésce.
V uvedené ristové fazi maji rostliny vysoky obsah rozpustné vlakniny, které se starnutim
rostlin postupné ubyvéd a fedi se i obsah bilkovin. K vyrazné lignifikaci dochazi v dobé
odkvétani rostlin.
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Vzchazeni Metani Plna zralost | Zapojeni (%) Vyska (cm) Vynos
(dny) (dny) (dny) (t sus./ha)
K-81 18,00+0,00a | 80,00£0,00c | 161,00+0,00a | 100,00+0,00a | 291,00+4,58a | 26,08+1,97a
Kecskemeti | 19,00+0,00ab | 93,00+0,00d | 169,00+0,00a 91,67+7,64a 314,67+4,51a | 26,24+5,84a
SO -29 21,33+0,58¢ | 74,67+1,53b | 170,00+0,00a 26,67+7,64b 302,33+7,02a | 26,61+2,74a
GK-4 19,33+0,58ab 70,33+0,58a | 163,00+0,00a 76,67+2,89a 308,67+7,57a | 24,07+4,41a
Zsofia
6 - bez
taninu 19,00+0,00ab | 69,00+0,00a | 160,00+0,00a | 86,67+18,93a | 304,00+19,70a | 20,04+3,39a
(cukrovy)
21/00 19,33+0,58ab | 69,00+1,00a | 161,00+0,00a 91,67+7,64a | 308,00+14,00a | 29,51+£7,21a
56/01 19,67+0,58abc | 69,33+0,58a | 159,00+0,00a 78,33+7,64a 317,00+£7,00a | 28,25+4,51a
stlo<ﬁ?a 20,00+1,00bc 70,33£1,15a | 159,00+0,00a 76,67+7,64a | 294,67+12,66a | 20,25+1,83a
Latte 20,00+1,00bc | 95,00+0,00d - 31,67+5,77b 312,67+9,07a | 28,51+3,51a

Hodnoty ozna¢ené shodnym pismenem nebyly statisticky prukazné odlisné na P < 0,05

Dle idajt ze sousedniho Némecka dosahovaly vynosy suché hmoty pii sklizni na siléz
u riznych odrd a hybrida ¢irokd hodnot 9 - 22 t z 1 ha, pfiemz nejvysSich vynost obvykle
dosahoval hybrid ¢iroku zrnového a stdanské travy. Vyhodou kiizenct ciroku zrnového a
sudanské travy je obvykle vyssi produkce jakostni zelené hmoty, kterd v pozdéjsich ristovych
fazich nedfevnati, a proto je vhodnéjsi pro silaZovani a naslednou produkei bioplynu.

Nase vlastni experimentdlni hodnoceni chemického slozeni a fermentaénich
schopnosti rozsahlé kolekce genotypil Cirokli svédéi o vysoké variabilité¢ jak chemického
slozeni, tak i produkce bioplynu mezi jednotlivymi odridami a hybridy. Tento fakt
zdlraziiuje potfebu peclivého vybéru vhodnych odriid na zékladé testovani rozsdhlych
kolekei, ktery Vv soudasné dobé provadi VURV, v.v.i. Na zakladé souhrnného hodnoceni
vlastnich a literarnich vysledki byla sestavena nasledujici tabulka variability obsahu
zékladnich slozek biomasy c¢irok ovliviiujicich kvalitu sildzovani a néslednou produkci
bioplynu, a to ve srovnani s kukufici. Z tabulky je vidét, Ze ¢iroky obvykle obsahuji vice
popela (cca 0 50 %), vlakniny (o cca 60 %), ligninu (o cca 30 %) a méné proteint (o cca 8 %)
a tuki (o cca 30 %). Toto je dlivodem nizSich vytézkli metanu a bioplynu z ¢irokl (predevsim
hybridi) ve srovnani s kukufici (o cca 6-16 %). Bez ohledu na nizsi vytéznost bioplynu ve
srovnani s kukufici 1ze z 1 ha ¢iroku ziskat stejné mnoZzstvi nebo 1 vice bioplynu, zejména
metanu jako hlavni energetické slozky, a to diky vys$§im primérnym vynosim suSiny
biomasy. Pro dosaZzeni vysSich vynosi vSak potfebujeme peclivé vybrat vhodné odridy a
dodrzet veskeré pozadavky agrotechniky. V podminkach CR jsou dileZité piedev§im rané
odridy ¢iroku.

Prubéh silazovani a fermentace u kukufice a Cirokd je rovnéz odliSny — proces ma
delsi nabéh a je pomalejsi. Dlivodem je vysSi obsah polyfenolickych latek u Cirokli (zejména
taninu), coZ mé za nasledek inhibici ¢innosti mikroorganizmi a zpomaleni fermentac¢nich
procesti, v nékterych ptipadech az zastaveni fermentacnich procest. Jelikoz anaerobni
fermentace obvykle docela ucinné odstraiuje polyfenolické latky piirozeného ptivodd, tak po
ukonceni biozplynovani je docilen jejich rozklad, metanogenni mikroorganizmy vsSak
vyzaduji adaptaci na silaz z ¢iroki. Tohoto 1ze docilit postupnym piidavanim ¢iroka ve smési
kvalitnéjSich surovin pfi nabehu zpracovani silazi ¢iroku (napt. pfidanim kukufi¢ného jadra,
CCM nebo GPS obilovin). Po nastartovani normalniho pribéhu bioplynové fermentace dalsi
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davky silaze ¢irokli nevyzaduji podporu. Dal§im vychodiskem je cileny vybér odrid a hybridi
¢iroku s niz8im obsahem inhibicnich latek.

Tab. 3 Primérné hodnoty slozeni biomasy ¢iroku, vytézkt bioplynu a hektarovych vynos
suSiny biomasy a bioplynu ve srovnani s kukufici.

Parametr Cirok KukufFice
Popel, % sus. 6-12 4-8
Hruby protein, % sus. 5-9 6-9
Cukry celkové, % 8-18 818
Hruby tuk, % sus. 1-3 2-4
Hruba vlaknina, % sus. 32-44 20 - 28
Neutralné detergenéni vldknina (NDF), % sus. 48 - 62 32-44
Hemiceluloza, % sus. 12-18 12-16
Lignin, % sus. 3-6 2-5
Ztraty suSiny pii sildZzovani, % 2-8 2-6
Vyt&znost bioplynu, Nm>.t™" sus. 420 - 620 400 - 710
Koncentrace metanu, % 52 -55 52 -55
Vytéznost metanu, Nm°.t™ sus. 220 - 340 210 - 390
Vyt&znost metanu, Nm®>.t" org.sus. 240 - 380 230 — 440
Pramérné vynosy susiny biomasy, t.ha™ 9-22 818
Vynos metanu, Nm®.ha™ 2000 — 7500 1700 — 7000

Problematika Slechténi ¢irokli v podminkéch mirného pasma je zaméfena na odolnost
proti nizkym teplotam. V poslednich letech je patrny posun péstovani ¢iroku 1 do severnégjSich
oblasti (Francie, Mad’arsko), kde existuji programy $lechténi hybridii Giroki. Slechti se
zejména na chladuvzdornost, ranost a sniZeni obsahu antinutri¢nich latek v obilkach. Nabizi
se vétsi moznost jeho vyuziti v Evropé k potravindiskym ucelim, coz se dosud délo jen
v omezené mite. Slechténi je pro jednotlivé druhy &irokd rozdilné a provadi se podle
uzitkového sméru jednotlivych druhii. Je nutné v Gvodu piedeslat, ze Vv soucasné dobé
Slechténi &iroki v Ceské republice neprobiha, mame zde pouze introdukce materiali ze zemi,
kde jsou Slechtitelské programy c¢iroku podporovany. Zrnové €iroky maji pro naSe poméry
dlouhé vegetacni obdobi. Pii vybéru odrid (sort) zrnového ciroku volime ty S nejkratSim
obdobi. Kromé¢ toho velmi dilezitou vlastnosti je chemické slozeni zrna, které ma co nejvice
vyhovovat péstitelskému sméru. Pfi pouZiti zrna pro potravinarské tcely je dileZity tvar zrna
a jeho velikost. Zrno pro potravinaiské a krmivarské ucely mize znehodnocovat a snizovat
také vysoky obsah taninu. Proto jeden z dalezitych cilli v ramci Slechténi zrnovych ciroki je
ziskani materidlti prostych téchto antinutricnich latek. Velmi dulezitou ulohu pfi Slechténi
hraje 1 vyska, kdy niZ8i porosty usnadiiuji proces mechanizované sklizné.

Jak jiz bylo v tivodu zminéno, zrnové ¢iroky — hybridy jsou k nam v soucasné dobé
dovédzeny a nabizeny prostfednictvim osivaiskych firem, napt. SEED SERVICE. Pracovisté
Genové banky ve Vyzkumném tustavu rostlinné vyroby, v.v.i., se také zabyva hodnocenim a
introdukci potencionélnich genotypii ¢irokt, které by byly vhodné do péstitelskych podminek
CR. Tyto materialy jsou ziskavany z genovych bank a univerzitnich pracovist z Evropy,
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USA, Australie, Asie atd. Jsou to nehybridni materidly, které¢ jsou kazdy rok odzkouSeny
Vv polnich pokusech na lokalité Praha — Ruzyné. Vysledkem téchto pozorovani je kazdoro¢ni
ziskani novych origindlnich dat s dilezitou vypovidajici schopnosti pro uplatnéni novych
introdukovanych genotypti do nasich zemépisnych a péstitelskych podminek. Tyto nové
odzkousené a popsané genetické zdroje ¢irokt, jsou ulozeny v genové bance za definovanych
podminek a stavaji se zdrojem genetického materialu pro potencionalni Slechtitelské
programy v této oblasti.

Tab. 4 Piehled odzkousenych zrnovych genotypti &irokit ve VURV Praha — Ruzyné

Dopéstované Nevzeslé Nevymetané Nedozralé Celkem
noveé genotypy genotypy genotypy genotypy vysetych
¢iroku ¢iroku ¢iroku ¢iroki poloZek
2010 59 (34,8%) | 38(22,3 %) 7 (4,1 %) 66 (38,8 %) 170 (100 %)
011 58 (38,4 %) 7 (4,6 %) 8 (5,3 %) 78 (51,7 %) 151 (100 %)

Z ptehledu je patrné, ze propad materialu je znacny. Kazdy rok se podafilo sklidit
zralé obilky u cca 30 — 40%, ale jsou to genotypy, které prokéazaly Zivotaschopnost
v péstitelskych podminkéach dané lokality. Tyto materialy je dale potieba zkouset, rajonizovat
a propracovavat jejich agrotechniku.

Zavér

Prvnim slibnym vysledkem je podéani zadosti o registraci odridy a Zadosti o udé€leni
ochrannych prav. Odrida byla na pracovisti genové banky vySlechténa na zaklad¢ tady
pozitivnich a negativnich vybérti z populace, kterd je vedena pod oznacenim ECN
0121800017 (449 Holubec). Tato odrida je druhym rokem hodnocena ve zkouskach DUS,
které organizuje UKZUZ Brno. Na zékladé zkousek uzitné hodnoty ze sklizné 2012, které
provadi UKZUZ — Narodni odrtidovy uiad se jevi tento material jako perspektivni. Odrida po
prvnim roce zkouseni byla bez ptipominek, vyhovéla pozadavkiim na odliSnost a uniformitu.
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VYSLEDKY EXPEDICE NA KAMCATKU 2013: VYZKUM
GENETICKYCH ZDROJU ZIMOLEZU LONICERA KAMTSCHATICA

TURCZ.
Results of expedition to Kamchatka: honeysuckle (Lonicera kamtschatica Turcz.)
germplasm research
Holubec V.!, Smekalova T.2

1V)52kumn)} ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
2VIR Sankt Peterburg, Rusko

Abstrakt

Zimolez, Lonicera kamtschatica z agregatu L. caerulea L. s.I. je velmi perspektivni ovoce a
jeho sladkoplodé odrudy i plané genetické zdroje jsou vyznamné pro Slechténi. V ramci
cesko-ruského bilateralniho projektu byla v roce 2013 podniknuta vyzkumna expedice do
severni Casti arealu vyskytu sladkoplodych zimolezl,, na poloostrov Kamcatka. Nalezené
lokality byly charakterizovany z ekologicky a vegetacné, byly zapsany fytocenologické
snimky a posouzeny faktory ohroZeni nezbytné pro planovani in situ konzervace. V ramci
populaci byla provedena selekce perspektivnich materiali pro ovocné vyuziti, byly provedeny
odbéry generativniho i vegetativniho materialu pro dalsi vyzkum a Slechténi.

Kli¢ova slova: zimolez, genetické zdroje, ovoce, konzervace, in situ, ohrozeni

Abstract

Honeysuckle, Lonicera kamtschatica from the aggregate L. caerulea L. s.l. is very promising
fruit and its sweet-fruit cultivars and wild genetic resources are important for breeding. Based
on the Czech—Russian bilateral project a research expedition was undertaken to the northern
area of distribution of the sweet-fruiting honeysuckles to Kamchatka in 2013. Found localities
were characterised ecologically and from the point of vegetation, phytosociological relevés
were noted and threat factors were assessed as prerequisite for in situ conservation planning.
Selection of the most promising materials for fruits was done within populations and
generative and vegetative material was sampled for further use in taxonomic research and
breeding.

Key words: honeysuckle, genetic resources, fruits, conservation, in situ, threat

Uvod

Kamcatka na Dalném vychod¢ predstavuje vyznamny reservoar fady druhti drobného
ovoce, Z nichz dva druhy jsou ekonomicky velmi vyznamné, jsou bézné sbirany domorodci a
prodavany na trhu. Nejvétsi podil ma zimolez (Lonicera kamtschatica) a dale brusnice
klapovka (Vaccinium praestans). Modroplody zimolez (Lonicera kamtschatica) je chutové
blizky bortivkam a v nasich podminkach piedstavuje neranéjsi ovoce zrajici pred jahodami.
Nutri¢né patii mezi nejkvalitnéjsi ovoce, které je uZivané rovnéz v l1é€itelstvi.

Modry zimolez uz popsal v predlinneovkém obdobi Clusius (1583). Linné uvedl popis
Lonicera caerulea v Species Plantarum (1753). Monograf rodu Lonicera - Rehder (1903)
ustanovil podsekci Caeruleae Rehd. a zminil, ze zahrnuje mozna jen jediny, ale polymorfni
druh Lonicera caerulea L. s mnozstvim subspecii. Pojarkova ve Flote SSSR (1958) uvadi 4
znamé druhy (L. caerulea, L. altaica, L. pallasii, L. edulis) a popisuje z izemi Svazu 6 dalSich
druhti subsekce Caerulea (L. stenantha, L. bushiorum, L. baltica, L. turczaninowii, L.
kamtschatica a L. iliensis). Skvorcov a Kuklina (2002) konstatuji, Ze 1ze vy¢lenit jen 2 druhy
v subsekci Caerulea a to L. caerulea a L. iliensis a ostatni 1ze povazovat za variabilitu v ramci
polymorfniho druhu, nebo uvazovat je jen na urovni subspecifické. V ramci druhu L. caerulea
l1ze nalézt sladkoplodé mutace, které¢ byly jiz vyuzity jako ovocné kultivary predevSim v
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Rusku. Vyhradné sladkoplodé druhy se nachézeji jen na Dalném Vychod¢ na poloostrove
Kamcatka, na Sachalinu a Kurilskych ostrovech (Polozij, 1996; Vorobiev et al., 1974;
Charkevi¢ a Cerepanov, 1981) a jsou to druhy L. edulis a L. kamtschatica. VVzhledem k tomu,
ze zimolez je vyznamné perspektivni ovoce s velkym Slechtitelskym potencialem, je Zadouci
provadét vyzkum genetickych zdrojii, z hlediska morfologie, obsahového slozeni, kvality
plodu a v neposledni fad¢ i konzervace genofondu in situ. Je nutné zajistit spolehlivé rozliSeni
druhii v ramci agregatu Lonicera caerulea, nebot’ fada kvalitativnich znakl je vazana pravé
na tyto druhy. Projekt zahrani¢ni spoluprace Kontakt ,,Taxonomické, evolu¢ni a fytochemické
otazky komplexu Lonicera kamtschatica/caerulea jako genetického zdroje nového ovoce a
potieby jeho in situ konzervace® fesi tuto problematiku s cilem piijmout nebo vyvratit
hypotézu o pravoplatnosti malych druhti. V prvnim roce feSeni byla podniknuta vyzkumna
expedice do jizni ¢asti arealu vyskytu sladkoplodych zimolezi, na ostrov Sachalin.

Material a metody

Z herbarovych (VIR a LE) a literarnich udaji byly ziskédny informace o vyskytu
Lonicera kamtschatica. Dale byly ziskany informace o vyskytu populaci zimolezu od
mistnich sbéracl. Trasa expedice byla naplanovana s cilem pokryt velky aredl vyskytu a
prozkoumat nejsilnéjsi populace, které nebyly v minulosti autorskym kolektivem navstiveny.
Expedice probéhla v jizni a stfedni ¢asti poloostrova v terminu 14-23.7.2013. Béhem pobytu
bylo navstiveno 13 lokalit, pficemz polozky vhodné ke sbéru byly nalezeny na 7 lokalitach.
Nacasovani bylo stanoveno podle informaci zralosti plodu ve stfednich a niz§ich polohach na
Kamcatce. Vychodiskem bylo hlavni mésto ostrova Petropavlovsk Kamcatskij. Trasa
zahrnovala ocekavané lokality a mista doporucend mistnimi obyvateli. Jednotlivé lokality
s vyskytem zimolezu byly zaméfeny ptistrojem GPS. Kazda lokalita byla charakterizovana
Z hlediska ptirodnich podminek a vegetace. Na vybrané representativni plose 4x4 m byly
zapsany fytocenologické snimky pii uZziti Braun-Blanquetovy kombinované stupnice
abundance/dominance (Prach, 1994). Dale byla zaznamenana velikost a hustota populace
zimolezu, ohroZenost a faktory mozného ohrozeni.

Z kazdé lokality/populace bylo vybrano 2-8 kei podle kvality pfitomnych plodi. Od
kazdé vybrané rostliny byly odebrany vétvicky s plody do herbate pro VURV i VIR (Obr.1).

Obr. 1. Sbér fizku, roubt a heréfoych polozek Lonicera kamtschatica na poloostroveé

Kamgdatka.
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Rizky a vyhony byly uloZeny oddélené ve svazcich od kazdého vybraného kefe do
mikrotenovych sackti a kazdy vzorek predstavoval 5-8 vétvicek. U téchto rostlin byla
zaznamenana biometrickd data (morfologické znaky: tvar trsu, tvar velikost listd, 0déni
vyhontii, tvar a velikost plodl, organoleptické znaky: kyselost, sladkost a hotkost).
Biometrické a organoleptické znaky byly stanoveny na misté z 20 odebranych plodii na kefi.

Vysledky a diskuze

Lokality zimolezu (Lonicera kamtschatica) na Kamdéatce a ekologicka charakteristika
lokalita ¢. 1 Avacinskaja suchaja recka, rajon Elizovo. JV Kamcatka

Habitat: udoli suchého potoka na tbo¢i sopky Avaca nad osadou Mutnoj,

Ekologie: kiovinaté svétliny biezového lesa. Geologie: Seda puda a vulkanicky pisek na

vulkanickych sedimentech. Inklinace: 10°JZ

Lat. N53°13°41,2”, Lon. E158°32°18,5”, Alt. 148 m, Datum: 15.07.2013

Hojnost vyskytu zimolezu: hojny vyskyt kefi na volnych plochach a na okraji lesa.

Charakteristika rostlin: vzpiimené az poléhavé kefe 70-120 cm vysky, listy velké ovalné syt

zelené, plody ve stadiu konce plodnosti (Obr. 2). Zdravotni stav: dobry.

Sbérové ¢islo zimolezu: 1-5

Obr. 3 Extremni tvary ploda Lonicera kamtschatica z lokality Avacinskaja Suchaja recka, JV
Kamcatka (hranolovity).

lokalita €. 2 Sot Druzba, 3 km od Teploe ozero, rajon Elizovo. JV Kamcatka
Habitat: bfezovy les u chatové osady, ovlivnén lidskou ¢innosti.
Ekologie: fidky les Betula ermannii s kfovinatym podrostem.
Geologie: Vulkanické horniny ptekryté organickym opadem. Inklinace: 30°
Lat. N53°16°59,7”, Lon. E158°27°08,0”, Alt. 159 m. Datum: 15.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: velka populace zimolezi v fidkém lese s podrostem kiovin Pinus
pumila a Lonicera chamissoi.
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Charakteristika rostlin: Kete velké, vzptimené az vystoupavé 100-150 cm vysoké, po hlavni
plodnosti. Zdravotni stav: silné napadeni ¢ervci na vétvickach.
Sbérové ¢islo zimolezu: 6-10

lokalita ¢. 3 Apaca, J Kamc¢atka.
Habitat: okraj lesa a tdolni louka podél feky jizné od osady Apaca.
Ekologie: smiSeny les s olSemi, mistné, podmaceny, vysokostébelna orchidejova louka
Geologie: kamenita podzolovana piida na Stérkovych néaplavech. Inklinace: 0° Siroké ploché
udoli
Lat. N52°54°25,8”, Lon. E157°01°4373”, Alt. 100 m. Datum: 16.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: roztrouSené slabsi kefe na okraji lesa a v louce spolu s
¢ervenoplodym druhem Lonicera chamissoi. Charakteristika rostlin: vzpfimené kefe 70-100
cm, bez plodl. Rostliny nebyly vhodné pro hodnoceni a selekei.
Sbérové Cislo zimolezu: 0

lokalita ¢. 4 Dolinovka, C. Kam¢atka.
Habitat: lokalita vychodné od obce Dolinovka, stiedni Kamdcatka.
Ekologie: kfoviny podél silnice Lonicera chamissoi a L. kamtschatica
Geologie: organicka lesni piida na pemzovych sopecnych sedimentech. Inklinace: 0° Siroké
ploché udoli
Lat. N55°07°47,7”, Lon. E158°56°06,2”, Alt. 147 m. Datum: 17.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: dominujici vyskyt Cervenoplodého zimolezu a slabsi kete L.
kamtschatica.
Charakteristika rostlin: polovzpiimené keie 50-80 cm, bez plodd,
Odbér semen a roubt pouze L. chamissoi.

lokalita ¢. 5 Dolinovka, C. Kamcatka.
Habitat: lokalita JV od obce Dolinovka, stfedni Kamcatka.
Ekologie: kfoviny v prostoru vykaceného modiinového lesa Larix gmelinii.
Geologie: organicka lesni piida na pemzovych sopecnych sedimentech. Inklinace: 0° Siroka
ploSina.
Lat. N55°06°49,0”, Lon. E159°02°55,3”, Alt. 157 m. Datum: 17.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: velmi silna populace L. kamtschatica, dominujici vyskyt v kefové
vegetaci.
Charakteristika rostlin: polovzpfimené kefe 70-100 cm, po hlavni plodnosti. Velka diversita
morfologickych a plodovych znakii. Odbér semen a roubi.
Sbérové cislo zimolezu: 11-18

lokalita €. 7 Pino¢evo, rajon Elizovo, JV Kamcatka.
Habitat: 15 km od silnice podél suché ficky v arealu sopky Avaca, svétliny v lese
Ekologie: otevieny les Betula ermannii a lesni svétliny s bohatym ketfovitym a bylinnym
podrostem.
Geologie: organickd lesni plda na wvulkanickych horninach. Inklinace: 10° JZ, Lat.
N53°22°01,17, Lon. E158°23°59,4”, Alt. 227 m. Datum: 18.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: hojny vyskyt zejména na svétlinach. Charakteristika rostlin:
vzpiimené kete 80-120 cm, po hlavni plodnosti, pfetrvavaji jednotlivé plody.
Sbérové ¢islo zimolezu: 19

lokalita ¢. 8 Pinocevo, rajon Elizovo, JV Kam¢atka.
Habitat: les u silnice pfi usti potoka do suché feky, svétliny v lese
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Ekologie: otevieny les Betula ermannii a lesni svétliny s bohatym ketfovitym a bylinnym
podrostem. Geologie: organicka lesni pida na vulkanickych horninach. Inklinace: 10° JZ, Lat.
N53°20°57,7”, Lon. E158°22°40,4”, Alt. 146 m. Datum: 18.07.2013

Hojnost vyskytu zimolezu: hojny vyskyt zejména na svétlinach. Charakteristika rostlin:
vzpiimené kefe 100-130 cm, po hlavni plodnosti, ptetrvavaji jednotlivé plody.

Sbérové Cislo zimolezu: 20

lokalita ¢. 12 BambeSka, S km V od Petropavlovsk-Kam¢atskij, rajon P-
Kam¢éatskij, JV Kamcdatka.
Habitat: v kefovitém porostu ol$e kamcatské na okraji biezového lesa v blizkosti Tichého
oceanu
Ekologie: parkové kioviny Alnus kamtschatica (A. fruticosa) s vysokostébelnou lu¢ni
vegetaci.
Geologie: naplavy vulkanickych hornin na terase nad Tichym oceanem. Inklinace: 0° , Lat.
N53°06°07,7”, Lon. E158°44°49,9”, Alt. 189 m. Datum: 21.07.2013
Hojnost vyskytu zimolezu: hojny vyskyt velkych ketii. Charakteristika rostlin: vzpfimené az
vystoupavé kete 80-120 cm, v plné plodnosti, velka diversita morfologickych a plodovych
znak (Obr. 3).
Sbérové cislo zimolezu: 21-25

Obr. 3 Extremni tvary plodd Lonicera kamtschatica z lokality Bambeska, JV Kamcatka
(dlouze vtetenovity).

lokalita ¢. 13 Pobrezi Tichého oceinu, 10 km V od Petropavlovsk-Kamdéatskij,
rajon P- Kamc¢atskij, JV Kam¢atka.
Habitat: stare duny na pobiezi
Ekologie: duny zarostlé kefovou a bylinnou vegetaci, pfevazijici Rosa rugosa, Lonicera
caerulea.
Geologie: Cerny vulkanicky pisek. Inklinace: 0° , Lat. N53°00°24,5”, Lon. E158°52°21,7”,
Alt. 9 m. Datum: 22.07.2013
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Hojnost vyskytu zimolezu: roztrouSeny vyskyt v prohlubnich mezi dunami. Charakteristika
rostlin: pouze plazivé malé kete 20-50 cm, v pIné plodnosti a zelené zralosti.
Sbérové ¢islo zimolezu: 26

Fytocenologické snimky

V navstivené oblasti Kamcatky byl provétovan vyskyt zimolezi na 13 lokalitach.
Z toho na 7 lokalitach byly rostliny dobfe zaplozené a bylo mozno provadét hodnoceni. Bylo
zapsano 9 fytocenologickych snimki.

Na lokalitach rajonu Elizovo (Suchaja recka, Sot Druzba, PinoCevo) byla podobna
vegetace. Lokality se nachazeji ve vzdalenosti do 30 km od sebe. Geologickym podkladem
jsou Stérkové ulozeniny vulkanického popela misty s pemzou, piekryté organickym opadem.
Lokality vegetatné predstavuji borealni les kamenné biizy Betula ermannii s bohatym
podrostem ket a bylin. Les je na fad¢ mist vykacen a tyto paseky okupuje vysokostébelna
ktovinata louka. V kefovém patfe je dominantni Rosa sp. Lonicera spp a Spiraea
beauverdiana Rod Lonicera zde zahrnuje dva druhy Lonicera kamtschatica z komplexu L.
coerulea a cervenoplody L.chamissoi. Vyskyt zimolezu je zde pomérné hojny, kefe jsou
zpravidla vzpfimené az vystoupavé s prikofeniujicimi dolnimi vétvemi. U velmi starych
jedincti vznika polykormon, ktery posléze dava vznik dcefinym rostlindm.

Lokality v oblasti Dolinovka ve stfedni Kamcatce predstavovaly Sirokou plo§inu mezi
Stredokamcatskym hibetem a pasmem vulkani za vychodnim pobiezim poloostrova.
Geologicky se jednalo o néaplavy feky Kamdcatky slozené ptevdzné z vulkanickych hornin.
Lokality vegetacné predstavuji borealni les modiinu (Larix gmelinii a L. sibirica) a kamenné
btizy (Betula ermannii) s bohatym podrostem kei a bylin. Les je na fadé mist vykacen a tyto
paseky okupuje vysokostébelna kiovinata louka. Objevuji se zde prvky vysoké bylinné
vegetace (vysokotravje) s Filipendula kamtschtica a Senecio cannabifolius. Rod Lonicera
zde opét zahrnuje dva druhy Lonicera kamtschatica z komplexu L. coerulea a ¢ervenoplody
L.chamissoi. Vyskyt zimolezu je zde velmi hojny, kefe jsou zpravidla vystoupavé a poléhavé
S ptikofenujicimi dolnimi vétvemi.

Vyskyt zimolezu byl zaznamenan i na pobiezi Tichého oceanu ve starych dunach
tvofenych Cernym vulkanickym piskem. Rostliny zimolezu byly poléhavé, casto tvofeny
polykormony. Tyto rostliny byly v zelené zralosti.

Sbér materialu

Béhem expedice byly sbirany zralé plody jako semenné polozky, vegetativni ¢asti pro
vyuziti jako herbafové doklady, na rouby, fizky, in vitro mnoZeni a listy na molekularni
analyzy. Bylo sebrano 26 vzorkti zimolezu Lonicera kamtschatica, 2 vzorky Lonicera
chamissoi a z dalsich ovocnych druht 1 vzorek Vaccinium praestans, celkem 27 ovocnych
druht.

Hodnoceni rostlin v terénu

Na lokalitach v terénu byly vybirdny rostliny pro odbér vegetativniho vzorku na
zaklad¢ kvality a velikosti pfitomnych plodid a morfologickych znaki plodd a keit a pro
zajisténi rtiznorodosti ve znacich. U téchto rostlin byly zapsany hodnoty morfologickych a
organoleptickych znaktli v terénu a nésledné pti zakladani do herbare. Délka a $itka listi byla
meéiena z odebranych vétvi¢ek pro herbar na 6-10 listech po odbéru. Délka a Sitka ploda byla
métena na 20 plodech, dale byla méfena hmotnost 20 plodi.
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Velikost rostliny a tvar trsu zavisel na ptdné - geologickém podkladu, zastinu a na
dostupnosti vody. Kefe v fidkém lesnim porostu byly fidké s nékolika vétvemi a stfedné
vysoké. Kefe na piskadch a organickych pidach byly shodné poléhavé az plazivé, vétSinou
nizké. Nejveétsi kefe byly na lokalit¢ Bambeska. Nejvétsi variabilita materialu ve vSech
znacich byla ve velkych populacich na lokalitich Dolinovka a Bambeska. Rostliny
s nejveétsimi plody byly nalezeny na lokalit¢ Sot Druzba (27 mm délky). Na lokalité
Bambeska ptevazovaly kete s plody $ir§imi a ovalnymi.

Z hlediska organoleptickych znakt byla zjiSténa velka variabilita na vSech lokalitach.
Vétsina testovanych plodt byla sladkokysela, jen ziidka s mirné nahotklou chuti. Nebyly
zjistény plody jenom hoiké, jako je tomu u L. coerulea v kontinentalni Asii. Pfitomnost
nahotklych plodii na Kamcatce je spiSe vzacnd, na rozdil od Casto nahotklych na ostroveé
Sachalin.

Posouzeni ohroZenosti

Ptimé ohrozeni lidskou ¢innosti, nehrozi, populace jsou v terénu, obvykle v lese, na
kraji lesa, na pasekach. V dobé plodnosti jsou lokality navstévovany najezdy sbéract plodi
pro prodej na trhu. Kefe jsou poskozovany lamanim vétvi, zajizdénim terénnimi auty. Dalsi
vyznamné poskozeni je zplsobovdno medvédy, pro které plody jsou vyznamnou sezonni
potravni slozkou.

Diivodem ohroZenosti jsou pouze malé populace a jejich fragmentace — roztrouSené
populace v lesnim porostu a na holinach.

Doporuceni pro konzervaci

Lonicera je velmi perspektivni ovoce a jeho odridy i plané genetické zdroje vyznamné
pro Slechténi je tfeba zahrnout do agrobiodiversity. Konzervace agrobiodiversity je vSak
celosvétove v pocatcich, piestoze in situ konzervace byla jiz zahrnuta do CBD a ITPGRFA
(Maxted et al., 2012). Ugastnici expedice méli k disposici lokality z herbafovych sbéri v
herbatich VIR Sankt Petérburg a Botanického tistavu Komarova (LE) a ziskali informace od
mistnich obyvatel a sbéract plodi. Vyskyt zimolezu na Kamcatce je pomérné hojny na rozdil
od Sachalinu. Vyskyt druhu L. kamtschtica je soustiedén vzdy do vhodnych podminek keto-
stromové tajgy a je tak lokalizovan do populaci. RozSifeni populaci je roztrousené po celé
Kamcatce. Vyskytuji se 1 malé populace, které jsou ohrozeny fragmentaci a genetickym
driftem a ty by mé¢ly byt adekvatnim zpiisobem chranény. V prvni fazi by ochrana méla mit
charakter zvySovani povédomi (public awareness) o vyznamu téchto genetickych zdroju a
zabranéni poSkozovani lokalit jakoukoliv lidskou destruktivni Cinnosti. Vyhledové by bylo
tfeba uvazovat vhodné forme in situ konservace.

Dedikace 5
Tato préace vznikla pfi feSeni projektu MSMT €. LH11134.
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VYSLEDKY EXPEDICE DO ARGENTINY 2013: VYZKUM PLANYCH

GENETICKYCH ZDROJU A INTROGRESE Z KULTURNiCH DRUHU
Results of expedition to Argentina 2013: research of crop wild relatives and
introgression from cultivated crops
Holubec V., Vymyslicky T.%, Poverene M.3, Cantamutto M.}

1V)52kumn)} ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
2Zemédélsky vyzkum, spol. s r. 0., Troubsko
Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina

Abstrakt

Cesko-Argentinsky projekt na vyzkum populaci genetickych zdroji - planych piibuznych
druhti, zplanélych druhii a hybridd s kulturnimi druhy na zemi obou statl, byl navrzen s
cilem shromazdit informace o rozSifeni spontannich hybridi a sebrat semenné vzorky.
Hybridni rostliny byly nalezeny na 7 lokalitdich. Nalezené lokality byly charakterizovany
ekologicky i vegetaéné a byly posouzeny faktory ohrozeni nezbytné pro planovani in situ
konzervace. V roce 2013 byly sebrany semenné vzorky a vzorky do herbare na celkem 35
lokalitach.

Klic¢ova slova: slunec¢nice, Cirok, genetické zdroje, hybridy, introgrese, konzervace, in situ,
ohrozeni

Abstract

Czech-Argentinian project on genetic resources population investigation of crop wild
relatives, escapes from cultivation and spontaneous hybrids with cultivated species was
proposed with an aim to gather information on their distribution and to collect seed samples
for further research. Hybrid plants were found on 7 localities. Found localities were
characterised ecologically and from the point of vegetation, and threat factors were assessed
as prerequisite for in situ conservation planning. Seeds samples and herbarium specimens
were collected on 35 localities in 2013.

Key words: sunflower, sorghum, genetic resources, hybrids, introgression, conservation, in
situ, threat

Uvod

Spontanni hybridizace je Casty pfirodni jev a mize k ni dojit pfi styku kulturnich
plodin, plevelti a planych druhd. Dojde-li ke spontanni hybridizaci, potomstvo je Casto
sterilni, tvofici abortované plody. Je-li tato bariéra pierusena, hybridizace muize byt
nasledovana generaci kfiZitelného potomstva, které se rekurentné miize kiizit s rodici. V
takovych piipadech se nékteré nové geny mohou postupné stabilizovat v ramci rodi¢ovského
genomu procesem zvanym genetickd introgrese. Hlavnim uUc¢inkem toku genll je sniZeni
rozliSeni mezi populacemi doprovazené soucasné zvySenim rozdilnosti mezi jednotlivei v
populaci. Plevelné formy nékterych plodin se zdd, Ze vznikly hybridizaci planych a kulturnich
druhii a mohou se §ifit na a pole a ruderalni pozemky v mnoha zemich, podobné jako je tomu
u sluneénice v Argenting, v CR, v Evropé a v jinych &astech svéta (Holec et al., 2005; Muller
et al., 2009, 2010; Poverene and Cantamutto, 2010; Mayrose et al., 2011). Slunec¢nice a fepka
jsou vyznamné olejniny v obou zemich a jsou velmi nachylné na hybridizaci a genovou
introgresi do plané rostoucich pfibuznych druht.
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Péstovani geneticky modifikovanych plodin v posledni dob¢ iniciovaly mnoho otazek
tykajicich se mozného tuniku introdukovanych genti z plodin do plané rostoucich rostlin.
Hybridizace a introgrese pfedstavuji most mezi plodinami a planymi nebo plevelnymi druhy
pro unik geneticky modifikovanych znaki nebo novych mutaci (napt. toleranci vici
herbicidim), které mohou zpusobit vznik novych Skodlivych pleveli. Pfitomnost planych
populaci rodu Helianthus v Argentiné vyloucilo povoleni transgenni slune¢nice (Cantamutto
and Poverene, 2009).

Po dohod¢ s argentinskou stranou byl navrzen projekt na vyzkum populaci
genetickych zdroju - planych ptibuznych druhti, zplanélych druhti a hybridi s kulturnimi
druhy na uzemi obou statl, s cilem shromazdit informace o rozSifeni a sebrat semenné
vzorky.

Material a metody

V ramci feSen¢ho projektu byla pozornost zaméfena na rody vyskytujici se v obou
zemich, jejichz druhy jsou vyuzivané v zemédélstvi, vyskytuji se jako plané druhy a u nichz
jsou znami hybridi planych a kulturnich druhti. Z herbafovych a literarnich udaji byly
ziskany informace o vyskytu planych piibuznych druhti plodindm, zplanélych forem a
segetalnich druht, zejména slune¢nice (Helianthus), ¢iroku (Sorghum) a komplexu
ptibuznych rodd Brassica. Pokryti vybranych lokalit bylo naplanovano na dvé expedice
v letech 2013 a 2014. Cilem expedic bylo prozkoumat velky areal vyskytu jak pocetnych
populaci, tak slabych a ohrozenych populaci, které nebyly v minulosti argentinskym
kolektivem navstiveny. Cesta do Argentiny byla nacasovana na dobu kvétu a plodnosti
populaci slunecnice.

Jednotlivé lokality s vyskytem cilovych druhii byly zaméteny pfistrojem GPS. Kazda
lokalita byla charakterizovana z hlediska pfirodnich podminek a vegetace. Dale byla
zaznamenana velikost a hustota populace, ohroZenost a faktory mozného ohrozeni. Na
lokalitich prob¢hla fotodokumentace, sbér semen a herbafovych polozek. Z kazdé
lokality/populace bylo ndhodné sebrano 5-20 uborl z rGznych rostlin ve stddiu plné nebo
voskové zralosti. Z typickych rostlin populace a z hybridnich rostlin byly odebrany ¢asti do
herbate. Sebrané osivo bylo rozdéleno mezi hostitelskou a navstévnické organizace. Osivo
slune¢nice bylo pouzito na pokusy v Zemédélském vyzkumu, spol. s r. 0. Troubsko. Druhy
Triticeae a zrnovy &irok byly zatazeny do kolekci genové banky ve VURV v.v.i. Praha.

Vysledky a diskuze

Sbér a hodnoceni na lokalitach v terénu

V ramci navstévy v Argentiné byla pozornost vénovana zejména studiu dvou rodd, u
kterych probiha introgrese, a sice Helianthus a Sorghum. U rodu Helianthus se jedna o
hybridizaci taxoni H. annuus var. macrocarpus (kulturni slunecnice), H. annuus var. annuus
(plany ptedek kulturni sluneénice), H. petiolaris (zavleceny plany druh ze Severni Ameriky).
U rodu Sorghum se pak jedna o S. halepense (invazni druh) a S. bicolor (zrnovy ¢irok). Dale
byly zkoumany zplanélé populace brukvovitych rostlin — Brassica rapa, B. oleracea,
Raphanus sativus, R. raphanistrum a dalsich.

Populace plané slune¢nice se nachazeji pfevazné na druhotnych stanoviStich s vyssi
mirou narusovani (disturbance). Helianthus petiolaris se vyskytuje pfevazné podél silnic a
vozovych cest v krajing, na mezich poli a na uhorech. Casto se populace nachazeji na
piscitych ptidach v aridnich lokalitach, ne ziidka s vysraZenou vapencovou vrstvou v podloZi,
ktera jesté zvysuje ariditu (Relmo, Cuoro de Zoro). Plané populace Helianthus annuus ¢asto
sleduji H. petiolaris, ale Ize je nalézt i v humidnéjsich podminkach, zejména na tthorech a
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zanedbanych polich a v prikopech podél silnic (Obr.1 - 2). Na mnoha mistech jsou populace
vazany na zavlazované oblasti se zvySenou salinitou. Vyskyt hybridi byl zaznamenan v
populacich nebo v dosahu rodi¢ovskych druhti. Rostliny jsou charakterizovany ptitomnosti
znakt obou rodi¢i a v ptipad¢é hybrida s H. petiolaris nizkym nasazenim plodu v uboru a
vyskytem sterilnich kvétl. V centru Gboru se roztrousené¢ vyskytuji bilé chlupy (plevkaté
lazko uboru). Jde o znak pieneseny z druhu H. petiolaris. Hybridy H. annuus s kulturni
plodinou byvaji dobie plodné, vyskytuje se ztlusténi stonku a najit 1ze i fasciace a zmény
tvaru listu — nejcastéji na kosnikovity.
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Sorghum bicolor a S. halepense se lisi ekologicky, plany druh vyhledava humidné;jsi
podminky podél vodnich tokd a v piikopech, Casto se stojatou vodou. Hybridy v rodu
Sorghum byly téméf vyhradé nalezeny na ¢irokovych polich, nez v ramci porosti Sorghum
halepense. V kulturach ¢iroku jsou u nékterych hybridt pomérné ¢asté segreganty s vysokou
vyskou a rozvolnénou latou. Hybridy s druhem Sorghum halepense se lisi od segreganti
kotfenovym systémem, absenci vzdusnych kofenti a vybézkatosti. Jde o hybridy jednoletého
kulturniho ¢iroku a vytrvalého planého druhu, vyznacujici se heteroznim efektem — vyska
vyrazn¢ prevysuje oba rodice.

V ramci piibuznych rodu celedi Brassicaceae - Brassica, Raphanus a Diplotaxis
nebyly nalezeny zietelné hybridy.

Byly dale studovany populace druhid, které jsou v Argentiné invazni — napf.
Chondrilla juncea, Diplotaxis tenuifolia, Lactuca serriola, Melilotus albus, Ambrosia
artemisiifolia, Carduus nutans a dalsi. Druh Diplotaxis tenuifolia je obecné rozsiteny ve
sttedni Argentin¢ a stal se dominantnim druhem na plochach s vysokou disturbanci, invaduje i
do pastvin, vyskytuje se podél cest a nevadi mu ani velmi aridni klima. Je schopen rtst i
v oblastech s ro¢nimi tthrny srazek kolem 200 mm.

Béhem cesty v Argentin¢ v roce 2013 bylo navstiveno celkem 9 lokalit s vyskytem
zdomacnélych planych druhli a byly nalezeny hybridy s intermedidlnimi znaky mezi planym
druhem, plodinou a zplanélou naturalizovanou formou na 7 lokalitach (Tab.1).

Béhem pobytu argentinskych kolegii v Ceské republice byly hleddny a nalezeny
ptipady introgrese planych a kulturnich druht, napf. Papaver rhoeas a P. somniferum, Beta
maritima a B. vulgaris, Elytrigia repens and Triticum aestivum, Helianthus annuus a H.
tuberosus.

Tab. 1 Vyskyt druhtt Helianthus, Sorghum, Brassica, Raphanus a jejich hybridi na
navstivenych lokalitdch v Argentin¢ 2013

Datum Vyska
Lokalita Druhy a hybridy sbéru Zem. Sitka | Zem. Délka n.m.
Sierra de la s W
Ventana Brassica rapa 27.3.2013 | 37°46°00,6"" | 61°58°05,1" 338
S w
Padre Buodo H. petiolaris 28.3.2013 | 37°17°42,8”" | 64°23'43,6” 203
H. annuus x petiolaris, S W
Colonia Baron H. annuus X crop 28.3.2013 | 36°10'59,9” | 63°52'32,4" 152
S w
Santa Agustina | H. annuus x petiolaris | 28.3.2013 | 36°07°47,5"" | 63°46°36,7" 134
S
General Pico | S. bicolor x halepense | 29.3.2013 | 35°31°26,5" | 63°36°19,7"" 124
Trenque S W
Lauquen B. rapa, R. sativus 29.3.2013 | 35°56°51,9 | 62°48°01,2" 95
S w
De Bary H. annuus x crop 29.3.2013 | 36°18°16,8"" | 63°20'31,5” 124
H. annuus x petiolaris, s W
Relmo H. annuus x crop 29.3.2013 | 36°16°10,8"" | 63°23'06,8" 124
Cuero de H. annuus x petiolaris S W
Zorro H. annuus x crop 29.3.2013 | 35°49°45,3"" | 62°49'43,5” 100
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Posouzeni ohroZenosti a doporuceni pro konzervaci

Piimé ohrozeni lidskou ¢innosti nehrozi, populace se vyskytuji podél cest a silnic a na
uhorech. Malé populace nejsou stabilni. Setrvaly vyskyt druhi zavisi na zachovani
disturbance a nizs$i kompetice bylinné a ketovité vegetace. Nekteré lokality nalezené diive
(Poverene and Cantamutto, 2010) zanikly pravdépodobné vlivem vytla¢eni bylinnou vegetaci
V humidnéjSich podminkach béhem sukcese. Mistné se vyskytuji i malé populace, které jsou
ohrozeny fragmentaci a genetickym driftem. Tyto populace by mély byt geneticky sledovany
a pii zjisténi vyznamné genetické variability by mély byt adekvatnim zptisobem chranény.
Vyhledové by bylo tieba uvazovat vhodné formé& in situ konzervace. Konzervace
agrobiodiversity je vSak celosvétové v pocatcich, piestoze in situ konzervace byla jiz zahrnuta
do CBD a ITPGRFA (Maxted et al., 2012).

Dedikace

Tato prace vznikla pii feSeni projektu Mobility MSMT ,Spontanni hybridizace
kulturnich a planych taxonii - genové introgrese jako zemedélskd hodnota nebo ohrozeni?* €.
7TAMB13AR002.
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GENOFONDOVA KOLEKCE LNU (LINUM USITATISSIMUM L.) -
CESTA OD KLASICKYCH DESKRIPTORU K MOLEKULARNIM

MARKERUM A MODERNIM METODAM HODNOCENI
Linum usitatissimum L. collection — the path from traditional descriptors to molecular
markers and modern methods of evaluation
Pavelek M.

Agritec vyzkum, §lechténi a sluzby s.r.o. Sumperk

Abstrakt

Metodické pristupy pro hodnoceni kolekci patii k zakladnim prvkim prace s kolekcemi
s cilem shromazdit co nejvice dostupnych udaji o genetické diversit¢ kolekci a tyto udaje
poskytnout pro S$lechtitelské aplikace a zvySovani vSestrannosti vyuziti dané plodiny.
V piispévku jsou popsany rizné evaluaéni metody hodnoceni kolekce Inu (Linum
usitatissimum L.) pocinaje tradi¢nimi metodami hodnoceni morfologickych, biologickych a
vynosovych charakteristik pomoci popisnych deskriptori a dale s vyuZzitim moderngjSich
metod, napf. obrazovou analyzou a pomoci biochemickych a molekularnich markert.

Kli¢ova slova: len sety (Linum usitatissimum L.), metody, hodnoceni, obrazova analyza,
biochemické, molekularni markery

Abstract

Methodological approaches for collections evaluation are the base for work with collections
to gather as much available data concerning genetic diversity as possible and to provide them
with the breeding applications and to increase versatility of their utilization. Different
methods of Linum usitatissimum L. collection evaluation are described in this contribution
starting with traditional methods of morphological, biological and yielding characters
evaluation via describing descriptors and further using advanced techniques such as image
analysis or biochemical and molecular markers as well.

Key words: flax (Linum usitatissimum L.), methods, evaluation, image analysis, biochemical,
molecular markers

Uvod

Komplexni hodnoceni kolekci vS§emi dostupnymi metodami je povaZovano za zaklad
zvySovani jejich uzitné hodnoty (Brindza et al., 1998; Chapman, 1989; Debre, 1998; Nozkova
et al., 2006) a je soucasn¢ jednou z priorit Narodniho programu konzervace a vyuZivani
genetickych zdroji rostlin a agro — biodiverzity (Dotlacil et al., 2009). Zakladni informaci a
jednoznacnou identifikaci genetického zdroje umoznuji pasportni data, jejichZ zakladnim
standardem je dokument Multi — Crop Passport Descriptors (MCPD) (Dotlacil et al., 2009)
obsahujici 28 pasportnich deskriptor. Dal$i soucasti jsou charakterizacni data, ktera kromé
dalSich informaci o identifikaci genetického zdroje umoziuji napt. i hodnoceni genetické
rozdilnosti v rdmci souborli, popf. i vyuziti jako markerd vyznamnych znakd. Vedle
morfologickych znaki jsou pro tento ucel stale vice vyuzivany bilkovinné nebo molekuldrni
DNA markery.

V souvislosti se zmé&nami §lechtitelskych cild u Inu, utlumenim a ukonc¢enim §lechténi
pfadného Inu a zvySenym zajmem o S$lechténi odrid olejného Inu (Pavelek et al., 2014)
vyvstala potieba prozkoumat kolekci Inu zejména z hlediska obsahovych latek v semeni Inu
pro diverzifikaci vyuZiti olejného Inu.
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Material a metody
Pasportni a popisné deskriptory

V piispévku je popsan vyvoj pasportniho klasifikacniho systému u Inu, ktery byl na
zakladé spoluprace mezi spoleénosti AGRITEC s.r.o. Sumperk a Polnohospodarskoj
univerzitou v Nitre vyvinut kolektivem pracovnikii pod vedenim Doc. Ing J. Brindzy
(Nozkova et al., 2011). Vychodiskem pro jeho vyvoj byly klasifika¢ni systémy: 1) UPOV
(1995), 2) Mezinarodni deskriptor VIR (Rykova et al., 1989), 3) Narodni klasifikator Inu
(Pavelek a Faberova, 2000, nepublikovano), 4) Narodni klasifikator Inu (Rosenberg et al.,
1978) a 5) International Flax Data Base (IFDB) (Pavelek, 1995, 1997, 1998a, 1998b). Cilem
byla unifikace dosavadnich klasifika¢nich systémii a vytvofeni mezindrodné¢ uznévaného
klasifika¢niho systému pro len.

Soucasna kolekce Inu (Linum usitatissimum L.) uchovava 2 185 polozek. Na zaklad¢
analyzy pasportniho deskriptoru ,,ORIGCTY* byla stanovena geografické struktura kolekce,
dle deskriptoru ,,ORIGIN* struktura pavodu ziskani GZ a dle popisné¢ho deskriptoru ,,TYPE
of USE* struktura dle hospodaiského typu.

Obrazova analyza

Obrazovou analyzou byla vyhodnocena morfologie kvétu a semen (uvést vysledky
VZ) u ¢asti kolekce reprezentované sou¢asnymi, modernimi, komerénimi odriidami a ziskané
vysledky byly vyuzity jako podklad pro racionalizaci kolekce z hlediska poctu redundantnich
polozek a tvorbu prototypové core kolekce (Vinklarkova et al., 2009; Smykalova et al., 2013).

Bichemické markery

V ramci analyz izoenzymovych spekter byla hodnocené ¢ast kolekce reprezentovana
komerénimi odridami ptadného i olejného Inu a bylo analyzovano 18 izoenzymovych
systtmu AAP, AAT, ACO, ACP, ADH, AMY, DIA, GDH, GOT, EST, IDH, LAP, LPX,
MDH, PER, SDH, SOD, URE. Tyto izoenzymy byly aplikovany ve fazi suchych semen,
klic¢icich semen, pryti s odstranénymi délohami, zelenych déloh a prvniho paru pravych lista.
Elektroforeogramy byly vyhodnoceny na polyakrylamidovém gelu

Molekularni DNA markery

DNA analyzy byly provedeny u vSech polozek kolekce reprezentujicich soucasné,
moderni, komercni odridy. Pro analyzy DNA byly odebirany smésné vzorky, jeden vzorek
zahrnoval 10 rostlin. Pro hodnoceni podobnosti, respektive odlisnosti odriid byly pouzity nize
uvedené molekularni markery: RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter
— Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR
(Simple Sequence Repeats) mikrosatelity a retrotranspozony IRAP (Inter Retrotransposone
Amplified Polymorphism), RBIP (Retrotransposone Based Insertion Polymorphism).

Vysledky a diskuse
Pasportni a popisné deskriptory

Nejednotnost dosavadnich vychozich klasifika¢nich systému je uvedena v tabulce 1 na
pfikladu hmotnosti 1000 semen. U klasifikacniho systému UPOV a IFDB neni uvedeno
rozpéti znaku, uvadi se jen standardni odrlidy a jejich hospodaiské uziti (P-pfadny, O-olejny).
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Tab. 1 Exprese znaku HTS v riznych klasifikac¢nich systémech

Exprese

znaku (1-9)

/Klasifika¢ni ! 2 3 4 >
systém

1. velmi mala | OPALINE (P) 3,6 —5,2 <2 <3,6 OPALINE (P)
3. mala 53-6,0 2,1-50 3,6-55

5. sttedni AMAZON (0) 6,1-8,0 5,1-8,0 56-8,9 | AMAZON (0)
7. velka 8,1-110 81-110 | 90-115

9.velmi velka | OCEAN (O) > 11 > 11 >115 OCEAN (O)

Proto je nutno pfi unifikaci jednotlivych klasifika¢nich systémti zachovavat princip
jednoznacnosti, komplexnosti a polarity slovni charakteristiky exprese znakt (Nozkova et al.,
2011). Princip jednoznacnosti je dan naprosto piesnym rozdélenym hodnot exprese
jednotlivych znakl s ndvaznosti v jednotlivych kategoriich umoziujici jednoznac¢né vyjadieni
exprese znaku bez moznosti spekulovani, do které kategorie vlastné patii. Tuto prvni zésadu
podporuje princip komplexnosti, ktera je uveden v tabulce 2.

Tab. 2 Princip komplexnosti na ptikladu znaku: koruna — primér oteviené koruny (mm)

Exprese znaku Rozpéti znaku Interval
(charakterizace)
1. velmi mala <10 () otevieny
3. mala 10,0 -15,9 [ ]uzavieny
5. sttedni 16,0-21,9 [ ]uzavieny
7. velka 22,0-279 [ ]uzavieny
9. velmi velka >27,9 () otevieny

Princip komplexnosti dale specifikuje princip jednoznacnosti v tom smyslu, Ze polarita
slovni charakteristiky je dana otevienym intervalem, kdezto hodnoty mezi t€émito krajnimi
mezemi rozpéti intervalu jsou dany uzavienym intervalem. Pfi stanoveni téchto intervall je
nutna znalost §ife variability jednotlivych kvantitativnich znakt, je nutno stanovit presnost
¢iselného vyjadieni na desetinnd mista a pouZzit vhodnou metodu stanoveni rozpéti intervala
(Nozkova et al., 2011; Stehlikova et al., 2003). Na zdklad¢ téchto zasad byl vypracovan novy
klasifika¢ni systém pro hodnoceni Inu (Linum usitatissimum L.) (Nozkova et al., 2011).
Vychozi data, kterd byla pouzita pro vypracovani vySe uveden¢ho klasifikatoru, se stala
zakladem pro tvorbu slovenského pocitacového informaéniho syst¢ému GENOTYPDATA pro
dokumentaci a hodnoceni genetickych zdroji (Brindza et al., 1998). Tento systém obsahuje 9
vzajemné propojenych a komunikujicich databazi, jejichz pfehled a podstata jsou uvedeny
v tabulce 3.

Systém umoziuje cileny vybér GZ dle zadanych kritérii znaki, vzajemné srovnavani
genotypu na zaklad¢ obrazové dokumentace, matematicko — statistické analyzy znaki a skyta
fadu dalSich moznosti vyhodnocovani a uchovani dat (Obr. 1).
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Tab. 3 Struktura slovenského databazového systému GENOTYPDATA pro dokumentaci a
hodnoceni GZ

Databaze Popis databaze
Biologie druhu Linum usitatissimum L. Text a obrazova
dokumentace tykajici se biologie a vyvoje

Databaze 1

Databaze 2 Popisny systém pro hodnoceni genetické variability

Katalogové zpracovani dokumentace jednotlivych genotypi

Databéze 3 S propojenim na obrazovou analyzu morfologickych znaki

Databaze 4 Matematicko — statistické zpracovani soubort ziskanych dat

Anglicko — slovensky, Slovensko — anglicky slovnik zakladni a
odborné terminologie
Geneticka variabilita znakid a genotypi, srovnavaci studie obrazové

Databaze 5

Databaze 6

analyzy
Databaze 7 Vyvoj katalogu genotypii
Databaze 8 Vyvoj ,,on line* informacniho systému
Databaze 9 Katalog DNA elektroforeogramii

Obr. 1 Ukazka software slovenského databazového systému GENOTYPDATA (odruda
Riegel — propojeni na morfologické znaky a obrazovou analyzu)

& GENOTYP DATA - Linum
Ele Edt Relax
Accesion name: Country of ongex  Species:
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Accesion number: Donor acession number: Biological status of accesionc
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Na zéklad€¢ pftislusnych pasportnich a popisnych deskriptori jsme analyzovali
strukturu narodni kolekce Inu z hlediska ptivodu vzniku materiala, geografického ptivodu a
hospodarského typu. Vysledky jsou uvedeny v grafech 1 — 3.
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Graf 1 Struktura narodni kolekce Inu dle piivodu GZ

" X11 - novoslechténi
" X12 - krajove odridy
U X113 - komeréni odridy

Graf 2 Struktura narodni kolekce Inu dle geografického ptiivodu
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Graf 3 Struktura narodni kolekce Inu dle hospodaiského typu

Epfadny
" olejnopiradny
olejny
" deskriptor nevyplnén

V kolekei je pres 50 % komercnich odrid, zbytek tvoii téméf rovnomérnym dilem
novoslechténi a krajové odrudy. Témért % kolekce tvofi materidly pochazejici z Evropy a dale
nasleduji GZ pochazejici z USA. Mensi podil je pak tvofen GZ pivodem z Asie, Afriky.
Zanedbatelny pocet genotypll je australského pivodu. Z hlediska hospodarského typu je
prakticky polovina kolekce tvofena pradnymi Iny a déale nasleduji olejné Iny. Pouze 161
genotypt z celkového poctu 2 185 polozek tvori prechodny, olejnopiadny typ.

Obrazova analyza
Obrazovou analyzou jsme u komerc¢nich odriid zdokumentovali morfologii kvétu
(Vinklarkova et al., 2009) a naméfené parametry porovnavali softwarem Lucia (Obr. 2)

Obr. 2 Obrazova analyza LUCIA (software NIS Elements AR 2.30)

[ @

55



RGZ 2013

Pro analyzu jsme pouzili 2 parametry (MaxFeret a Area) (Obr. 3), kterymi jsme
Vv kolekci statisticky posoudili morfologii kvétu a v kombinaci s pasportnim deskriptorem
~ACCENAME®“ (Obr. 4) detekovali pfitomnost potencidlnich duplikaci, triplikaci a
kvadruplikaci v kolekci.

Obr. 3 Stanoveni parametri obrazové analyzy MaxFeret a Area pro odliSeni odrid z hlediska
morfologie kvétu

MaxFeret Area — celd, fialova plocha kvétu

Obr. 4 Ukazka detekce pritomnosti duplikace v kolekci Inu (Linum usitatissimum L.)
analyzou morfologie kvétu a pasportniho deskriptoru ,,ACCENAME® u olejného Inu Buck
114

ACCENUMB ACCENAME ORIGCTY USETYPE
05X1300170 BUCK 114 ARG 3
05X1300094 BUCK 114 ARG 3

| AALL 'TTX)

® € o090 * . ® "n;

* PooeY % 9909

T M 2z 1%

b < S . - .

332 000 == 90

05X1300170 05X1300094

Timto zpusobem jsme u 1059 komercnich odrid v kolekci detekovali 116
potencialnich duplikaci, 27 triplikaci a 16 kvadruplikaci (Graf 4). Na zaklad¢ analyzy
dosazenych vysledkil jsme byli schopni redukovat pocet duplikaci na 96, triplikaci na 20 a
kvadruplikaci na 8 (Graf 5) a celkové tak snizit pocet komerénich odrad v kolekci
z pavodniho poétu 1059 ve vychozi kolekei na 152 v prototypové kolekci (Graf 6).
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Graf 4 Pocet potencialnich duplikaci, triplikaci, kvadruplikaci v kolekci Inu (Linum
usitatissimum L. u komer¢nich odrid (X13)
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Graf 5 Redukce poctu duplikaci, triplikaci a kvadruplikaci v kolekci Inu (Linum
usitatissimum L.) u komer¢nich odrad (X13)
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Graf 6 Pocet komerénich odrid (X13) ve vychozi a prototypové kolekei Inu (Linum
usitatissimum L.)
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Biochemické markery

Pomoci 18 isoenzymovych systému jsme analyzovali 12 odrid pfadného a 16 odrud
olejného Inu (Krulickova et al., 2002). Ziskali jsme 145 bandd, z nichz 66 (46 %) prokazalo
polymorfismus. Na nich se nejvice podilely isoenzymy ACP (Obr. 5) a EST. Nejvétsi pocet
jedine¢nych isoenzymovych spekter byl zjistén ve fazi zelenych pryti s odstranénymi
délohami. Pomoci téchto dvou isoenzymovych systému bylo odliseno 20 odrid (71 %)
z analyzovaného souboru genotypu (Obr. 6).

Obr. 5 Ukazka diagramu isoenzymového komplexu ACP
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Obr. 6 Isoenzymova spektra ACP pro jednotlivé odriidy, z toho 20 jedineénych spekter

ACP (ACP1, ACP2, ACP3, ACP4, ACP5, ACP6)

No. CULTIVAR DS IS SWRC GC FTL

1. 1288/12 NONE 0,2,2,010* 303130 100030 106,041
6. C1/7 021011 021010 4034100 20313,0* 1,06,1,0,0*
9. ED30 0,210.21* 0.23,0.20* 503141 100030 106,040
12. JORDAN NONE 0,2,5,021,0* 303130 100000 1,0,771,0,0*
13. JUPITER o110211* 011010 303131 100030 106,04,
14. LIFLORA NONE 024,010 306100 100000 1,070,0,0*
15. MIKAEL NONE 024010 306131 100030 10,7141
17. NLN245-or 0,2,1,1,1,1* 021,010 303,131 NONE 1,0,6,0,4,0
19. OCEAN NONE 021010 303151 103030 106,141
20. OLIVER 021011 021010 303131 100000 1,006,10,1*
24. TEXA 011021* 011010 303131 100030 106,040
25. V-12/446 NONE 024010 306130 100030 10,7141
26. VERA NONE 021010 3032100 100000 100616,
27. VIKING 21011 011010 303140 103130 106,16,

Molekularni DNA markery
50 RAPD primerd (Operon, UBC) bylo testovdno na souboru 12 kontrastnich
genotypu Inu. Bylo detekovano 6 primerti s vysokou Grovni polymorfismu, které byly vyuzity
pro odliseni registrovanych odrud Inu (Obr. 7)

Obr. 7 RAPD spektra 10 registrovanych odrud Inu
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Dale bylo testovano 12 ISSR primerd, které prokazaly nizkou hladinu polymorfismu.
Ukéazka ISSR elektroforeogramli je na obrazku 8. Vyhodou RAPD a ISSR analyz je
jednoduchost jejich provedeni, neni nutno znat sekvenci, nevyhodou je pomérné nizké uroven
polymorfismu a z tohoto divodu nizka rozliSovaci schopnost, nizka informovanost a nizka
reproducibilita.

Obr. 8 Elektroforeogramy odrid Inu testovanych 3 primery s nejvétSim polymorfismem —
CT9, AG9, 808GA

CT9 AG9 808GA
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Daleko piesnéjs$i metodou je pouZziti mikrosatelitnich a retrotransposonovych markert.
Na souboru kontrastnich odriid Inu jsme testovali polymorfismus 20 mikrosatelitnich repetic,
Znichz 5 prokéazalo vyssi Groven polymorfismu. Tti z nich jsou uvedeny na obrazku 9.
Vyhodou je jednoduchost aplikace metodou IRAP, pokryti celého genomu a vyssi troven
polymorfismu.

Obr. 9 Elektroforeogamy souboru odriid Inu testovanych 3 SSR markery S659, LU12, LU17
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Zavéry prace s molekularnimi markéry u Inu byly shrnuty a publikovany v préci
(Smykal et al., 2011) s nasledujicimi zavéry: byly charakterizovany retrotransposonové
segmenty a byly vyvinuty IRAP markéry pro hodnoceni rodu Linum. Bylo klonovano vice
nez 75 IRAP segmenti. Celkem bylo testovano 708 polozek kolekce Inu, ztoho 178
Slechtitelskych linii, 143 krajovych odrid a 387 komer¢nich odrtd. Z nich bylo 357 pradnych,
87 olejnych a 271 olejnopradnych Inti z 36 zemi svéta. Kromé téchto polozek bylo navic
testovano dalSich 10 divokych druhid rodu Linum. Soubor 10 nejvice polymorfnich primert
poskytl 141 reprodukovatelnych informac¢nich dat na jednu polozku s 52 % polymorfismem a
Shanonovym indexem diversity 0,34. Maximalni geneticka diversita byla detekovana mezi
divokymi druhy (IRAP polymorfismus 100 %, Jackardiv index podobnosti 0,57), zatimco
diversita u druhu Linum usitatissimum L. klesala v linii divoké druhy (58 %, 0,63) —
Slechtitelské materidly (48 %, 0,85) — komer¢ni odrudy (50 %, 0,81). Bayesianska analyza
poskytla 20 robustnich shluki, které se vytvofily v souvislosti s pivodem a hospodarskym
typem. To indikovalo piekryti genetické diverzity bez ohledu na ,,ruSivy* vliv cilené selekce
pfadné versus olejné typy. Bez ohledu na tuto skutecnost 8 shlukti zahrnovalo velkou cést
komercnich odrid (70 — 100 %), zatimco ve dvou shlucich (60 %) pfevaZovaly primitivni
odriidy. Tyto zavéry se staly zdkladem pro lepsi management kolekce, pro vytvotreni zakladi
prototypové core kolekce, pro vyzkum diverzity ve Slechténi a objasnéni ulohy
retrotransposonll v dynamice vyvoje genomu Inu.

Praktickym ptikladem aplikace DNA markert je napt. detekce mutantnich alel A, B
FAD 3 desaturdzy pomoci metod PCR a nésledné restrikce pii Slechténi nizkolinolenovych
linii Inu. Geny kdéduji enzymy odpovédné za pfeménu k. linolové na k. linoleovou. Nositelé
mutantni alely se projevuji nizkym obsahem k. linolenové. Enzymy rozpoznavaji ptivodni
sekvenci a §tépi ji, kdezto mutantni forma zlstava nestépend, coz se projevi ziskanim dvou
nebo jen jednoho fragmentu pii elektroforetické separaci produkti (Obr. 10).
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Obr. 10 Detekce mutantnich alel A, B FAD 3 desaturdzy blokujicich pfeménu k. linolové na
linolenovou

PCS — CAPS marker

FAD3A

FAD3B

a-linolenova kyselina (C18:3) 2 %

Zavér

Vyse uvedeny piehled evalua¢nich metod kolekce Inu poukézal na moznost skloubeni
tradi¢nich metod hodnoceni kolekci pomoci pasportnich a popisnych deskriptorti s modernimi
metodami hodnoceni zaloZenymi na obrazové analyze, biochemickych a molekularnich
markérech. Pouziti tohoto pfistupu umoznilo racionalizaci prace s kolekci Inu, komplexni
hodnoceni genotypll, cileny vybér genotypl pro potieby Slechtitell, vyzkumnych pracovnika
a Vneposledni tad¢ informace pro mezinarodni databazi Inu a management kolekci na
vnitrostatni i mezinarodni tirovni. Cca 50 % kolekce reprezentované komerénimi odrtidami,
zhodnocenymi timto komplexnim pfistupem piedstavuje bohaty zdroj informaci pro dalsi
praci s kolekci. Vtomto trendu bychom radi pokracovali 1 u druhé casti kolekce
reprezentované primitivnimi odridami a $lechtitelskym materialem.
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SEDESAT LET STUDIA GENETICKYCH ZDROJU V TROUBSKU

Sixty years of genetic resources studies in Troubsko
Pelikan J.!, Knotova D.!, Semanova 1%, Vymyslicky T.?

YWyzkumny vistav picnindrsky, spol. s r. 0. Troubsko
2Zemédélsky vyzkum, spol. s r. o. Troubsko

Abstrakt

Genofondy picnin jsou feSeny v Troubsku od roku 1953 a hlavni pozornost je vénovana
druhiim celedi Fabaceae. Kromé toho se pracovisté zabyva i nékterymi druhy jinych celedi.
Préace s genofondy zahrnuje tii zdkladni okruhy: shromazd’ovéani (darem, vyménou a sbéry ve
volné ptirode€), zkouseni a popis v laboratornich a polnich podminkéach. Semenné vzorky jsou
dlouhodob¢ uchovavany v ¢eské narodni genové bance a postupné regenerovany. Prispévek
prindsi prehledy polozek shromazdénych, ptezkouSenych, popsanych a konzervovanych za
celou dobu prace s genofondy a za dvacet let trvani Narodniho programu.

Klic¢ova slova: picniny a dal$i druhy, kolekce genetickych zdroju, shromazd’'ovani, zkouseni,
popis a uchovani

Abstract

Genetic resources of forage crops have been studied in Troubsko since 1953. The main
attention is paid to the species of the family Fabaceae. In addition, the workplace deals with
certain species of other families. Studying the genetic resources includes three basic areas:
gathering (donation, exchange of seed samples or collection in the nature), evaluation and
description both in the field conditions and in the laboratory. The seed samples are long-term
stored in the Czech national gene bank and are subsequently regenerated. The paper presents
the survey of collected, tested, described and conserved items that have been processed both
during the whole period of work with genetic resources in Troubsko and also during twenty
years of the National programme duration.

Key words: forages and other species, collections of genetic resources, gathering, testing,
descriptions and preservation

Uvod

Od roku se 1953 se datuje picninaisky vyzkum v Troubsku. Po celou dobu existence
picninaiského vyzkumu v Troubsku byla pozornost vénovana problematice genofondd picnin
a je spojena sftesiteli kolekci, jako napt. RNDr. Vladimir Vacek, CSc., RNDr. Véra
Mrazkova, CSc., Ing. Anna TomaSovicova, CSc., RNDr. Ivanka Zapletalova, CSc. a dal$imi.
V letech 1953 — 1959 byly genofondy feSeny pracovniky tehdejsiho Vyzkumného ustavu
krmivaiského v Brn¢ a pokusy byly realizovany na pozemcich v Troubsku. V roce 1959 je
zfizena Vyzkumna stanice jetelovin a travin v Troubsku, pozdé&ji s nazvem Vyzkumna stanice
vytrvalych picnin. Od roku 1969 nese pracovisté nazev Vyzkumné stanice picninaiska
V Troubsku. Od roku 1977 dochazi ke slouceni tohoto pracovisté¢ s Vyzkumnou stanici
travinafskou v Roznoveé pod Radhostém a k pracovisti je pfi¢lenéno 8 Slechtitelskych stanic.
Pracovisté nese nazev Vyzkumny a Slechtitelsky ustav picninaisky v Troubsku a je podfizen
VHJ — generdlnimu feditelstvi Oseva v Praze. V roce 1990 je pracovisté¢ rozdéleno na dva
samostatné ustavy: Slechtitelsky tstav Troubsko a Vyzkumny ustav picninaisky Troubsko,
jehoz soucasti byla i Vyzkumna stanice travinaiska v Zubfi. K posledni zméné doslo v roce
1994 vznikem samostatného Vyzkumného ustavu picninaiského, spol. s r. 0. Troubsko. Od
roku 1993 je pracovisté¢ zapojeno do feSeni ,,Narodniho programu konzervace a vyuZiti
genofondu rostlin a agro-biodiversity”“. Vedle hlavnich picnich druhd celedi Fabaceae
(vojtéska, jetel lucni, jetel plazivy) je pozornost zamétena na tzv. maloobjemové druhy (jetel
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hybridni, jetel alexandrijsky, jetel persky, vicenec, Stirovnik), perspektivni druhy pro
zvySovani diverzity jetelotravnich spoleCenstev z Celedi Fabaceae a dalSich cCeledi (tzv.
komponenty kvétnatych luk). Déle je vedena kolekce svétlice barviiské a v kolekci pracoviste
jsou zastoupeny také nékteré plané druhy rodua Vicia a Laththyrus.

Material a Metody

Za dobu feSeni Narodniho programu je pozornost pii shromazd’ovani, zkouseni a
popisovani vénovana picnim druhim celedi Fabaceae a picnim druhiim jinych celedi,
perspektivnich z pohledu tvorby tzv. kvétnatych luk. Kolekce také obsahuje polozky svétlice
barvitské (Carthamus tinctorius). Do 70. let minulého stoleti byly na pracovisti feSeny také
kolekce né&kterych druhli celedi Poaceae, krmné lupiny a v 80. letech sortiment krmnych
brukvovitych. Pokusy jsou zakladany metodou znahodnénych blokti ve tfech opakovanich na
pici a tfech opakovanich na semeno. V téchto pokusech jsou hodnoceny vynosové
charakteristiky, hospodaiské znaky, né¢které morfologické charakteristiky a odebirany vzorky
pro stanoveni kvality pice. Daéle jsou provadény individudlni vysadby pro popis
morfologickych a vynosovych charakteristik na rostlinach (Pelikdn et al., 2005). Pti
nedostatku osiva jsou zakladdny tadkové kultury pro ziskani zakladnich popisnych
charakteristik. Do pokust jsou zafazovany Ceské a zahranicni odridy ziskané darem od
majitell, ptipadné¢ vyménou a dale plané formy, ziskané sbéry ve volné ptirodé. Popisy jsou
provadény pomoci klasifikdtorit pro pfislusny druh, pfipadné rod. Vysledky jsou pribézné
publikovany v odborném tisku.

Vysledky a diskuze

V tabulce 1 jsou uvedeny poéty polozek ptezkouSenych na pracovisti v Troubsku za
dobu prace s genofondy po desetiletich a samostatné za 20 let feSeni Narodniho programu.
Celkové bylo pracovistém piezkouSeno 3143 polozek picnich druhti éeledi Fabaceae,
Poaceae a dalsich picnich druht jinych celedi. Nejvice polozek patii k hlavnim picnim
druhtim, coZ jsou vojtéska, jetel lucni, jetel plazivy a jednoleté picni druhy, zatazené do
skupiny ostatni jeteloviny. Za dobu feSeni Narodniho programu bylo pfezkouSeno 791 picnich
druht ¢eledi Fabaceae, rodu Phacelia a nékterych dalsich picnich druhi.

Tab. 1 Pocty genetickych zdroju pfezkousenych na pracovisti v Troubsku

Skupina 1953 | 1963 | 1973 | 1983 | 1993 | 2003 Celkem
-1962 | -1972 | -1982 | -1992 | -2002 | -2013 | Celkem | za NP

Vojtéska 35 81 83 122 149 470 271
Jetel luéni 33 101 69 27 136 366 163
Jetel plazivy 85 55 72 54 41 307 95
Stirovnik 36 4 38 78 42
Ostatni jeteloviny 8 19 16 8 40 145 236 185
Lupina 25 25
Svazenka 5 30 35 35
Brukvovité 30 30
Kulturni Poaceae 195 51 246
Plané Fabaceae 954 234 12 1200
Plan¢ Poaceae 150 150
Celkem 962 392 724 274 252 539 3143 791
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Vedle domécich a zahrani¢nich odriid picnich druhti jsou nedilnou soucésti genofondi
také plané polozky téchto druhti a jim ptibuznych druhii ziskanych sbéry ve volné ptirodé.

Tab. 2 Polozky ziskané individualnimi sbéry a v ramci sbérovych expedic v probéhu feseni
Narodniho programu

Sbérové expedice Individualni  sbéry

Rok Predané Predané

Tuzem- | Zahra- | Ziskané Jiné |Prac. | Ziskané Jiné¢ |Prac.

ské | niéni |polozky| GB ustavy | kol. | polozky GB ustavy | kol.

1993 1 153 50 37 19
1994 1 165 82 224 117
1995 1 115 20 3 389 195
1996 1 103 10 2 222 100
1997 1 104 27 104 54
1998 1 171 20 178 103 1
1999 1 1 194 20 16 16 85 31 2
2000 1 2 146 29 24 48 31 1
2001 2 2 288 56 5 25 153 83 2 12
2002 2 110 18 17 41 77 22 9 13
2003 1 69 17 29 17 45 7 2 12
2004 1 1 124 61 7 25 22 7 3 6
2005 1 2 86 20 19 42 14 5 2 6
2006 1 1 69 42 6 4 4
2007 1 2 135 82 46 5 1
2008 1 1 67 19 8 37 12 2 8
2009 2 2 151 16 97 37 10 3 5
2010 2 2 140 13 73 54 1 1
2011 1 1 57 4 53 4 4
2012 2 2 67 35 32
2013 1 2 100 100 5 5
Celkem| 24 23 2614 525 397 | 562 | 1646 788 27 80

Ptehled o téchto polozkach ziskanych v ramci feSeni Narodniho programu je uveden
v tabulce 2 za jednotlivé roky feseni jak v ramci individualnich sbért, tak i sbérovych expedic
V tuzemsku i v zahrani¢i. Podrobné je problematika sbéri popsdna Vymyslickym et al.
(2005). Celkové se za dobu feSeni Narodniho programu uskutecnilo 24 tuzemskych
a 23 zahrani¢nich sbérovych expedic. V zahrani¢i byly sbéry realizovany na Slovensku,
Vv Polsku, Rakousku, Mad’arsku, Slovinsku, Srbsku a Chorvatsku. V prvnich letech feSeni
Nérodniho programu ptevazovaly individudlni sbéry, v poslednich 10 letech je vétsi
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pozornost veénovana ziskdvani materidld v ramci sbérovych expedici. Je vSak nutno
piipomenout, ze vzorky ziskané individualnimi sbéry jsou mnohdy kvalitnéjsi, pfedevSim
Z hlediska kli¢ivosti, protoze individualni sbéry Ize nacasovat na nejoptimalnéjsi dobu zralosti
semen.

Celkoveé bylo shromazdéno sbérovymi expedicemi 2614 polozek, z tohoto poctu je
525 polozkam ptidéleno ECN a jsou ulozeny v Genové bance, 397 polozek bylo piredano na
jina fesitelska pracovisté Narodniho programu a 562 polozek je v pracovni kolekci pracovisté
a je nutno je regenerovat. U zbyvajicich poloZzek nedoslo k jejich vykli¢eni pfi regeneracich,
ptipadné ziskané osivo bylo nepouzitelné pro jeho poskozeni zivoc¢isnymi skudci. Celkem
1646 polozek bylo ziskano individualnimi sbéry a z tohoto poctu je 788 polozkam piidéleno
ECN a jsou ulozeny v Genové bance, 27 polozek bylo predano na jina feSitelskd pracoviste
Narodniho programu a 80 polozek je v pracovni kolekci pracovisté a je nutno je regenerovat.
Regenerace druht cCeledi Fabaceae jsou naro¢né pro jejich cizosprasnost, viceletost
a hmyzosnubnost a podrobné¢ se problematikou regeneraci u této Celedi zabyvaji Pelikan et al.
(2012).

V posledni dobé pracovisté rozsifilo pfi praci s genetickymi zdroji Cinnost o
charakterizaci s pouzitim DNA markerd. Tato Cinnost je zabezpeCovdna dodavatelsky pfi
pouziti metody AFLP a SSR. V soucasné dobé je timto zplisobem zhodnocena prakticky celd
kolekce Medicago sativa a Medicago x varia.

Pro rozsahlost vybranych vyznamnych picnich druhii: rod vojtéska (Medicago sativa,
Medicago x varia a Medicago falcata), jetel luc¢ni (Trifolium pratense), jetel plazivy
(Trifolium repens), jetel hybridni (Trifolium hybridum) a rod Lotus bylo provedeno
zhodnoceni vSech ptivodi v individualnich vysadbach, porovnani jejich podobnosti pomoci
metody shlukové analyzy a na zdkladé¢ dosazenych vysledkli vybrani zéastupci do ,.core
collection®. Celkové bylo zhodnoceno 457 piivoda rodu Medicago a do ,,core collection® bylo
vybrano 99 pivodu (z toho se jedna o 96 puvodi Medicago sativa, 5 pavoda Medicago X
varia a 1 pavod Medicago falcata). Z 214 zhodnocenych ptivodu jetele lu¢niho bylo vybrano
76 puvodl (50 diploidnich a 26 tetraploidnich), ze 162 pivodu jetele plazivého bylo vybrano
41 pavodd, z 25 puvodi jetele hybridniho bylo vybrano do ,,core collection” 11 piivodt a z 34
ptivodt rodu Lotus bylo vybrano 25 ptavodu. Picehled je uveden v tabulce 3. Soucasné byly
V kolekcich zjistovany duplicity. ZkuSenosti ziskané pii této Cinnosti vedly k vydani
uplatnéné certifikované metodiky pro motylokvété picniny (Pelikan et al., 2009).

Tab. 3 Poéty hodnocenych puvodi a pocty ptivodi zafazenych do ,,core collection®

Pocet
Pocet pavodi

hodnocenych zatazenych

pivodi do ,,core*
Medicago sativa, varia, falcata 457 99
Trifolium pratense 214 76
Trifolium repens 162 41
Trifolium hybridum 25 11
Lotus corniculatus 34 25
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Tab. 4 Prehled zpracovanych klasifikatori

Uzik M., Vacek V., TomaSovi¢ova A.,

1 |Bares 1., Sehnalova J., Blahout J. Klasifikator genus Trifolium L. 1985
Vacek V., Mrazkova V., Sestrienka A.,

2 | Sehnalova J., Bares 1., Hajek D. Klasifikator genus Medicago L. 1985

3 | Hybl M., Smolikova M., Faberova I. Klasifikator Cicer arietinum L. 1998

4 | Hofbauer J., Uher J., Faberova L. Klasifikator Carthamus tinctorius L. 2001
Hutyrové H., Minjarikova P.,

5 | Pelikan J., Knotova D. Klasifikator rod svazenka (Phacelia Juss.) | 2010
Vymyslicky T., Neugebauerova J.,

6 | Faberova . Klasifikator genus Glycyrrhiza L. 2010
Knotova D., Pelikan J.,

7 | Minjarikova P., Hutyrova H. Klasifikator genus Lotus L. 2013

Nedilnou soucasti prace s genetickymi zdroji je zpracovani klasifikdtori pro
hodnoceni zkousenych materialti. Navrh prvniho klasifikatoru zpracovali Vacek et al. (1971)
pro popisy odrud viceletych kulturnich druhti rodu Medicago L. a tento se stal pozdéji
zakladem pro vypracovani Klasifikatoru genus Medicago L. a nasledn¢ také klasifikatoru
genus Trifolium. Celkové se pracovisté podilelo na vypracovani 7 klasifikatord, jejichz
ptehled je uveden v tabulce 4.

V tabulce 5 jsou uvedeny poéty piedanych pasportnich a popisnych dat do centralni
evidence EVIGEZ a pocty vzorkl piedanych do GB celkové a za dobu feseni Narodniho
programu. Celkové bylo pteddno 3135 pasportnich zdznam, z toho za dobu feseni Narodniho
programu 2094 zaznamt, coz je 66,8 %. Vsechna popisnd data byla pfedana za dobu fesSeni
Narodniho programu a jednalo se o popisy u 1606 poloZek. K dlouhodobému uskladnéni
v Genové bance ve VURV, v.v.i. v Praze-Ruzyni bylo ptedano 2529 semennych vzorkd,
Z toho 2289 za dobu feSeni Narodniho programu, coz je 90,5 %.

Kolektiv fesici problematiku genetickych zdroji se aktivné podili na Slechtitelském
programu pracovisté a ¢lenové jsou autory 11 odrid zapsanych ve Statni odridové knize,
ptipadné odrtud jimz byla udé€lena pravni ochrana. Dale jsou cleny slechtitelskych kolektivi u
fady dalSich registrovanych odrid. V soucasné dobé jsou piihlaSena k pravni ochrané dalsi tfi
novoslechténi.

Vyznamnou cinnosti kolektivu je dlouhodobé spoluprace se Spravou NP Podyji a
CHKO Moravsky kras a dale s Bankou semen ohrozenych druhd v Olomouci.

Od pocatku devadesatych let probihaly pfedev§im individualni sbéry planych forem
a vybranych ohrozenych druhit v NP Podyji Dr. Zapletalovou. Do této oblasti byly
soustiedény 1 dvé sbérové expedice, a sice v letech 1997 a 2000. Po roce 2000 poklesl pocet
sbiranych semennych vzorki v NP Podyji, a pracovisté se na zaklad¢ pozadavkil a konzultaci
s botanikem Spravy NP Podyji zaméfilo na ohroZené druhy. Tyto druhy byly a jsou ukladany
jak v genové bance v Praze-Ruzyni, tak i v Bance semen ohrozenych druht v Olomouci.
Od roku 2007 zapocal intenzivni vyzkum thorovych spolecenstev na uzemi NP Podyji
a Vsoucasnosti se do popiedi zdjmu vramci dlouholeté spoluprace dostava tvorba
regionalnich smési pro zatravnéni zemédelské ptidy v NP Podyji a okoli.
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vzorkl piedanych do GB celkové a za dobu feseni Narodniho programu

Pasport* GB*
1993- 1993-
Celkem| 2013 Popis |Celkem| 2013
AD.F 155 155 122 122
H,L,M 383 341 2 331 330
0 21 21 15 21 21
TO1 |Medicago sativa L. 586 357 549 540 445
T02 | Trifolium pratense L. 619 222 508 360 265
TO3 | Trifolium repens L. 346 194 256 277 249
TO4 | Trifolium hybridum L. 69 43 39 57 57
TO5 | Trifolium sp. (other sp.) 270 226 77 241 241
TO6 |Anthyllis L. 35 32 1 33 33
TO8 |Astragalus L. 92 87 3 79 79
T09 |CoronillaL. 43 40 2 42 42
T10 |Chamaecytissus LINK. 9 9 7 7
T11 |Dorycnium MILLER 10 10 8 8
T12 |GalegalL. 5 4 3 4 9
T13 |Genista L. 27 27 27 27
T14 |LotusL. 101 67 49 73 73
T15 | Medicago lupulina L. 44 42 4 41 41
T16 |Medicago x varia MARTYN 43 19 38 35 29
T17 |Medicago L. (other sp.) 48 30 4 41 25
T18 |Melilotus MILLER 102 64 16 76 74
T20 |Ononis L. 2 1 2 1
T21 | Onobrychis MILLER 32 30 9 30 29
T22 | Ornithopus L. 9 6 1 7 7
T23 | Tetragonolobus SCOP. 11 9 10 10
T25 |Trigonella L. 10 4 1 6 6
T27 |Malval. 8 4 6 6
T30 |Lavatera L. 3 3 3 3
T31 |Leuzea DC. 1 1 1 1
T34 | Silphium L. 1 1 1
T36 |Scorpiurus L. 4 2 2 2
T38 | Stylosanthes 1 1 1
T39 |Phacelia JUSS. 31 30 29 31 31
T40 | Spergula L. 1 1 1 1
T41 | Hedysarum L. 2 2 2 2
W77 | Sarothamnus WIMMER 11 11 11 11
Celkem 3135 2094 1606 2529 2289

*vSechny polozky v¢etné nedostupnych, chranénych a pracovni kolekce
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Spoluprace s CHKO Moravsky kras probihda na urovni botanického monitoringu
zavrtl a zmén v jejich vegetaci, byla zde organizovana expedice v roce 2001 a dale byly
spoleéné s CSOP Ponikva prezentovany vybrané materialy starych a krajovych odriid na
polickach. Na tuto Cinnost navazalo n¢kolik prednaskovych bloka pro odbornou vefejnost,
Z nich posledni blok prob¢hl v kvétnu 2013.

Banka semen ohrozenych druhti pii Vlastivédném muzeu v Olomouci uchovava
mnoho semennych vzorkli ohrozenych druhti rostlin, zejména z oblasti Moravy. Nejvice sbéril
je prave z oblasti NP Podyji (115 vzorkl, 68 druht), vétSina z nich byla sbirana pracovniky
ustavu. Nekteré polozky jsou pouzity ve venkovni expozici ohrozenych druhtl a jiné jsou
prezentovany pii vystavach.

Kolektiv fesitelti dale velice Gizce spolupracuje se §lechtitelskymi firmami v CR (DLF
Trifolium Hladké Zivotice; Agrogen, spol. s r.0. Troubsko; Tagro, spol. s r.0. Cerveny Dvir;
Oseva UNI, a. s. Choceil a Oseva PRO, s. r. 0., Vyzkumna stanice travinaiska Zubfit).
Vyznamna je také spoluprice se zahraniénimi partnery. Jedna se piedev§im o VURV
Piestany, Slovensko; Vyskumny tustav travnych porastov a horského polnohospodarstva,
Banska Bystrica, Slovensko; Institute for Forage Crops, Ltd., Krusevac, Srbsko; Research
institute of mountain stockbreeding and agriculture, Troyan, Bulgaria a Universidad Nacional
del Sur, Departamento de Agronomia, Bahia Blanca, Argentina.

Soucasti prace s genetickymi zdroji je presentace dosazenych vysledkli na domécich a
zahrani¢nich konferencich formou pfednasek a posterd, piispévkia v odborném a védeckém
tisku a na seminafich pro odbornou i laickou vefejnost. V prubéhu feseni Narodniho
programu bylo kolektivem zpracovano a vydano 5 uplatnénych certifikovanych metodik, 2
knizni publikace, 3 kapitoly v odbornych knihach a 2 ucebni texty.

V grafu 1 jsou uvedeny poéty publikaci, vztahujici se K problematice genetickych
zdroju. Celkové bylo publikovano 387 praci, v obdobi 1973 — 2002 jsou zapocitany také prace
fesitelti kolekei VST Zubii, protoZze v této dobé byla stanice soucasti troubského pracovisté.
Za dobu feSeni Narodniho programu bylo publikovano 201 praci, vztahujicich se ke
genetickym zdrojim.

Graf 1 Pocty publikaci vztahujicich se k problematice genetickych zdroji
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Zavér

V piispévku jsou shrnuty vysledky studia genetickych zdrojii, nejen za 60 roku
existence picninaiského vyzkumu v Troubsku (1953-2013), ale i za dobu feseni ,,Narodniho
programu konzervace a vyuziti genetickych zdroji kulturnich rostlin a agro-biodiversity*
(1993-2013). Zpracované pichledy ukazuji vyvoj v oblasti shromazdovani genetickych
zdroji, jejich zkouSeni, popis a skladovani. Dale je uveden vyvoj publikac¢ni c¢innosti
kolektivu, podil na S$lechténi a jsou zminény dlouhodobé spoluprace s domdcimi a
zahrani¢nimi pracovisti.

Dedikace

Vysledky byly ziskany za ¢éasteéné institucionalni podpory na dlouhodoby koncepéni rozvoj
vyzkumné organizace a castecné z prostiedkli ,,Narodniho programu konzervace a vyuziti
genetickych zdrojt kulturnich rostlin a agro-biodiversity“, financovaného MZe CR, &j. MZe
CR 206553/2011-17253
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PROBLEMATIKA GENOFONDU REVY VINNE

Issue of grapevine germplasm
Tomasek J.

Slechtitelska stanice vinarska, Ampelos Znojmo a.s., Vrbovec

Abstrakt

Ampelos Slechtitelska stanice vinaiska od svého zaloZeni rokul895 se zabyvéa §lechténim
vinné révy a kolekcemi odrid révy vinné. Kolekce odrid byly vysazovany jako vychozi
materidl ke kombina¢nimu kiizeni. Diky témto kolekcim se ve Znojemské vinatské oblasti
roz$itovaly prvni odridy, které se nasledné Sifily do ostatnich vinafskych oblasti. Jednalo se
naptiklad o Miiller Thurgau, Bouviertiv hrozen, Malinger a dalsi.

Klic¢ova slova: Slechténi, vinna réva, vinai'sky region

Abstract

Ampelos Viticulture Breeding Station is interested in breeding vines and collections vine
varieties since its establishment in 1895. Collection varieties were planted as a base material
to the crossing. Regarding these collections in the viticultural region in Znojmo, first varieties
expanded and subsequently spread to other regions. These included Miiller Thurgau,
Bouvieruv grape, Malinger etc.

Key words: breeding, grape - vine, viticultural region

Piavod odrid révy vinné

Za geograficky ptivod uslechtilych odriid je povazovana oblast kolem Stfedozemniho
mote. Odtud se réva Sifila spontann¢ ve formé Vitis vinifera a Vitis Silvestris. I na naSem
uzemi kde se nachazi zbytky téchto rév. Mnohem vétsi vyznam pro naSe Vinafstvi mélo
védomé §ifeni uglechtilych rév. Pro vinaistvi na Jizni Moravé mély vliv Rimské legie v
obdobi Rise Rimské. Legie u svych sidel zakladaly vinice. Regily tim zaméstnani vojakt a
produkci vina nutného pro dalsi taZeni.

Z odrd, které pochazi ztohoto obdobi, jsou vSechny typy chrupek. Vyobrazeni
chrupek je ve vyzdobé pyramid. Dal$i odriidy vznikaly z volného opyleni mezi starymi
fimskymi odridami a plané rostouci révou. V oblasti Ryna tak vznikla odriida Ryzlink
rynsky.

Stfedovek s roz§ifenim kiestanstvi a vznikem klastert se Sifilo péstovani révy a byly
importovany dalsi odridy. Za panovani Karla IV. se rozsitily burgundské odriidy Pinot blanc
(Rulandské bil¢), Pinot gris (Rulandské Sed¢), Pinot noir (Rulandské modré), Chardonnay.
Vyrazny pokrok za Karla IV. spocival v nastoleni ptfiznivych podminek ekonomickych a
zmeéna péstitelskych technologii.

U dalSich odrid se v ampelografiich piSe odrida nezndmého ptivodu. Jsou to velmi
staré odridy dodnes péstované.

U nejstarsich odrtd je charakteristické, Ze jsou oblibené u konzumentt vina. Aby se
odriidy udrzely v dobrém zdravotnim stavu s dostatecnym vynosem, ve vysoké kvalité¢ a
zabranilo se postupné degeneraci, je nutnd selekce. Pro révu vinnou je pfiznacné, Ze selekce
se praktikuji velmi dlouho a u vétSiny odrid jsou vyselektovany klony, které jsou jiz velmi
odlis$né. Proto jsou zafazeny i v nasem genofondu. V soucasné dob¢ pro mnozitelské ucely je
kladen dlraz na zdravotni stav a materialy se ozdravuji.

V disledku invaze msSicky révokaza, ktery na konci 19. stoleti lavinovité nicil
evropské vinice, se hledalo vychodisko v kombina¢nim kiizeni a S§t€povani na americké révy.
Zacina cilevédomé novoslechténi. Plivodniho cile odolné révy proti révokazu s kvalitnimi
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hrozny uslechtilych evropskych rév nebylo v tomto obdobi dosazeno vzhledem k slozitosti
genotypll vinné révy a polygenni struktufe dilezitych znakl a vlastnosti. Z tohoto obdobi
pochazi odridy z Némecka, Francie, Mad’arska, Ruska a dalSich zemi. Tyto odridy tvoti dalsi
¢ast genofondu.

Problémy genofondu vinné révy

Réva se v podminkach Ceské republiky péstuje v nejteplejsich oblastech, ve kterych se
vyhledévaji vhodna stanovisté. V priabéhu deseti let musime pocitat minimalné¢ se dvéma
roky, kdy je réva poSkozend zimnimi nebo pozdnimi jarnimi mrazy. U importovanych odrad
Z jiznich oblasti je poSkozeni mrazy jeste¢ vyraznéjsi, musi se obnovovat cely ket a mnoho
ket odumird. Problémem je i odliSny charakter zimy. Naptiklad Vitis Amurensis ve své
domoving na dalném vychodé bez problémii snasi teploty -40°C. V nasich podminkéach zmrza
pii mnohem nizSich teplotdch. Dochdzi zde ke snizovéani, kdy pii otepleni se rychleji
pfipravuje na raseni.

Dal$im problémem proti jinym plodindm je jejich obtizngj$i vegetativni
rozmnozovani. Stépuje se v predjarnim obdobi, §tépy se stratifikuji, aby se vytvofilo zavalové
pletivo zpusobujici sriist roubu a podnoze, a teprve potom se mize vysazet do révové skolky.

Réva, ktera je dlouholetd plodina, vyzaduje stavbu opérné konstrukce, mnozstvi ru¢ni
prace pfi fezu, Upravou listové plochy a intenzivni ochranu proti chorobam a Skidctm.

Aktudlni situace

Deskriptory

V soucasné dobé ve sledovanich popisujeme odridu pomoci morfologickych,
fenologickych, hospodéiskych a analytickych znakt a vlastnosti. Je vytvotren klasifikator se
72 deskriptory, kde kazdy deskriptor ma svoji ¢iselnou skalu. Ke kazdému cislu ptislusi
slovni popis nebo i schématicky nakres. Deskriptory jsou vybérem z mnohem podrobnéjsiho
mezinarodniho klasifikatoru OIV. Riistové faze se popisuji stupnici BBCH, ktera rozliSuje 99
kodh, analytické rozbory mostlh a vin sleduji 13 parametri. Pro charakteristiku stolnich
hroznti (10 parametrti), pouzivame klasifikitor UKZUZ. 1 pfes snahu maximaln& piesné
popsat odridu v odlisnych klimatickych podminkéach, davaji stejné metodiky odlisné
vysledky. Nadale zistava kol hledani novych jednozna¢nych charakteristik pro odridy révy
vinné. Zde vkladame nadéji do novych genetickych postupii charakterizovanim odrid pomoci
genetickych markert.

Sortimenty

Do roku 1989 byly sortimenty odriid ve vSech vinafskych stanicich. Posledni
sortiment na plvodnich stanicich byl likvidovan ve Velkych Pavlovicich roku 2013.
Pracovnikiim stanice vdé¢ime za upozornéni o likvidaci. Za vegetace jsme oznacily 207 odrad
a béhem prosince odebrali rostliny révy na mnozeni. Spolu s mizenim sortimentti vlastné mizi
i genové zdroje. Genofondy nabyvaji na dilezitosti i zkracovanim véku odriad. Kupodivu
ztrata odriid nehrozi u nejstarSich odrid, které maji stalé misto jak v péstovani, tak i u
konzumenta vin. Nejohrozengjsi skupinou jsou odridy z ranych obdobi Slechténi, které jsou
pfekonavany nejnovejSimi odridami.
Udrzovani odrad

K vyse uvedenym skutecnostem je po technické strance dulezité udrzovat genofond po

strance agrotechnické i fytosanitarni. Prakticka Zivotnost Genofondu je mnohem kratsi, nez je
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zivotnost produkéni vinice. Na udrzeni genofondu je tieba véas zacit s obnovou, aby se
zachovala kontinuita pozorovani. Na mnozeni pouzivat kefe vybrané metodou udrzovaciho
Slechténi.

Dedikace 5
Tato prace vznikla za podpory MZe CR ,Narodni program konzervace a vyuZivani
genetickych zdroja kulturnich rostlin a biodiversity*, ¢.j. MZe CR 206553/2011-17253

Kontaktni adresa: Ing. Jaroslav Tomasek, Slechtitelska stanice vinaiska, Ampelos Znojmo
a.s., 671 24 Vrbovec 274; e-mail: jaroslav.tomasek@gmail.com
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DESET LET PROVOZU KRYOBANKY VEGETATIVNE

MNOZENYCH ROSTLIN — ZKUSENOSTI A PERSPEKTIVY
Ten years anniversary of cryobank operation of vegetatively propagated plants —
experience and perspectives
Zamecnik J., Faltus M., Bilavcik A.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha - Ruzyné

Abstrakt

Vzhledem Kk desetiletému vyro¢i provozu kryobanky je v piispévku zhodnocen vyvoj
kryoprezervace ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Kratce je zminéna historie a
hlavni milniky vyvoje kryoprezervacnich metod. Jsou uvedeny piiklady kryobank a pocty
kryoprezervovanych vzork v CR, EU a ve svété. V metodice jsou uvedeny kryoprezervaéni
postupy se zaméfenim na metody vyvolavajici tvorbu biologického skla za ucelem uchovani
genofondu bez nezadoucich krystali ledu. Kriticky je zhodnoceno, pro¢ se nepouziva
V kryobance mutagenni kryoprotektant dimethyl sulfoxid, ackoliv zajistuje vysokou
regeneracni schopnost. V kryobance je ulozeno 368 genotypt od deseti druhti plodin v 3731
kryozkumavkdach v kapalném dusiku. Je diskutovana metoda kryoterapie vzhledem k ostatnim
metodam odvirovani a provedeni fyzické revize kryobanky. V zavéru je shrnut pohled na
rozvoj kryobanky do budoucnosti.

Klicova slova: kryoprezervace, kryokonzervace, kryoterapie, kryoprotektant, vitrifikace

Abstract

The paper reviews the development of cryopreservation at the Crop Research Institute on the
occasion of the ten-year anniversary of the Cryobank. The history and main milestones of the
development of cryopreservation methods are mentioned. Examples of most famous
cryobanks with a number of accessions in the Czech Republic, the EU and the world are
given. The cryopreservation procedures focusing on methods inducing biological glass in
order to preserve germplasm without dangerous ice crystal formation are listed in the
methods. It is critically evaluated why the Cryobank does not use mutagenic cryoprotectant
dimethyl sulfoxide, although it is widely used. The 368 genotypes of 10 plant species in 3731
cryoampules are stored in liquid nitrogen in the Cryobank. Cryotherapy method for virus
elimination is discussed in relation to other methods of virus removal. In conclusion the view
of cryobank development in the future is summarized.

Key words: cryopreservation, cryoconservation, cryotherapy, cryoprotectant, vitrification

Uvod

Kryobanky se buduji za ucelem dlouhodobého uchovan hlavné vegetativné
mnozZenych druhil rostlin, dale pak druhti, které tvofi tzv. rekalcitrantni semena, tj. semena
ktera nesnesou hlubokou dehydrataci a druhti, které jsou citlivé k nizkym teplotam. Je to
bezpecny a levny zptsob uchovani genofondu rostlin po dlouhou dobu, pocita se s desitkami
let (30-100 let). Je nezavisly na vnéjSich klimatickych podminkach a také je do ur¢ité miry
malo zavisly na dodavkach elektrické energie. Kryokonzervace vegetativné mnoZenych
rostlin je upravena v zdkoné €. 148/2003 Sb. a provadéci vyhlasce 458/2003 k tomuto zédkonu,
kterymi se upravuji podminky a zdsady péce o genofondy a jejich vyuzivani. Uchovéni
vzorkt v kryobance je z hlediska dlouhodobého uchovani bezpe¢né, proto se doporuuje
kryoprezervace jako bezpecnostni duplikace k ostatnim zplsoblim ulozeni genofondu rostlin
(FAO, 2013; Reed, 2001; Reed, 2010).
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Historie kryobiologie ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby

Pocatky kryoprezervacnich technik zavedl ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby
Ing. Vladimir Skladal, CSc. pocatkem sedmdesatych let. V roce 1988 na mezindrodnim
seminafi, za ucasti pfedniho svétového odbornika profesora Y. P. S. Bajaj z Punjab
Agricultural University, Indie, zhodnotil prvni vysledky s kryoprezervaci bramboru (Skladal a
Klimesova, 1988). Po dalsim dlouholetém vyzkumu optimalizace kryoprotokoll a na zaklad¢
slibnych vysledkt byla dne 26. 11. 2003 na zasedani Rady genetickych zdrojo v Zatci
zalozena kryobanka vegetativné mnozenych rostlin (Zame¢nik et al., 2005).

Rada vyzkumnych projekti (3 GACR, 4 NAZV, 3 COST, 2 GENRES, 2 Kontakt) se
v prib¢hu let zabyvala vylepSenim kryoprotokoli a prohloubenim znalosti rostlinné
kryobiologie. V roce 2006 ziskal ,,Poloprovoz kryobanky vegetativn¢ mnozenych rostlin‘
uznani ministra zemédélstvi a piedsedy CAZV jako nejlepsi aplikovany vysledek. V roce
2006 byl uspotfadan pracovni seminaf o kryoprezervaci s ukdzkou kryoprezervacnich technik
pro Ceské drzitele kolekei. Nasledovaly tii Skoly termické analyzy (TA School) v letech 2007-
2009 pro 18 doktorandli z deseti stati EU, potencidlni uzivatele termické analyzy v
kryobiologii. V roce 2013 kryobanka ziskala certifikaci managementu kvality ISO 9001.
V roce 2013 byli seznameni Ucastnici tfidenniho kurzu na univerzit¢ Cuyo v Argentiné
sna$im know-hows kryoprezervaci vegetativné mnozenych rostlin, s cilem zalozit
argentinskou kryobanku ¢esnekll. V letosnim roce slavi Kryobanka vegetativné mnozenych
rostlin ve VURV, v.v.i. desaté vyroéi od jejiho zaloZeni, coz je zarovei v roce dvacatého
vyroc¢i zaloZeni Narodniho programu konzervace a vyuziti genofondu rostlin.

Kryobanky v Ceské republice

Vedle Kryobanky vegetativné mnozenych rostlin provozované ve Vyzkumném ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i., v Praze Ruzyni se niz$i rostliny napi. fasy uchovavaji v Kryobance
v Tteboni. Ke konzervaci genetického materidlu zivoc€icht slouzi Kryobanka v Hradistku
CMSCH zalozend vroce 1995 a Kryobanka mysich hybridomd v Ustavu molekularni
genetiky, AV CR 2007. Kryobanky jsou stavény i ve specializovanych zdravotnickych
zafizenich nebo pfimo v nemocnicich napft.: Tkanova banka, FN Brno1992; Kryobanka FN
Motol, 2002; FN Hradec Kralové, 2003; Ustav hematologie a krevni transfuze Praha; lidské
embryonalni kmenové buiiky, Brno 2007; FN Kralovské Vinohrady, Praha 2011 a dalsi.

Kryobanky v Evropské unii

Podle databdze EURISCO je podle pofadi Ceska republika na prvnim mist& v poétu
uchovavanych vegetativné mnozenych rostlin v in vitro podminkach s 2515 polozkami,
Némecko ma 2434 a Polsko 1613 uchovavanych polozek genotypd v in vitro metodou
pomalého rastu. Je zajimavé, Ze ty staty, které maji nejvice rostlin uchovavanych v in vitro,
maji zaroven také velké mnoZzstvi uchovavanych polozek v kryobance, coZ nepiimo svédci o
nezbytnosti zvladnuti techniky péstovani rostlin v in vitro, nez se pfistoupi ke kryoprezervaci.
V databdzi EURISCO jsou uvadény jen Ctyfi kryobanky s rostlinami uchovavanych
v ultranizké teploté. Poéty kryoprezervovanych polozek podle pofadi: v Némecku 1156, CR
293, Polsko 191 a Estonsko jednu jablon. Vedle kryobank uvedenych v databazi EURISCO
jsou jesté dalsi kryobanky, naptiklad Laboratory of Tropical Crop Improvement, K.U.Leuven
(Leuven, Belgie) svice nez 440 polozkami bananovnikd, AFOCEL (Association Forét
Cellulose of France) s vice nez 100 polozkami jilmt a IRD (Montpellier, France), s vice nez
80 polozkami palem.

Kryobanky ve svété
Nejznaméj$i, nejveétsi a asi 1 nejstarSi je kryobanka v National Seed Storage
Laboratory (NSSL) (Fort Collins, Colorado, USA) s vice nez 2 100 polozkami jabloni, dale
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National Clonal Germplasm Repository (NCGR) of Corvallis (USA) svice nez 104
polozkami hru$ni; International Potato Centre (CIP, Lima, Peru) s vice nez 345 polozkami
brambor; Tissue Culture BC Research Inc. (Vancouver, BC, Canada) pfiblizn¢ s 5000
polozkami 14 druha konifer; National Institute of Agrobiological Resources (NIAR Japan),
s vice nez 50 polozkami moruSovnikl. Velké kryobanka RDA vegetativné mnozenych rostlin
pln¢ automatickd a odolnd k zemétieseni se nachazi v Suwonu Vv Jizni Koreji a skladuje
stovky polozek bramboru, 1158 polozek ¢esneku a polozky zenSenu korejského ptivodu.

Metody kryoprezervace

Metody kryoprezervace rostlin zaloZené na tvorbé skla

Cilem kryoprezervacnich metod je navodit takovou dehydrataci pletiv, pii které jiz neni volna
voda a netvoii se krystalky ledu (Zamecnik et al., 2011). V piipadé, Ze odebrané mnozstvi
vody rostliné navozuje odumirani jiz pfed samotnym ponofenim do kapalného dusiku, pak se
musi rostliny chranit pomoci kryoprotektivnich roztokli, nejcastéji smési sachardzy a
glycerolu. DalSim néstrojem je rychlé az ultrarychlé zchlazeni (fadove stovky az tisice °C za
minutu) v malych (1-2 mm) vzrostnych vrcholech. Pro dosazeni téchto rychlosti se vzrostné
vrcholy umisti na hlinikovy plisek a ten se pak rychle ponoii do kapalného dusiku. Pfi takto
rychlém zamrazeni se nestaci tvofit krystaly ledu anebo se tvofi malé¢ a ty pak nejsou
Skodlivé. V ndvaznosti na rychlé chlazeni je nutné provést i rychly ohfev vzorkd. Rychly
ohfev vzorkll se zabezpeCuje jejich ponofenim do 40°C teplé vody. Kryoprotokol pro
pfislusny rostlinny druh je zalozen na metodach vyvolavajicich vitrifikacni stav, ktery je
vyhodny pro dlouhodobé uchovani genetické informace.

Vitrifikacni metoda

Kryoprezervace vegetativné mnozenych rostlin, nebo jejich ¢asti je metoda pro
uchovani v nizkych nebo ultranizkych teplotach za ucelem uchovani biodiversity (Zamecnik
et al., 2007a). Podstatou této metody je ve vétsiné pripadi navozeni vitrifika¢niho stavu, pii
kterém se pifi ochlazovani netvofi krystaly ledu, které maji jinak za nasledek nevratné
poskozeni rostlinnych bunék (Fahy et al., 1984). Vétsina novych metod kryoprezervace
rostlin je zaloZena na vitrifikaci. Vitrifikatni metoda vede k navozeni amorfniho stavu
bunécného obsahu tzv. biologického skla i pfi ultranizkych teplotach. V literatuie se uvadi
mnoho modifikaci metody vitrifikace. S urcitymi Gpravami pouzivame v nasi laboratofi tuto
metodu (Grospietsch et al., 1999; Zamec¢nik et al., 2007a). Vitrifikatni metoda, zeskelnéni
buné&cného obsahu je zalozena na: a) dehydrataci, procedute odvodnéni (Fabre and Dereuddre,
1990; Faltus et al., 2007); b) osmotické dehydrataci pomoci kryoprotektivnich roztokd nebo
smé&si kryoprotektantu (Faltus et al., 2006b); ¢) enkapsula¢né-dehydrataéni metodé, podle
které se nejdiive vzrostné vrcholy enkapsuluji v alginatu sodném a pak se teprve dehydratuji
(Gonzalez-Arnao and Engelmann, 2006).

Metoda dvoustupiiového mrznuti

Vedle vitrifikaénich metod pro in vitro narostlé dieviny (Niino et al., 1992) se pouziva
také metoda dvoustupnového mrznuti, kterd je zaloZena na mrazové dehydrataci bunék pfi
pomalém mrznuti zpravidla do -30 az -50 °C. Metoda dvoustupiiového zamrazovani se
pouziva hlavné pro uchovani dormantnich pupenii ovocnych dievin. Dvoustupiiova metoda je
uzivana predevsim pro kryoprezervaci takovych rostlin, které jsou schopné otuzeni a preziti
podnulovych teplot. Predev§im se pouzivd pro kryoprezervaci dormantnich pupent
(Stushnoff, 1987). Princip této metody spociva v pomalém sniZovani teploty do urovné
teploty -30 az -40 °C v prvnim stupni, kdy dochazi pfi rychlostech pfiblizné 2 °C za hodinu
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k promrzani pletiv a k jejich mrazové dehydrataci. Poté nasleduje vyrovnani po dobu 4 — 24
hodin na dosazené teploté a nasleduje piimé ponoieni vzorkli do kapalného dusiku. Odtati
vzorkil probiha jejich vlozenim do teploty 5 °C (ve vzduchu), kdy dojde k exponencialnimu
ohfevu vzorki (s pocatecni rychlosti desitky stupmti Celsia za minutu). Po odtati jsou vzorky,
dormantni pupeny, regenerovany bud’to oCkovanim na podnoze (Seufferheld et al., 1991)
anebo pievodem do in vitro podminek.

Kryoprotektanty — problematické pouZivani dimethyl sulfoxidu

Jedna z nelepsich kryoprotektivnich latek je dimethyl sulfoxide (DMSO). Je zéakladem
velmi rozsifené kryoprotektivni smési (PVS2) Plant Vitrification Solution No.2 (Sakai et al.,
1990). Na zéakladé¢ cytogenetické analyzy je tato latka podle Safety Data Sheet Sigma-Aldrich
genotoxickd, karcinogenni, mutagenni a toxicka pfi reprodukci. Z téchto davodi, v
nasi kryobance nepouzivame DMSO a tim se fadime ke kryobankdm s oznatenim DMSO
Free Cryobank. Vzhledem k vysoké trovni regenerace pii pouziti DMSO, je jeho nepouzivani
velkd nevyhoda. Tato nevyhoda je kompenzovana tim, Zze dlouhodobé uchovany geneticky
material rostlin nebude v pfitomnosti s touto mutagenni latkou. Nahradou se pouziva
vitrifika¢ni roztok PVS3 (Nishizawa et al., 1993). V kryoprotektivnich roztocich bez DMSO
jsou hlavni slozkou polysacharidy. Pouziti specifickych polysacharidii zavisi na rostlinném
druhu, vétSinou se pouziva sachardza. Sachardza je pridavana jiz do predkultivacnich médii.
Rostliny z média ptijimaji sachardzu do pletiva a tim dochézi k osmotické dehydrataci bunck.
Sacharoza je také sklotvornou latkou a napomaha tvorbé skla v rostlinach (Sikora et al.,
2007). Druhou nejcastéji pouzivanou kryoprotektivni latkou je glycerol.

Vysledky a diskuse

Termickd analyza

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC), patii k termickym metoddm, které mohou
byt pouzity pro méfeni a stanoveni fazovych prechodi a teploty skelné transformace pro
kryokonzervaci. V zadsadé DSC méfi teplotu a tepelny tok spojeny s pfechodem v rostlinném
materidlu jako funkce Casu a teploty. Poskytuje informace o endotermické nebo exotermickeé
zméné, nebo zméné v tepelné kapacité. Ziskané udaje mohou byt pouzity pro stanoveni
teploty skelného ptechodu, teploty ledové nukleace, tani, varu, doby krystalizace a kinetické
reakce — nejdalezitéjsi vlastnosti pro kryokonzervaci rostlin (Zamecénik et al., 2007b;
Zamecnik et al., 2006). Nebezpeci nukleace a nasledné intracelularni krystalizace ledu vede k
poskozeni mrazem béhem chlazeni a ohfevu vzorku a je povazovano za kriticky bod pro
pteziti rostlin v ultranizkych teplotach. Termickd analyza se pouzivd pii zlepSovani
kryoprotokoltl, postupli dehydratace a ur€eni bezpec¢nostniho limitu nizké teploty.

Utinnost kryoprezervaénich metod — porovndni bramboru a chmele

V ramci vyzkumnych projektd byly optimalizovany podminky kryoprezervace
bramboru a chmele tak, aby byla dosaZena vyssi primérna regenerace rostlin u testovanych
genotypu (Faltus et al., 2011a,b). Postupné¢ byly modifikovany podminky piedkultivace
explantatli, mira dehydratace a slozeni regenerac¢nich medii (Faltus et al., 2006a). U bramboru
1 chmele se osvédcil rist noddlnich segmentli na modifikovaném MS médiu se snizenym
obsahem dusiku. Zatimco u bramboru byla uspé$na ptedkultivace explantati na mediu
s piidavkem 2M sacharosy, u chmele byla vhodnéj$i kombinace ptlisobeni roztoku 0,7M
sacharosy a nizké teploty v jaroviza¢ni komote. Pribéh dehydratace zavisel u obou plodin
primarné na velikosti explantat. Ta byla niZ§i u vzrostnych vrcholli chmele nez u bramboru.
Z toho se odvijel i cas dehydratace explantatl téchto plodin. Zatimco u chmele se doba
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dehydratace pohybovala mezi 1:30 do 1:45 h., u bramboru to bylo mezi 1:40, az 2:00 h. Velky
vyznam pro dosazeni uspokojivé regenerace rostlin mél i zplsob kultivace rostlin pfi
regeneraci vzrostnych vrchold z tekutého dusiku. Regenerujici rostliny musi byt pfistinény,
jinak muze dochazet k jejich poskozeni. U chmele bylo optimalizovano fytohormonové
slozeni regeneracniho media, které omezilo tvorbu kalusu a zvySilo regeneraci explantati
chmele po kryoprezervaci. Pomoci téchto modifikaci doslo ke zvySeni regeneracni schopnosti
bramboru po kryoprezervaci 0 4,4 a u chmele o 7,9 %. Diky tomu bylo dosaZzeno pramérné
regenerace explantati u bramboru 29 % a u chmele 38 % (Obr. 1). Nejvyssi frekvence
regenerace rostlin po kryoprezervaci byly u obou plodin pfiblizn¢ v priméru jejich
regeneracni schopnosti.

Obr. 1 Histogram frekvence regeneracni schopnosti explantatli po kryoprezervaci genotypi
bramboru a chmele po kryoprezervaci na zakladé metody ptedkultivace — dehydratace
testovanych. Primérna hodnota regeneracni schopnosti kazdého genotypu byla stanovena na
zakladé¢ regenerace minimalné 20 rostlin. (Faltus et al., 2008)
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V tabulce (Tab. 1) jsou uvedeny pocty kryoprezervovanych polozek jednotlivych
druht vegetativné mnoZenych rostlin. N&které genotypy byly kryoprezervovany odvirované,
za pozornost stoji 16 genotypi Cesnekli odvirovanych pomoci kryoterapie (blize vysvétleno
nize), uloZzenych v kryobance. Tyto polozky byly zamrazeny v jednotlivych letech od doby
zalozeni kryobanky. Vysledky jsou v prevazné vétsin€ vysledkem jednotlivych vyzkumnych
ukold.

V ramci feSeni mezinarodniho projektu EURALLIVEG (Keller et al., 2012) byla
vytvofena core kolekce s cilem zahrnout do ni reprezentativni a zaroven odliSné genotypy
Cesnekt. Na obrazku 2 je genetickou analyzou hodnocend vnitrodruhova piibuznost ve
shlucich podle oblasti piivodu. VétSina polozek je kryoprezervovana (hvézdicka u cisla
polozky), zbyva jesté kryoprezervovat nevybihajici ¢esneky.
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Cistota kultur v in vitro podminkdch, eliminace kontaminaci

Tkanové kultury rostlin pfedstavuji uzitecny nastroj pro péstovani a produkci celych
rostlin, nebo rostlinnych ¢asti ¢i orgdnt v umélych médiich. Pro kryoprezervaci rostlin jsou
proto vyuzivany rostliny pfedpéstované v in vitro podminkach. Béhem kultivace rostlin v in
vitro podminkach jsou rostliny snadno zbaveny hub a bakterii pouzitim nekontaminovanych
Casti rostlin, desinfek¢nimi postupy nebo vyfazenim zamoienych rostlin z kultury in vitro.

Tab. 1 Pocty uspé$né kryoprezervovanych polozek v ramci jednotlivych druhii plodin,
celkem, z nich vramci Narodniho programu a procento odvirovanych z celkového poctu
skladovanych v kryogenni teplot¢.

Pocet kryoprezervovanych genotypti

Plodina (skupina plodin) celkem z toho
v narodnim odvirovanych

programu %
Solanum tuberosum L. 58 58 100
Humulus lupulus L. 40 40 0
Allium sativum L. 125 105 16"
Malus domestica BORKH. 59 17 14
Pyrus communis L. 35 24 34
Cerasus avium (L.) MOENCH 3 3 0
Cerasus vulgaris P.MILLER 10 10 0
Cerasus x effusa HOST 3 3 0
Fragaria x ananassa DUCH. 34 34 0
Armeniaca vulgaris LAM. 1 1 0
Celkem 368 295

Poznamka: ~odvirovany pomoci kryoterapie;  testovano na viry (VT)

Rostlinny material zavedeny Cerstvé do kultury z ex vitro podminek mize obsahovat
skryté endofyty (vétSinou bakterie). Endofyty se zaChou mnozit ¢asto az po n€kolika pasazich
(subkultivacich) napf. u cesnekd. Rust bakterii za¢ne vétSinou v pribéhu regenerace po
kryoprezervaci. V jednotlivych piipadech zalezi na posouzeni experimentatora a jeho
rozhodnuti, jak naloZit s kontaminovanym rostlinnym materidlem. U vzacného materialu se
doporucuje pouziti antibiotik. Je-li to mozné, doporucuje se ozdravené rostliny v in vitro
kultufe kontrolovat pfi opakovaném pasazovani. V piipadé netispéchu je nutné zavést do in
vitro podminek nové rostliny.

Kryoterapie — porovndni s ostatnimi metodami

Pro eliminaci viroidd pfed ulozenim rostlin do kryobanky, vedle béZzn€ pouzivanych
technik na odvirovani rostlin termoterapie a chemoterapie, miize byt pouzita také nova
technika kryoterapie tzv. kryontz (Helliot et al., 2001). Tato technika je zalozena na zni¢eni
starSich bunék s viry v tunice v disledku jejich poSkozeni ultranizkou teplotou. Nésledna
regenerace rostliny z mladsich bun¢k nachazejicich se v meristematickém dému, zpravidla
neobsahuje viroidy (Faltus et al., 2012a,b). Metodika kryoterapie pfedstavuje novou a velice
uc¢innou metodu eliminace nékterych rostlinnych virovych patogenti pomoci piisobeni
kryogennich teplot. Metoda kryoterapie se sklddd z postupu ptipravy rostlinného materialu,
vystaveni kryogennim teplotdm, odtati a regenerace. Nasledné¢ hodnoceni zdravotniho stavu
explantati ur¢i ucinnost kryoterapie. Metoda kryoterapie se ukézala jako vysoce uc¢inna pro
odvirovani bramboru a ¢esneku.
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Obr. 2 A, B: Vnitrodruhova piibuznost ¢esnekii v
AFLP fingerprintingu (Zanke et al.,

Core kolekei EU z projektu vytvotend pomoci

2011). Uspotadani ¢isel: prvni &islo, sonda ¢islo; zemé odbéru,

darce (C - Ceské republika); sbér zemé, ¢islo ECN; zemé pivodu; darcovska zemé; vybihani (b),
nevybihani (nb) do kvétenstvi. Geografické pivody jsou zobrazeny na pravé strané. Hvézdicka u ¢isla
znadi tspésné uchovani v kryobance, pomlcka znamena nutnost kryokonzervace v blizké budoucnosti.
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Ucinnost eliminace viroidit

Pfi odvirovani genotypti bramboru od tii virti byla metoda kryoterapie u¢innd u dvou
vira (PLRV a PVY) (Tab.2). U téchto vird dokonce kryoterapie dvojnasobné pievysSovala
uspésnost dalSich dvou pouzitych metod, termoterapii a chemoterapii. U jednoho viru (PVS)
nebyla u€innd ani termoterapie ani kryoterapie. U genotypil chmele se provadéla kryoterapie
dvou virli u 12 genotypli s 10-25% uspéSnosti. Kolekce ¢eského €esneku byla hodnocena na
ptitomnost ¢tyt virovych chorob (OYDV, GCLV, LYSV a SLV) metodou ELISA. Vysledky
ukazaly 65-83% promoteni kolekce v zavislosti na jednotlivych genotypech. Na zakladé
téchto vysledkd byly provedeny pokusy s ozdravenim materialti ceskych genotypt ¢esneku, a
to kombinaci metod izolace meristémi v podminkach in vitro a chemoterapie. Po kryoterapii
byla u jednotlivych genotypi Cesnekil zjisténa pomoci RFLP 60% uspésnost eliminace Ctyt
vira (OYDV, GCLV, LYSV a SLV) u 20 genotypu Cesnekil, coz je srovnatelné s ostatnimi
metodami eliminace vird (Zamecnik a Svobodova, nepublikovano).

Tab. 2 Porovnani uspésnosti odvirovani rostlin pomoci kryoterapie s ostatnimi metodami u
bramboru (spoluprace s P. Dédicem VUB HB)

Eliminace virtt bramboru

(%)

Metoda PLRV PVY PVS
Termoterapie 28 24 0
Chemoterapie 0 22 80
Kryoterapie 67 64 0

ZkuSenosti s provozem kryobanky

Byl vypracovan pracovni postup pro uchovani vzorkl genetickych zdroju rostlin
(GZR) v kryobance. Vychozi material pro uchovani GZR v kryobance jsou rostliny
napéstované v podminkach in vitro. Vypreparované vzrostné vrcholy s meristematickymi
buiikami jsou pouZzity jako zdroj rostlinné ¢€asti pro kryoprezervaci. Pro dlouhodobé
skladovani kryoprezervovanych rostlinnych vzorkl je pouzit systém skladovani v kapalném
dusiku, tedy v teploté -196 °C. Rostlinné vzorky jsou uchovany v kryozkumavkach, umisténé
V krabi¢kach a nasledn¢ v nosiCich krabicek. Metody kryoprezervace jsou postupné
optimalizovany pro jednotlivé druhy rostlin. Pro ur€eni poctu Zivych rostlin ulozenych
V kapalném dusiku se pouziva pravdépodobnostni model (Dussert et al., 2003).

Dokumentace vzorkit GZR uloZenych v kryobance

Informacni systtm EVIGEZ vypracovany pro genobanku je zékladem pro
dokumentaci GZR v kryobance. K databazi EVIGEZ je pridana databaze kryoprotokoli.
Kryoprotokol obsahuje tdaje o plvodu vzorku, o datu jeho pievzeti do kryobanky, o
predkultivaci (dobé, casu, teploté), o slozeni kultivaéniho média (hlavné o hormonalnim
sloZzeni média), o datu a podminkach kryoprezervace. Kryoprotokol déale obsahuje podminky
pro odtati, které byly pouZity pro stanoveni regenerace kontrolniho vzorku. Udaje o procentu
regenerace a teploté pro bezpec¢né skladovani jsou uchovavany v kryoprotokolu. Kryoprotokol
obsahuje 1 dilezitou poznamku experimentatora, ktery navrhne metodu odtati (teplotu,
rychlost, rehydrataci). Manipulace pti skladovani polozek a komunikace se skladovou
databazi v PC se realizuje pomoci termindlu carového kodu. Kazda kryozkumavka je
oznacena jedinecnym alfanumerickym koédem. Koéd obsahuje potadové cislo uchovaného
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vzorku, jeho pozici v Dewarové nddob¢ a datum zamrazeni. Ukladéani a vyskladinovani vzorka
z/do kryobanky je monitorovano (vzorek, ¢islo kontejneru, Cislo stojanu, ¢islo pozice ve
stojanu a Cislo pozice v kryoboxu). O ulozeni je veden duplicitni elektronicky a pisemny
zaznam.

Technicka opatieni k zajisténi bezpecnosti a monitoring uchovavanych GZR

Nebezpeci ptipadné technické havarie je nepfetrzit¢ monitorovano. Je métena teplota
ve dvou urovnich v kazdé Dewarové nadob¢, tim pokles hladiny, otevieni/zavieni kontejneru.
Bezpecnost prace v kryobance je hlidana kyslikovym ¢idlem spojenym s vystraznou sirénou.
Zabezpeceni kryobanky proti vniknuti nepovolané osoby je zajiSténo propojenim 3 okruhti
zabezpecCovaciho systému na pult centralni ochrany.

Revize kryobanky po deseti letech provozu

Inventarizace skladovanych vzorkl v kryobance probiha kazdym rokem tzv. virtualné
podle elektronické databaze. Jednou za 10 let je podle statutu kryobanky napldnovana fyzicka
inventarizace. Tato fyzicka inventarizace pfipadla na letoSni rok. Vzorky byly identifikovany
podle ¢arového kodu, v kapalném dusiku nebo V jeho parach. To znamena, ze byly fyzicky
zkontrolovany vSechny vzorky, které jsou ulozeny v kryobance. Jednalo se o 3 731
kryozkumavek deviti druhti plodin. Kazdy genotyp je uloZen priimérné v 10 kryozkumavkach.
Pti revizi byla stanovena lidska chyba na 4 % a technickéd chyba na 0,55 %. Diky zptisobu
znaceni, pozice skladovani a datu ulozeni bylo mozné Spatné oznaceni vzorkl zrekonstruovat
a opravit. Kontrolni polozky byly odtaty a polozky s nevyhovujici Grovni regenerace byly
navrzeny na regeneraci a opétovné zamrazeni.

Zavér a perspektivy do budoucna

Vyhodou kryoprezervace je predev§im relativné vysoka jistota bezpecnosti uchovani,
mala ndrocnost na prostor a drzbu béhem uchovavani a nizké udrzovaci naklady kolekce
(Keller et al., 2013), oproti uchovani rostlin v polnich podminkach.

Podle poctu uspésné kryoprezervovanych plodin (Sakai and Engelmann, 2007) je
mozné shrnout, Ze cryobanking u vegetativné mnoZenych rostlin dosahl v posledni dekadé
velkého rozvoje. Nartist poctu publikaci jejich citaci je exponencialni. Rozvoj kryoprezervace
je podminén rozsahlou fadou noveé ziskanych poznatki z molekularni biofyziky, teorie tvorby
biologickych skel (Zameénik a Sestak, 2011). Kryoprezervace se zefektivnila na zakladé
pouziti molekularné genetickych popisti pii vybéru core kolekci. Na jedné strané se pro
pochopeni a vyladéni kryoprotokolu pouzivaji pomérné drahé pfistroje, napiiklad diferencni
skenovaci kalorimetr pro termickou analyzu, na druhé strané samotny vitrifikacni
kryoprotokol nepotifebuje zvlastni zafizeni a muize byt provadén i v primitivné zafizené
laboratofi. Jiné kryoprotokoly tzv. dvoustupniové, pouzivané u dormatnich pupent dfevin,
pouzivaji mrazici zafizeni s presnou regulaci poklesu teploty az do -50 °C (vySe citovang¢).
V neposledni fadé k rozvoji kryoprezervace vegetativné mnozenych rostlin pfispivaji noveé
ziskané poznatky z fyziologie rostlin za nizké teploty (Bilavéik et al., 2012; Brunakova et al.,
2011), nebo ovlivitovani rostlin stresovymi hormony (Brunakova et al., 2011) Tyto ziskané
poznatky se ukazaly v mnohych ptipadech jako nezbytné pro dalsi rozvoj kryoprezervace.

Zavérem lze konstatovat, ze dal$i rozvoj bude silné¢ zavisly na ziskani novych
poznatki nejen Vv kryobiologii rostlin, ale také v navazujicich védnich oborech. Na
zaklade technického pokroku lze ocfekévat nahrazeni zastaralého znaceni kryozkumavek
carovym kodem Cipy ve spojeni s elektronickymi snimaci zaznamenavajicimi kazdy pohyb
vzorku. Rozviji se spoluprace na mezinarodni Urovni v rdmci pracovni skupiny pro
konzervaci GZ révy vinné COST. V ramci mezindrodni spoluprace je udrzovan provoz
tripartitni (Cesko-polsko-némecké) kryobanky Allium.
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