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1 UvVoD

1.1 CIL METODIKY

Cilem metodiky je vytvofeni obecného postupu mikropropagace in vitro pro
hrach, rod Pisum. Vychozi publikovany postup mikropropagace u hrachu setého
byl testovan na planych druzich (formach). Testovala se fada genotypti, u nichz se
posuzovala kli¢ivost semen ve sterilnich podminkach, schopnost responsivity in
vitro na indukéni médium pro odvozeni kultury mnohonésobnych pryti (MSC),
schopnost indukce tvorby kotenti in vitro, aklimatizace zakofenénych rostlin, jejich
prevod do nesterilnich podminek a produkce osiva ze ziskané populace rostlin od-
vozené z MSC kultur. Ziskany postup je zaméfen na moznost rozsifeni variability
u kulturniho hrachu, v¢etné zavedeni planych druhd hrachu do in vitro kultur pro
dalsi testovani (in vitro selekce, polyploidizace a protoplastové kultury).

1.2 DEDIKACE

Certifikovana metodika vznikla za finan¢ni podpory projekti Technologické
agentury CR & TH03030050 — Tvorba novych genotypti hrachu s vyuzitim planych
druhi/forem a biotechnologickych metod.

1.3 NOVOST POSTUPU

U hrachu setého jsou popsany rizné biotechnologické postupy pro fadu geno-
typt (odrud, viz tabulka 3), ale ve vétsing piipadech se jedna o zastaralé nebo mo-
delové, v soucasnosti jiz komeréné nevyuzivané odridy. Pfi hledani novych
genovych zdroju je ¢asto pohlizeno na plané formy plodin jako na nositele zadou-
cich slechtitelskych vlastnosti, zejména z pohledu odolnosti k biotickym a abiotic-
kym stresim. Pro nové biotechnologické postupy ve Slechténi vsak neni znama
responsivita in vitro. Stavajici protokol, publikovany pro hrach sety (Pisum sativum
L., odrtida Bohatyr, Griga, 1984), byl nové aplikovan pro rozsifeni moznosti mi-
kropropagace (vytvoreni dostateéného mnozstvi in vitro materialu) na genotypy
rodu Pisum, zahrnujici pfedevsim plané druhy (formy) hrachu.

1.4 EKONOMICKE ASPEKTY

Jednim z ekonomickych pfinost je moznost zrychleného vyvoje novych odrad
hrachu setého, predevsim jejich urychleného testovani na riizné druhy faktort (fy-
zikalni, chemické), které simuluji stresové podminky. Takové testovani s vyuZzitim
biotechnologického postupu tvorby in vitro kultur mnohocetnych pryti neni dosud
z ekonomického hlediska hodnoceno. Nicméné tento postup rozsifeny na plané
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formy hrachu vytvari potencial pro rychly screening a selekce potencialné zajima-
vych somaklont. Novy material mize slouzit v budoucnu jako vyznamny $lechti-
telsky zdroj pro tvorbu novych odrtid, nebo komponentt Slechtitelskych zameért.
Z tohoto pohledu je ekonomické zhodnoceni vyhledové provazané s konecnymi
vystupy ve formé odrud.

2 PRACE IN VITRO, PRIPRAVA MATERIALU

2.1 OBECNE ZASADY PRACE S IN VITRO KULTURAMI

Rostlinny material je zdrojem nejriiznéjsich patogend, in vitro kultury vyzaduji
sterilni material, tzn. material bez pfitomnosti bakterialni nebo houbové ¢i dokonce
virové kontaminace. Pro ziskani takového sterilniho rostlinného materialu je nutné
dodrzovat zasady prace ve sterilnich podminkach, zejména pii manipulaci s rost-
linnym materialem. Prace probiha ve sterilnim kabinetu (laminarni box), kde je za-
rucen sterilni provoz. V laminarnich boxech se pouzivaji sterilni nastroje (pinzety,
skalpely, ntizky nebo jehly), sterilni sklo a rovnéz tepelny zdroj (lihové nebo ply-
nové kahany) pro sterilizaci nastrojii, poptipadé hrdel kultiva¢nich ban¢k. Sklo
a nastroje jsou sterilizovany v horkovzdusné susarné (105 °C, 1 h); sklo, plast, me-
dia, perlit a substrat ¢i dalsi pomiicky jsou sterilizovany autoklavovanim (15 min.,
121 °C, 120 kPa). Pro n¢které termolabilni slozky medii (ristové regulatory, anti-
biotika) se sterilizace provadi piimo ve flowboxu filtraci sterilni injek¢ni stiikackou
ptes jednorazové mikrofiltry (0,22 um, Millipore, Carrigtwohill County Cork,
Irsko). Pro povrchovou sterilizaci rostlinného materialu se pouzivaji detergenty
v kombinaci se smacedly a sterilni destilovana voda k oplachu zbytkovych kapek
detergentu. Rovnéz pfi manipulaci s velmi malymi objekty (prasniky, meristémy)
je nutné pracovat ve flowboxu s binokularnim mikroskopem, ktery je fadné otfen
lihem nebo jinym sterilizacnim prostiedkem. K ptiprave kultivacniho média se po-
uzivaji chemikalie v ¢istoté p.a. (produkty firem Duchefa, Sigma-Aldrich atd.). Pfi
ptipravé kultivaéniho média se pouziva destilovana nebo deionizovana voda. Agar
nebo jina gelujici slozka se v destilované vod¢ rozvafti v mikrovinné troubg. Piipra-
vena média lze kratkodobé¢ uskladnit v chladnicce pfi teploté 4 °C do doby jejich
pouziti.



2.2 MATERIAL A POMUCKY
- 0sivo
- Erlenmayerovy banky (100ml, 250ml)
- pinzety, skalpely
- Petriho misky (podlozni k manipulaci s kli¢nimi rostlinami a explantaty)
- sklenéné nebo plastové nadoby na pripravu médii (zasobni roztoky)
- pH metr
- horkovzdus$na susarna a autoklav pro sterilizaci pomucek a médii, substrata
- binokularni lupa
- plastové jednorazové kontejnery (10 x 10 x 9 cm)
- perlit
- komer¢ni substrat na dopéstovani rostlin (pH 6-7)

2.3 VYBER GENOTYPU

Pro zavedeni in vitro kultur se vychazi z dostupnych materiald, napiiklad z ge-
novych zdroju (Agritec — genova banka luskovin, www.agritec.cz).

Piiklady planych forem druhi hrachu, které se vztahuji k metodice: P. pseudo-
roseum, P. elatius, P. episcopi, P. superfluens, P. dinocarpum, P. glaucospermum,
P. koernickei, P. thebaicum, P. balticum, P. nigroumbilicatum, P. mesomelan, P.
abyssinicum, P. fulvum, P. capucinorum, P. jomandii. Komer¢ni odridy: P. sati-
vum Terno, Menhir, peluska P. sativum var. arvense odruda Arvika.

Schema 1: Geneticka diver-
zita druhl a poddruht rodu
Pisum (pfevzato Smykal a
kol. 2011).

P sativum

\ Plané i kulturni
typy P. sativum

P. fulvum

P. abyssinicum P, elatius (R s. subsp. elatius)


http://www.agritec.cz/

Vyznamné determinaéni znaky jsou antokyanova skvrna na bazi palisti, barva
kvétu (odlisné zabarveni pavézy a kiidel, obrazek 1), listovy typ, tvar a charakter
listh (celokrajny az pilovity, hrotity az tupy), tvar a barva semen. Tmavé zabarveni
kvéta souvisi s vyskytem antokyanové skvrny a tmavym zabarvenim semen, tj. vy-
znamné znaky pro kiiZeni a stanoveni vzajemné kfizitelnosti druhd.

Obrazek 1: Barva kvétu — charakteristicky znak. Bily kvét — vétSina komerénich odrud,
peluska P. sativum var. arvense je vyjimkou (Arvika). Ptiklady planych druhti hrachu pro
bily kvét — P. balticum, razovy kvét — P. pseudoroseum, svétle fialovy — P. abyssinicum,
fialovy — P. jomandii.

2.4 KLICENI SEMEN IN VITRO

Sterilni vysev semen zahrnuje vyber vyzralych semen, sterilizaci a vysev semen
dle internich metodik. Ptipravi se 250ml Erlenmayerovy nadoby na sterilni vysev,
vlozi se na dno bunicita vata (¢tverce 6 x 6 cm, vrstva 0,5 cm) a kulaty vysek fil-
traéniho papiru (pramér 70 mm), zaleje se destilovanou vodou, tak aby se voda
zcela vsakla do vaty. Ptipravi se sterilni destilovana voda (objem '2-1 litr). Ke ste-
rilizaci vody a pfipravenych Erlenmayerovych nadob s vatou se pouzije autoklav.
Piebrana semena se daji do kadinky, oplachnou se 96% etanolem, scedi se pies
sitko, 20 minut se sterilizuji 10% chloraminem na tiepaéce (50—100 otacek za mi-
nutu dle mnozstvi osiva), osivo Se V laminarnim boxu oplachne tfikrat sterilni des-
tilovanou vodou pfes sitko. Vysterilizované osivo se umisti pinzetou po 5 az
10 semenech do pripravenych Erlenmayerovych nadob s bunicitou vatou, uzavie
se sterilni hlinikovou folii, oznaci se a umisti do tmy. Teplota kliceni mtize probihat
pii pokojové teploté (22 + 2 °C, obvykle po dobu 4—7 dnti, doba kliceni je zavisla
na genotypu).

Semena vétSiny planych druhi hrachu jsou kli¢iva in vitro a lze je pouzit pro
odvozeni in vitro kultur. Pfedpokladana variabilita in vitro, vcetné€ reakce na in vitro
podminky je genotypove zavisla. Tyka se to i kli¢eni semen ve sterilnich podmin-
kach.



2.5 IZOLACE EXPLANTATU

Metodicky se vyuziva standardnich postupti mikropropagace (interni metodiky
dostupné na pracovisti Agritec), zalozené na izolaci explantati s preexistujicimi
meristémy, tj. V — vzrostny vrchol s apikalnim meristémem a N — nodalni segment
se dvéma axilarnimi meristémy (obrazek 2). Z 5 semen muzeme ziskat celkem
10 explantati (5 V a 5 N). Postup spociva v odfezani etiolizovaného vzrostného
vrcholu a segmentu nodu (explantace) a tyto explantity se odfezanou plochou
umisti na indukéni médium. Pfedpoklada se indukce mnohocetnych pupenti z me-
ristematickych zakladi, z nodalnich segmentt se vytvati vice pupent a prytd, tj.

vyznamnéjsi zdroj multiplikace.

Obrazek 2: Postup izolace primarnich
explantatl — vzrostny vrchol (V) a no-
dalni segment (N) ze steriln¢ naklice-
nych semen (prace v laminarnim boxu
na izola¢nich miskach se sterilnimi na-
stroji — sklapel a pinzeta).

3 ZALOZENI KULTUR MNOHOCETNYCH PRYTU (MSC)

3.1 SLOZENI KULTIVACNIHO MEDIA PRO INDUKCI MSC

Sledovanim responsivity dvou typt primarnich explantatt (V a N) na B6 médiu
(Griga, 1984) se posuzuje schopnost planych druhti hrachu vytvofit kultury mno-
hocetnych prytt (multi-shoots culture, MSC), které jsou standardnim vychozim ty-
pem kultur pro riizné dal$i biotechnologické postupy. Slozeni B6 média, tj. MSB
médium (makroprvky Murashige a Skoog, 1962, vitaminy Gamborg a kol., 1968)
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s 20 uM BAP a 0,1uM NAA, 30 g/l sachar6zy je uvedeno v tabulce 1. U nékterych
planych forem dochazi na B6 médiu pouze k tvorbé kalusu (P. episcopi). Opako-
vana kultivace ziskanych kultur na B6 médiu se vyuziva pro dlouhodobé udrzovani
MSC kultur (Pla¢kova a kol., 2015).

3.2 HODNOCENI MORFOLOGIE SEMEN A LISTU

U planych forem se rozliuje morfologie in vitro, zejména listi a semen (ziska-
nych po pfesevu), kterd odpovida morfotyptim genotypt péstovanych v nadobéch
nebo v polnich podminkach (polni deskriptory). Na obrazku 3 jsou uvedeny pfi-
klady zdrojovych materialti ve formé semen ziskanych z presevt, kdy dochazi k ba-
revné zmeéné v zavislosti na dob¢ skladovani. Tvar a barva semen jsou rovnéz
zahrnuty do identifikace planych druhti hrachu jako vyznamné kvalitativni znaky.
Morfologicka identifikace planych druhii hrachu, které¢ se li§i od soucasnych ko-
mercnich odrid, je souéasti metodiky jako vyznamny faktor pro identifikaci po-
lozZky a jako vyznamna pomticka pii kiizeni materialt. Pfesev in vitro slouzi
k namnozeni materialu a zejména k tvorbé somaklonii. Morfologické odlisnosti,
které jsou pozorovany v in vitro kulturach, jsou zdrojem zajimavych Slechtitel-
skych materiali.

Popis morfologie nadzemnich ¢asti patfi mezi vyznamné identifikacni znaky
(http://genbank.vurv.cz/genetic/nar_prog_rostlin/klasifikatory/Pisum.pdf). Sledo-
vani morfotypti je jedna z moznosti sledovani. Vytvoii se jednotlivé kategorie,
Casto vypovidajici o ptibuzenské vzdalenosti planych druhti (forem) a souc¢asnych
komerénich odrid. Na obrazku 4 jsou uvedeny piiklady morfologicky nejvzdale-
néjsich kategorii prytt, sledovanych pii kultivaci in vitro.

Geneticka vzdalenost rodu Pisum véetné planych druhti (poddruht, forem) hra-
chu rozvrzena do 4 skupin (Smykal 2011) se odrazi rovnéz ve fenotypovém odli-
Sovani listi. Tvar a pilovistost listd in vitro umoziuje sledovani vytvareni
ptipadnych morfologickych zmén (somaklont) béhem in vitro mikropropagace.
Metodika popisuje stanovené listové morfotypy — morfologicky odlisné kategorie
(obrazek 5), které slouzi ke sledovani morfologickych zmén vlivem in vitro kulti-
vace.



Tabulka 1: Slozeni kultivaéniho média pro tvorbu mnohocetnych pryta, zdkladni makro-
prvky a mikroprvky (Murashige a Skoog, 1962) a B5 vitaminy (Gamborg a kol., 1968).

makroprvky médium zasobni roztok |p¥iprava
(mg/1000 ml)  {(1000 ml) odpipetovany objem
CaClz 332,02 6,64 g komponenty postupné navazovat do ka-
KNO3 1900,00 38,009 dinky, rozpoustét v destilované vodé do ko-
MgSO4 180,54 3,619 ne¢ného objemu 1000ml; aplikace 50,0 ml
KH2PO4 170,00 3409 zas. roztoku na 1000 ml média
NH4NOs 1650,00 33,009
mikroprvky médium zasobni roztok |pfiprava
(mg/1000 ml)  [(1000 ml) odpipetovany objem
roztok A
CoCl2.6H20 0,025 2,50 mg navazit, postupné piidavat do 100ml desti-
CuS04.5H:0 0,025 2,50 mg lované vody; aplikace 0,5 ml zas. roztoku
Na2M004.2H20 0,25 25,00 mg na 1000 ml média
Kl 0,83 83,00 mg
roztok B
HsBOs 6,20 62,00 mg navazit, postupné piidavat do 100ml desti-
MnSQO4.H20 16,90 169,00 mg lované vody, aplikace 5,0 ml zas. roztoku
ZnS04.7H20 8,60 86,00 mg na 1000 ml média
roztok Zeleza
Na:EDTA 37,25 7459 navazit, rozpustit zvlast, smichat, zahtat az
FeS04.7H20 roztok zezloutne; aplikace 2,5ml zés. roz-
2785 5579 toku na 1000 ml média
vitaminy médium zasobni roztok |p¥iprava
(mg/1000 ml)  {(100 ml) odpipetovany objem
nikotinova kys. 1,00 10,00 mg navazit, postupné pridavat
pyridoxin HCI 1,00 10,00 mg do 100ml destilované vody; aplikace
thiamin HCI 10,00 100,00 mg 10,0 ml zas. roztoku na 1000 ml média
ostatni slozky
myo-inozitol 100,00 mg navazit, rozpustit zvlast' v Sml destilované vody; ptidat
' K ostatnim slozkdm media do kadinky
sacharéza pfima navazka do kadinky, pfidani objemu roztokti makro,
30,009 Zeleza a vitaminQ; do kadinky magnetické michadélko a mi-
chat na magnetické michacce do iplného rozpusténi
pH 55 méfeni a uprava pH (za stadlého michani)
agar (Difco Ba- 55 ptima navazka, rozpustit ve vét§im objemu destilované vody
cto) =9 a rozvarit
rastové regula- |médium zasobni roztok |piiprava
tory (mg/1000 ml)  [(10 ml) odpipetovany objem
BAP navazit, rozpustit v kapce 1 N NaOH, dopl-
4,50 22,53 mg nit na 50 ml destilované vody; aplikace
2 ml zas. roztoku na 1000 ml média
NAA navazit, rozpustit v kapce 96 % etanolu a
0,02 18,62 mg teplé vod¢, doplnit na 50ml destilované

vody; aplikace 0,1 ml zas. roztoku na
1000 ml média

Vysvétlivky: BAP 6-benzylaminopurin; NAA 1-naftalenoctova kyselina.




P. pseudoroseum P, elatius P. sativum Menhir

A

Obrazek 3: Zakladani MSC u planych druhti hrachu — P. pseudoroseum, P. elatius a P.
sativum odriida Menbhir (afila typ). Pavodni osivo (A), pieseté osivo ze skleniku (B), od-
vozena MSC kultura in vitro (C).

N\
Obrazek 4: Zalozena MSC kultura u planych druhi hrachu — P. pseudoroseum a P. ela-
tius.




3.3 MODIFIKACE MEDIA PRO DOSAZENI MORFOLOGICKYCH ZMEN
V MSC

Vsechny vytvofené MSC kultury se udrzuji na B6 médiu pravidelnou pasazi
(1x za 3 az 4 tydny). Modifikaci sloZeni tohoto kultiva¢niho média (zejména ris-
tovych regulatori) Ize ovlivnit morfologii MSC kultur, zejména délku prytt a veli-
kost listové plochy. Zakladni MSB médium je vhodné pro rist explantati rodu
Pisum a muze slouzit i jako zakladni médium pro vytvofeni kultivaéniho protokolu
pro donorovy material napiiklad pro protoplastové kultury nebo polyploidizaci in
vitro. Pokud se snizi nebo vynechaji pfidavky riastovych regulatord do média, dojde
k lepsimu zakofeniovani a aklimatizaci rostlin. Naopak B6 médium se da vyuzit pro
testovani odolnosti planych druhd hrachu naptiklad k té¢zkym koviim (Cd, Zn, Cu
atd.) a k ziskani tolerantnich somaklonti (in vitro selekce), nebo k rychlému ovéteni
vlastnosti u testovanych somaklonti. Sledovat tak Ize morfologické abnormality
a porovnat s ptivodnimi meriklony nebo kontrolnim genotypem, napiiklad odriida
Terno hrachu setého (Pisum sativum L.) (obrazek 6).

3.4 INDUKCE KORENU

Ziskané MSC kultury jsou vychozim zdrojem materidlu pro testovani schop-
nosti in vitro zakofenovani u planych druhti. Snizovani nebo absence rastovych
regulatord v médiu vede k lepSimu zakotefiovani a aklimatizaci rostlin. Indukce ko-
fenti probiha na zakofenovacim médiu, sloZeni je uvedeno v tabulce 2. Z vychoziho
souboru se sleduje pocet zakofenénych rostlin po prvni pasazi, nezakofenéné pryty
se opét pasazuji na zakofenovaci médium. Pii hodnoceni celého souboru genotypt
béhem tii pasazi (interval 4 tydny = 1 pasaz) na zakofenovacim médiu se sleduje
indukce kofenil prytl z odfezanych MSC.
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Obrazek 5: Piiklad vyuziti obrazové analyzy — obrysy nebo prahovani na snimcich
listt. Kategorizace morfologickych fenotypt u planych druhd hrachu. Fenotypizace
listd, in vitro listové morfotypy — morfologické kategorie na zakladé planych druhi.
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P satzvum L odruda Terno (aﬁla typ, listy pfeménény na uponky)

Obrazek 6: P. sativum odrida Terno, odriida Arvika (peluska), P. nigroumbilicatum.
Morfologické zmény v zavislosti na pouzitém kultivaénim médiu. Zdrojova MSC se pou-
zije k odfezani pupeni nebo 1-2 nodalnich pryti, vzhled kultury po 3—6 tydnech rastu na
MSBO0 médiu bez ristovych regulatort, rozvoj listi a sledovani typickych fialovych skvrn
Vv 0Zlabi listt (P. nigroumbilicatum).
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3.5 SLOZENI KULTIVACNIHO MEDIA PRO ZAKORENOVANI

Tabulka 2: SloZeni kultivaéniho média pro zakofefiovani, zakladni makroprvky a mikro-
prvky (Murashige a Skoog, 1962) a B5 vitaminy (Gamborg a kol., 1968).

ostatni slozky na 1000 ml média

navazit a rozpustit zv1ast’ asi v 5ml destilované vody; pfidat
K ostatnim slozkdm media do kadinky

pfima navazka do kadinky, ptidani objemi roztokti makro,
sachardza 409 |Zzeleza a vitamint; do kadinky magnetické michadélko a mi-
chat na magnetické michacce do upIného rozpusténi

myo-inozitol 100 mg

rustové regulatory

navazit a rozpustit zv1ast’ asi v 5ml destilované vody; pfidat

NAA(N) 1uM=0,2 mg K ostatnim slozkdm media do kadinky

pH 5,8-6,0 |méfeni a Gprava pH (za stalého michani)

agar (Difco Bacto) 55 pfima nqvéika, rozpustit ve vét§im objemu destilované vody
' a rozvarit

Vysvétlivky: NAA 1-naftalenoctova kyselina.

Tii pasaze na zakofenovacim médiu se pouziji k postupnému navySovani poctu
rostlin s indukovanymi koteny (obrazek 7). Po prvni pasazi dochazi k indukci ko-
fend jen u Casti rostlin, napt. u komeréni odridy Terno polniho hrachu (P. sativum
L.) 30%, u komeréni odridy Arvika pelusky (P. sativum) 71%, u planého druhu
hrachu P. nigroumbilicatum 29%. Pribéh zakofefiovani je dan typem explantatu
a testovanym genotypem. Tato skute¢nost ma vyznam predevsim pti mikropropa-
gaci genotypu. Na zakladé vysledki Ize vybrat plané druhy hrachu, které jsou kom-
patibilni se standardnimi postupy mikropropagace a tyto materialy se pouziji pro
dalsi metody k rozsifeni variability. Zakofenéné pryty se prevedou do perlitu, dale
do komer¢niho substratu a po aklimatizaci jsou dopéstovany do semenného stavu.

Obrazek 7: Spontanni indukce kofend na B6 médiu, na zakofenovacim médiu a rozvoj
kotfenové soustavy v perlitu.
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4 DOPESTOVANI ROSTLIN

4.1 AKLIMATIZACE EX VITRO

Aklimatizace rostlin pochazejicich z in vitro podminek je provazena fadou ana-
tomickych a fyziologickych zmén. Hlavni z nich je stavba pokozkovych pletiv
Vv zavislosti na zméné okolni vzdusné vlhkosti. Tyto zmény rozhoduji o stavu pie-
ziti regenerovanych a zakotenénych rostlin v aklimatiza¢ni fazi. Rozhoduje silna
a vyrovnana stavba rostlin, dobfe vyvinuta kofenova soustava a nadzemni Cast.
U planych druhil hrachu dochazi ke ztratdm jedinci jiz v perlitu, tzn. pti pfechodu
ze zakofenovaciho média do podminek, kde je snizena vlhkost a kde neni zdrojem
uhliku cukerna slozka média. Zalivku perlitu predstavuje MS médium (Murashige
a Skoog, 1962) v polovi¢ni koncentraci.

Graf 1: Hodnoceni frekvence zakotenéni do 50 % a nad 50 % rostlin u planych druht hra-
chu v perlitu a v substratu (hodnoceno jako % rostlin zakofenénych).

12
10
8
6
4
2
0
do 50 % nad 50 %
B pertit B gubsirst

Dopéstovani rostlin regenerovanych z in vitro podminek (obrazek 8) se provadi
vV komerénim péstebnim substratu (doporucené sloZeni je raselina, kiirovy humus,
jil a pisek, pH 6-7, bohaty na NPK Ziviny, odleh¢eno perlitem) v mistnosti s defi-
novanymi podminkami rustu jako je teplota 20 + 2 °C a svételny rezim 16h den
s intenzitou 56 umol.m 2s™L, Popinavy vzrist rostlin odpovida planym formam ge-
notypt a dosahuje vysky v rozmezi 60-100 cm, maly vzrist rostlin se vyskytuje
u P. koernickei (obrazek 8A,B vpravo).
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Obrazek 8: Aklimatizace rostlin (A), kvetouci aklimatizované rostliny (B) a tvorba luskt
a semen (C).

Tvar a charakter luskd je rozdilny v zavislosti na genotypu (obrazek 8C). U pla-
nych druhti hrachu P. sativum ssp. elatius, P. dinocarpum na luscich vznikaji neo-
plazmata, morfologické vyristky. Usp&$nost dopéstovani prevedenych rostlin
Vv fizenych podminkach rtistu se vyhodnocuje poc¢tem ziskanych semen na lusk
a rostlinu.

4.2 TVORBA OSIVA

V péstebnych komorach se dopé&stuji rostliny do semen. Tim se sleduje potom-
stvo odvozené ze MSC somaklont primarnich explantati (V, N) jako pocet semen
ziskanych z opakovaného zakotfenovani. Nasazenost luski na jednotlivych rostli-
nach se 1isi mezi genotypy. U nékterych genotypu (pt. P. dinocarpum) ziskané
0sivo nemusi odpovidat kvalitni produkei, ¢ast se musi vyfadit. Naopak u vysokych
a popinavych typt planych druha (P. nigroumbilicatum) se ziska vysoka frekvence
nasazenosti luskd a produkce semen. Ziskané 0sivo se vyuzije pro dalsi biotesty
napf. na stanoveni odolnosti k fuzariézam. Vyznamnéj$i zdroj pro produkci semen
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je nodalni segment (N). Na vysledky ma vliv pocet pfevedenych rostlin a pocet
semen na lusk. V porovnani s komerénimi odrtidami se u planych druhd hrachu
jedna o vice vykonnéjsi genotypy z pohledu in vitro reprodukce s vyjimkou vykon-
ného genotypu P. sativum var. arvense Arvika.

Vyuzitelné systémy MSC, vCetné zakofenéni a aklimatizace, jsou popsany pro
P. pseudoroseum, P. sativum ssp. elatius, P. dinocarpum, P. koernickei, P. the-
baicum, P. nigroumbilicatum, P. mesomelan, P. glaucospermum, P. balticum a P.
fulvum. U planého hrachu P. episcopi dochazi k tvorbé kalusu, a nedochazi k zako-
fefiovani. U planého druhu P. abyssinicum je problematické zakofeniovani. Plané
druhy hrachu P. superfluens, P. capucinorum a P. jomandii nebylo mozné zahrnout
do tspésné in vitro metodiky z dtivodu nekli¢ivého osiva.

Graf 2: Produkce semen z in vitro ptevedenych a dopéstovanych rostlin. Vychozi soubor
20 zakotenénych pryti od kazdého genotypu.
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5 SCHEMA MIKROPROPAGACE HRACHU, ROD PISUM

51 HARMONOGRAM TVORBY MSC, IN VIVO REPRODUKCE MATERIALU

sterilni kliGenec
bunicita vata

7-10 dn @

vychozi explantat: vzrostny vrchol, Griga (1986): MSB 4,5 mg/l BAP +
nodalni segment 0,02 mg/l NAA

2 % 3 tydny @

indukce multiplikace prytt

v

Griga (1986): MSB 0,45 mg/l BAP +
0,02 mg/l NAA

vychozi explantat: nod

2 x 4 tydny @

produkce prytt pro zakotfenovani

Y

vychozi explantat: PRYT MSB 0,2 mg/l NAA

3 x 4 tydny

postupné zakofenovani jednotlivych pryta

v

14-21 dnt AKLIMATIZACE zakotenénych pryti v péstebnim substratu

v

2-3 mesice dopéstovani a produkce osiva v péstebni komote

Celkem 8-9 mésicu
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5.2 MIKROPROPAGACNI SYSTEMY
Ptehled prikladii indukénich systémi v embryogenni nebo piimé organogenni
mikropropagaci pro rod Pisum, publikovanych ve védeckych ¢lancich (tabulka 3).

Tabulka 3: Mikropropaga¢ni systémy pro hrach — pichled publikovanych protokola
(*zdroj Gatti a kol., 2016).

typ explantatu genotyp/odriida indukéni zakofenovani | zdroj
médium
somaticka embryogeneze — Pisum sativum L.
nezrala zygotickd | screening 46 genotypt, | 2,4-D NAA nebo IBA | Stejskal a Griga,
embrya HM-6 linie 1992
pfima organogeneze — Pisum sativum L.
vzrostny vrchol, | Bohatyr BAP+ NAA |NAA Griga a kol. 1986;
uzlabni pupeny
délozni nod; dé- | Slechtitelské linie a ge- | BAP; NAA; IAA Jackson a Hobbs
lohy notyp Afghénistan; ge- | BAP+NAA 1990; *Rajput a
notypy HUDP-15 and Singh 2010
IPF -99-25
hypokotyl Terese, Frisson, Solara | BAP, NAA, |NAA, IBA, Ochatt 2000
PIC; IAA
zygoticka embrya | Santa Isabel BAP *Sanchez a
Mosquera 2006
zrala semena Espace TDZ, BAP IBA+NAA *Zhihui 2009
Piima organogeneze — plané druhy hrachu, rod Pisum
délozny nod, P. fulvum WL2140 BAP neni uvedeno Knitl M, 2015
vzrostny vrchol
délozny nod, P. elatius JI 1794 BAP neni uvedeno Knitl M, 2015
vzrostny vrchol

6 ZAVER

6.1 POPIS UPLATNENI METODIKY

Tato metodika byla vytvofena za i¢elem vyuziti standardniho biotechnologic-
kého postupu mikropropagace vytvoreného pro modelové odridy hrachu setého
pro potencialni donory gent rezistence, tj. plané druhy hrachu. Metodika slouzi
jako zékladni postup pro piipravu dalsich biotechnologickych metodik, vcetné pro-
toplastovych kultur a polyploidizace. Piedstavuje tak zakladni postup pro regene-
raci novych jedincii, umoziuje namnozeni jedine¢ného materialu, véetné hybrida.
Pro tyto postupy bude metodika dale vyuzita. Metodika stanovila specifické poza-
davky sloZeni médii na usp&$nou regeneraci, véetné dop&stovani rostlin u planych
druhti hrachu.
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