Védecké prace Vyzkumny tstav bramborafsky Havlicktav Brod
2025, 31: 7-22

PRACE S KOLEKCEMI GENETICKYCH ZDROJU
BRAMBORU

WORKING WITH POTATO GENETIC RESOURCE
COLLECTIONS

Jiti PTACEK. Renata SVECOVA, Vendulka HORACKOVA, Jitka POSPICHALOVA,
Jaroslava DOMKAROVA

Vyzkumny vistav brambordfsky Havlickitv Brod, s.r.o.

PTACEK, J. - SVECOVA, R. - HORACKOVA, V. - POSPICHALOVA, J. - DOMKAROVA, J.
PRACE S KOLEKCEMI GENETICKYCH ZDROJU BRAMBORU

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2025, 31: 7-22
V kolekci jsou shromazdény genetické zdroje bramboru (Solanum L.), které zahrnuji:
- odrady kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.
- tetraploidni hybridy kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.
- kulturni druhy rodu Solanum L.
- plané druhy rodu Solanum L.

dihaploidy kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L. a diploidy
- tetraploidizované plané a kulturni druhy rodu Solanum L.
- mezidruhové hybridy rodu Solanum L.

Kolekce je uchovavana v in vitro podminkach.
Podrobné informace o soucasné strukture kolekce jsou dostupné na:
https://grinczech.carc.cz/gringlobal/search.aspx

genova banka




UVOD

V soucasné dobé je kolekce tvorena nasledujicimi skupinami genetickych zdrojit bramboru:

e Odridy kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.
Kolekce odrtd, vyslechténych ve 35 statech svéta (pocet vzorkll v roce 2024 - 1416).
Soucasti je sbirka originalnich odrtid domaciho slechténi, k roku 2024 ji tvori 181 od-
rad, coz je 91,8 % dosud u nas vyslechténych a registrovanych odrtid. Z 34 zaregistro-
vanych odrid v rozmezi let 1927 az 1950 je v genové bance 20 odrud, navazujici $lech-
téni od roku 1951 az do soucasné doby je kompletni. Cela kolekce odriid domaciho
$lechténi prosla rozsahlym ozdravovanim od virové infekce a je plné viruprosta.

e Tetraploidni hybridy kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.
Soubor genotypu jak zahrani¢niho ptivodu (CIP, Peru), tak genotypti ziskanych ze-
jména pti vyzkumném feSeni problematiky rezistentniho $lechténi ve VUB a rovnéz
materialy z praktického novoslechténi. V této skupiné je v roce 2024 celkem 552 po-
lozek.

e Kulturni druhy rodu Solanum L.
Soubor populaci hlizotvornych, primitivnich kulturnich druht bramboru s réiznou
urovni ploidie. Udrzované kulturni druhy byly ziskdny ze zahrani¢nich genovych
bank ve formé in vitro rostlin nebo jako semenné populace. V roce 2024 je udrzovano
6 kulturnich druht ve 198 polozkach.

e Plané druhy rodu Solanum L.
Soubor populaci planych druhii bramboru. Materialy byly ziskany ze svétovych kolek-
ci genetickych zdrojii bramboru ve formé semennych vzorkd. Plané druhy jako zdroj
$iroké genetické diverzity jsou poskytovany jako experimentalni materialy pro feseni
vyzkumnych projekti na fadé pracovist. V roce 2024 je udrzovano 23 planych druhi
ve 156 polozkach.

e Dihaploidy kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L. a diploidy
Sbirka indukovanych primarnich a sekundarnich dihaploidii, diploidi a mezidruho-
vych hybrida a regenerantii z pylovych embryi. Tyto materialy byly z velké casti vy-
produkovany v geneticko-slechtitelském vyzkumu VUB, nebo byly ziskany vyménou
s vyzkumnymi pracovisti v Némecku a Polsku. Skupina je v roce 2024 tvofena 270
polozkami.

e Tetraploidizované plané a kulturni druhy rodu Solanum L.
Soubor je tvofen 21 materiély z produkce VUB, tetraploidni stav po mitotické poly-
ploidizaci (2n = 4x = 48) potvrzen za pouziti priitokové cytometrie.

e Mezidruhové hybridy
Shromazdény material tvofi zejména hybridy s geny horizontalni rezistence proti plis-
ni bramboru ziskaného z CIP Peru ve formé semennych populaci. V roce 2024 je ulo-
zeno 128 polozek.

CILE A PRIORITY SPECIFICKE PRO KOLEKCI

Prace s kolekci genetickych zdrojit bramboru probiha v nékolika na sebe navazujicich kro-
cich (cyklech). Jejich cilem je:
e shromazdovani a systematické rozsifovani kolekce GZR bramboru se zaméfenim
na rezistence k patogenim a stresim, na kvalitu a hospodarsky vyznamné znaky
a vlastnosti bramboru
e dlouhodobé a spolehlivé uchovavani shromazdéného genofondu bramboru a jeho re-
generace, se zfetelem na vegetativni mnozeni plodiny
e systematické studium, hodnoceni a charakterizace polozek zarazenych do kolekce
bramboru
e dokumentace GZR bramboru
e mezinarodni spoluprace v oblasti GZR bramboru
e poskytovani GZR a informaci o udrzovaném genofondu domacim i zahrani¢nim uzi-
vatelim.

ROZSIROVANI KOLEKCI O ZDROJE NOVE GENETICKE DIVERZITY

Kolekce bramboru je rozsifovana o polozky GZR domaciho i zahrani¢niho ptvodu ziska-
né na zakladé pfimého kontaktovani slechtiteld. Jedna se zejména o nové odriidy brambo-
ru, pripadné slechtitelské materialy. Odrudy ¢eského $lechténi jsou zarazovany do kolekci
v roce jejich registrace, se souhlasem majitele odridy pfimo do fadné kolekce, protoze
pracovisté nevede pracovni kolekci. K rozsifeni diverzity o specifické materialy, zejména
plané a primitivni druhy bramboru, materidly se zvy$enym obsahem anthokyanu, odol-
nosti plisni bramboru, hadatku bramborovému apod. jsou vyuzivany nabidkové katalogy
zahrani¢nich GB a bramborarskych instituci ve svété. Z téchto zdroju jsou rovnéz ziskava-
ny zpét starsi odriidy domaciho ptvodu, které v diisledku degenerace v opakované polni
vysadbé (pfed zavedenim uchovavani v podminkach in vitro) v kolekci chybi. Vyznamny
podil mezi udrzovanymi genetickymi zdroji maji materialy ziskané pfi vlastnim feSeni
vyzkumnych projektii s geneticko-§lechtitelskou problematikou. Shromazdéné experimen-
talni materidly predstavuji $irokou $kalu donorti cennych znak a vlastnosti, zejména re-
zistenci a specifickych hospodarskych znakii.
Evidence a dokumentace kolekci

Vsechna pozadovana data jsou evidovana v informa¢nim systému IS GRIN Czech. Pti
zatazeni nové polozky do kolekce predstavuji zakladni tdaje pasportni data, kterd obsa-
huji informace blize charakterizujici konkrétni genotyp. Novému genetickému zdroji je
pridéleno evidencni ¢islo narodni. Dalsi informace o GZR obsahuji popisna data, ktera
jsou ziskavana pri hodnoceni genetického zdroje vysazeného v polni studijni kolekci pro



hodnoceni fadné kolekce. Hodnocen je komplex hospodarsky a $lechtitelsky dulezitych
znaku a vlastnosti, které jsou popisovany béhem vegetace a pfi mechanickych a kvalita-
tivnich rozborech hliz. Hodnoceni a analyzy jsou provadény s vyuzitim Klasifikatoru pro
genus Solanum L. (VIDNER et al., 1987; VIDNER, 1992) a podle schvalenych metodik.
Do IS GRIN Czech jsou vkladany trileté priméry hodnoceni, které jsou uvedeny ve stupni-
ci podle jednotlivych deskriptorii, nejedna se o metricka data. Tyto hodnoty pro jednotlivé
deskriptory klasifikatoru pro rod Solanum jsou zadavany do IS GRIN Czech.
Charakterizace a hodnoceni genetickych zdroji rostlin v kolekcich bramboru

Metodické postupy pouzivané k charakterizaci shromazdénych genetickych zdroja
bramboru odpovidaji potfebam hodnoceni vegetativné mnozené plodiny.

Jednak je vyuzivana charakterizace pomoci 44 morfologickych znak hliz, trst, kvéta
a predevsim klicku. Tyto znaky jsou soucasti popist jednotlivych GZR a vybrané znaky
jsou dokumentovany obrazové.

Nové ziskané GZR jsou v laboratornim centru VUB charakterizovany slozenim hlizo-
vych proteinii metodou elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktera vychazi
z metody pouzivané némeckym Bundessortenamt (PAGE v Tris-boratovém pufru, Me-
thode Bundessortenamt, 1993).

K charakterizaci vzorki je dale vyuzivano i DNA markerii. Metoda bude uplatnéna zejména k:

e charakterizaci genetickych zdroji domaciho ptivodu

e identifikaci pripadnych duplicit

e identifikaci vzorku po kryokonzervaci

e analyze donort kvalitativnich a kvantitativnych znaki u cilené vybiranych materiald.

Pro analyzy je namnozen v kultute in vitro, kdykoliv v priibéhu roku, potfebny material
v jednotné kvalité, coz umoznuje provadét charakterizaci vzorkii mimo vegeta¢ni obdobi.
K detekci duplicitnich polozek, které se mohou v kolekci vyskytovat, je vyuzito metody
nahodné amplifikace polymorfni DNA - RAPD.

DNA je izolovana pomoci kitu GenElute Plant Genomic DNA Miniprep kit (Sigma) z in
vitro materialu. V analyzach jsou pouzity dva dekamerické primery navrzené dle POLZE-
ROVE (2001) P72 a Hel7, které byly piivodné navrzeny k identifikaci sortimentu domécich
odrud, ale splnuji predpoklady k detekci duplicit. Dale je vyuzito ¢tyf primert OPX 01,
OPX 04, OPX 09 a OPY 07 navrzenych dle COLLARES et al. (2004), které dohromady
poskytuji 39 polymorfnich fragmentt a mohou byt vzhledem k vysokému stupni polymor-
fismu efektivnim nastrojem v eliminaci duplicitnich polozek.

Vysledky DNA analyz jsou elektroforeticky separovany v 1,5% agarézovém gelu pfi na-
péti 7 V.em! po dobu 120 minut a nasledné zdokumentovédny pomoci Gel Doc 2000 Gel
Documentation System (Bio-Rad).

Hodnoceny jsou morfologické znaky a komplex hospodarsky a slechtitelsky dilezitych
znaku a vlastnosti. Jsou popisovany béhem vegetace a pfi mechanickych a kvalitativnich
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rozborech hliz za pomoci Klasifikatoru pro genus Solanum L. (VIDNER et al., 1987; VID-
NER, 1992). S vyuzitim devitibodové bonita¢ni stupnice je hodnoceno 44 morfologic-
kych a 11 hospodarskych znakti a vlastnosti a popsana je uroven odolnosti k 10 chorobam
a $kadcam.

STUDIJNI KOLEKCE V TECHNICKEM IZOLATORU

Za ucelem hodnoceni planych druht, kulturnich druht, mezidruhovych hybridd rodu So-
lanum je vysazovana studijni kolekce v technickém izolatoru. Do vysadby jsou zahrnuty
vybrané genotypy planych a kulturnich druh z in vitro podminek GB bramboru. Ve skle-
niku s regulovanou teplotou se od kazdého genotypu vysadi rostliny do ptipravenych sad-
bovacii. Po dostate¢ném vytvoreni kofenového systému jsou rostliny presazeny do nadob
(4] zeminy), které jsou umistény do technického izolatoru.

POLNI HODNOCENI KOLEKCE

Odrudy, tetraploidni hybridy a dihaploidy kulturniho druhu bramboru Solanum tubero-
sum L. jsou vysazovany do polni studijni kolekce, ktera predstavuje zakladni stupen hod-
noceni. Vysadby zahrnuji pfipravnou a pracovni parcelu.

e Pripravna parcela
Do ptipravné parcely jsou zafazovany noveé ziskané, pripadné starsi dosud nehodnocené ge-
notypy. Je zde vyrabéna egalizovand sadba pro naslednou vysadbu genotypt v pracovni par-
cele. Soucasné s egalizaci nové ziskané sadby se provadi i egalizace srovnavacich odrid, je-
jichz vybér je konzultovén s pracovniky Hlavni odriidové zkusebny UKZUZ v Lipé u Havli¢-
kova Brodu.

Rozsah vysadby: do 40 polozek (pocet hliz podle moznosti, maximalné vSak 20 hliz)

Hlizy jsou vysazovany do pfedem nashonkovanych radki do sponu 75 29 cm, velikost
jedné parcely je maximalné 2 x 10 hliz. Priprava pudy a oSetfovani béhem vegetace je pro-
vadéno podle zasad spravné agrotechniky za vyuziti zkracené kultivace s pouzitim herbi-
cida proti plevelim. Je zabezpec¢ena maximalni ochrana proti plisni bramboru. Sklizen je
provedena po dozrani jednoradkovym vyoravacem.

Rozsah hodnoceni: Popis morfologickych znak naté a hliz, hodnoceni energie pocatec-
niho ristu, vegetacni doby, zdravotniho stavu, vybranych hospodarskych vlastnosti a re-
zistenci proti chorobam a $ktidctiim (celkem 65 hodnocenych znak).

e Pracovni parcela

V pracovni parcele je béhem 2 let dokonéeno zakladni hodnoceni hospodarsky a slechtitel-
sky dilezitych znak a vlastnosti. Pro prvni rok hodnoceni bude pouzita sadba z ptipravné
parcely, pro druhy rok pak presadba z pracovni parcely.

Rozsah vysadby: do 80 polozek po 20 hlizach
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Hlizy jsou vysazovany do pfedem nashonkovanych radkt do sponu 75 x 29 cm, velikost
jedné parcely je 2 x 10 hliz. Priprava ptudy a oSetfovani béhem vegetace je provadéno podle
zasad spravné agrotechniky za vyuziti zkracené kultivace s pouzitim herbicidt proti ple-
veltim. Je zabezpec¢ena maximalni fungicidni ochrana proti plisni bramboru a insekticidni
proti pfenosu vir6z. Sklizen je provedena po dozrani jednofadkovym vyoravacem.

Rozsah hodnoceni: Hodnoceni energie pocate¢niho rustu, vegeta¢ni doby, zdravotniho
stavu, vynosu, vybranych hospodafskych vlastnosti a rezistenci proti chorobam a skud-
cim (celkem 65 hodnocenych znaki).

e Dopliikovy pokus k pracovni parcele

Hodnoceni odolnosti proti plisni bramboru v nati.

Hodnoceni polni odolnosti proti plisni bramboru v nati je provadéno ve tfiletych zkous-
kach. Rozsah vysadby: do 120 polozek po 5 hlizach.

Neni provadéna ochrana proti plisni bramboru.

Rozsah hodnoceni: Je hodnocen vyskyt plisné bramboru v nati na parcele neosetfované
fungicidy.

Pfi hodnoceni polozek zatazenych do zakladniho hodnoceni bude pouzito nasledujicich
metodickych postupi:
e Morfologicky popis bude provadén podle Klasifikatoru pro genus Solanum L. (VID-
NER et al., 1987)
e Testovani vyskytu viréz: metoda DAS-ELISA (Clark, Adams, 1977) s modifikacemi
podle DEDICE a NOHEJLA (1985)
e Obsah $krobu polarimetricky podle Ewerse (DAVIDEK et al., 1977)
e obsah susiny: vazkové susenim pti 105 °C do konstantni vahy (STAMPACH a BLE-
CHA, 1955)
e Obsah bilkovin: metodou podle Kjeldahla (DAVIDEK et al., 1977)
o Obsah redukujicich cukrt: metoda podle Zuff-Schoorla (DAVIDEK et al., 1977)
e Fertilita pylu: metoda barveni pomoci jodu (FRCEK, 1988)
e Stolni hodnota hliz: podle CSN 46 22 11
e Vhodnost k vyrobé lupinkt standardni metoda EAPRu (ANONYM, 1977), barva po-
dle barevné skaly IBVL Wageningen
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Kazdoro¢né jsou na zakladé dvou az tfiletého hodnoceni zpracovany primérné vysled-
ky hodnoceni a pfedavana popisna data v nasledujicim rozsahu deskriptori:

e Morfologicky popis

Podle ,Klasifikatoru pro genus Solanum L.“ (VIDNER et al., 1987)

Deskriptor: rostlina — typ trsu, rostlina — tvar trsu, rostlina - vyska, stonek — vzpfimenost,
stonek — vétveni, stonek - tloustka, stonek — barva, stonek — pocet na rostlinu, list - tvar,
list — pocet part zakladnich listk, list — tvar bo¢nich listkd, list - zpefeni druhého fadu,
list — ¢lenitost, list — srastani vrcholovych listkd, list — povrch, list — velikost, list — barva,
list — lesk, kvétenstvi — postaveni ¢lanku kvétni stopky, anthokyanova barva ¢lanku kvét-
ni stopky, vyskyt dvoukorunky, kvétenstvi — prameér kvétu, kvétenstvi — barva korunky,
kvétenstvi — projev, kvétenstvi — shazovani poupat, bobule — pocet na rostlinu, riist - po-
¢atecni rychlost, vegeta¢ni doba, hliza - tvar, hliza - zplostélost, hliza — vyrovnanost tva-
rem, hliza - velikost, vyrovnanost ve velikosti, hliza - vzhled, hloubka ocek, vzhled slupky,
barva slupky, rozdéleni barvy, barva duzniny, barva klickd, odéni klicki.

o Fertilita pylu
Metoda barveni pomoci jodu (FRCEK, 1988)
Deskriptor: fertilita pylu

e Odolnost plisni bramboru
Vizudlni hodnoceni
Deskriptor: plisent bramboru

e Testovani vyskytu viréz

Metoda DAS-ELISA (CLARK a ADAMS, 1977) s modifikacemi podle DEDICE a NOHEJ-
LA (1985)

Deskriptor: virus svinutky bramboru, virus A, virus Y, virus X, virus S, virus M

e Vynos
Vazenim a pfepocitdnim
Deskriptor: porost. vynos hliz, neopakované hodnoceni k standardu

e Vizualni stanoveni vyskytu chorob a vad na hlizach
Deskriptor: strupovitost, vlockovitost hliz, plisenn bramboru, hliza - deformace

e Stolni hodnota hliz

Podle CSN 46 22 11
Deskriptor: hliza - stolni hodnota, duznina - stolni jakost, tmavnuti po uvareni, hliza - chut
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e Obsah skrobu
Polarimetricky podle Ewerse (DAVIDEK et al., 1977)
Deskriptor: obsah skrobu

e Obsah susiny
Vazkové susenim pti 105 °C do konstantni vahy (STAMPACH a BLECHA, 1955)
Deskriptor: obsah susiny

e Obsah bilkovin
Metodou podle Kjeldahla (DAVIDEK, ef al., 1977)
Deskriptor: obsah bilkovin

e Obsah redukujicich cukri
Metoda podle Zuff-Schoorla (DAVIDEK et al., 1977)
Deskriptor: hlavni vyuziti

e Vhodnost k vyrobé lupinka

Standardni metoda EAPRu (ANONYM, 1977),
Barva podle barevné skaly IBVL Wageningen
Deskriptor: hlavni vyuziti

REGENERACE GENETICKYCH ZDROJU BRAMBORU
PRO POTREBY KONZERVACE

Pfi pivodnim polnim vedeni kolekce GZR bramboru (do roku 1985) dochazelo v dtisledku
prirozeného infekéniho tlaku virovych chorob k vyraznému zhorsovani zdravotniho stavu
a vysokému riziku uplné ztraty vzorkd. Rozvoj rostlinnych explantatovych technik umoz-
nil prejit od polniho vedeni kolekei k udrzovani a mnozeni v laboratornich podminkach
pomoci tkanové kultury in vitro.

Po roce 1985 byly veskeré shromazdéné vzorky postupné prevadény do sterilniho pro-
stfedi a polni vedeni kolekci bylo plné nahrazeno udrzovanim a mnozenim v laborator-
nich podminkéach pomoci tkanové kultury (HORACKOVA a DOMKAROVA, 2003, 2004,
2005). Rozpracovan byl postup dlouhodobé kultivace in vitro, ktery umoziuje ¢asové prak-
ticky neomezené skladovani sirokého spektra vzorkd s minimalnimi naroky na skladovaci
prostory a s moznosti namnozeni identickych jedinct kdykoliv béhem roku. Regeneracni
pasaz na nova média je provadéna po 14-18 mésicich pomoci rasicich mikrohlizek po peri-
odé dormance, nebo prezivajicich segmentt stonku, pripadné zelenych zbytkd ptvodnich
rostlin. Prvnim krokem regenerace vzork je jedna az dvé subkultivace na zakladnim mé-
diu, pak opétovna pasaz na média pro dlouhodobou kultivaci in vitro a cyklus se opakuje
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(HORACKOVA a DOMKAROVA, 2004). Jednotlivé faze regenerace vzorkd bramboru jsou
uvedeny v nasledujicim schématu. V zavislosti na udrzovaném materialu se miize projevit
jista variabilita rstové reakce, a to jak kladna, tak zaporna. Proto je nutna pribézna kon-

vvvvvv

Schéma regenerace a dlouhodobé kultivace genetickych zdroji bramboru in vitro:

Délka kultivaéni

Kultivaéni faze Kultivaéni rezim Stav kultury T

20°C
fotoperioda:
16 hod. svétlo,
8 hod. tma
10 °C
fotoperioda:
10 hod. svétlo,
14 hod. tma
10 °C
fotoperioda:
10 hod. svétlo,
14hod. tma
10 °C
fotoperioda: rasici mikrohlizky, mikrohlizky s vyhonem,
10 hod. svétlo, zbytky stonkt schopnych fizkovani
14 hod. tma

regenerujici fizky 2 tydny

rostliny nasazujici mikrohlizky 4-6 mésict

zasychajici stonek dormantni mikrohlizky 4-5 mésict

6-7 mésict

Celkova délka cyklu: 14-18 mésicit

KONZERVACE GENETICKYCH ZDROJU BRAMBORU

Konzervace GZR bramboru je vyhradné provadéna na trovni tkanové kultury postupem,
ktery umoznuje dlouhodobé uchovavani vzorki.

Uplatnénim kultury in vitro se vyznamné roz$ifily moznosti vyuzivani genetickych
zdroju, vytvorily se podminky pro aktivni ozdravovani vzorka od virové infekce, véetné
detekce virt a podstatné se usnadnila mezindrodni vymeéna uchovavanych materiala (HO-
RACKOVA a DOMKAROVA, 2018).

Kultiva¢ni postup je slozen z nékolika na sebe navazujicich krokd, které vychazi z ex-
plantatovych technik a vyuzivaji diagnostickych laboratornich metod. Jedna se o prevody
vzorkt bramboru do in vitro a vytvoreni aseptickych kultur, testovani zdravotniho sta-
vu na pritomnost béznych virti bramboru v kultufte in vitro a v prostfedi in vivo, aktivni
ozdravovani od virovych chorob v kultufe in vitro, uchovavani bezvirovych vzorki v rezi-
mu dlouhodobé kultivace, regeneracni pasaz vzorki a priprava vzorki pro uzivatele (HO-
RACKOVA a DEDIC, 2009).
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POSTUP DLOUHODOBE KULTIVACE GENETICKYCH ZDROJU
BRAMBORU:

e Asepticky prevod do prostiedi in vitro

K prevodu do kultury in vitro se odebiraji predevsim klicky hliz a stonkové segmenty skle-
nikovych nebo polnich rostlin. Pouzit 1ze i pfimo vysev semen na agar, coz je vyuzivano
predevsim u $patné kli¢icich semen planych druht.

Na odstranéni vnitfnich kontaminaci, které maji ptivod v cévnich svazcich prevadéného
segmentu a pretrvavaji i po povrchové sterilizaci, se pouziva kratkodobad, pripadné opa-
kovana kultivace na ptudach s antibiotiky (napt. gentamycin, rifampicin, ampicilin, PPM).
Po dosazeni nekontaminované kultury jsou vzorky otestovany ve vstupnim testu na pri-
tomnost béznych virti bramboru. Pouzita je imunoenzymaticka metoda ELISA. V ptipadé
nalezu virové infekce podstoupi material aktivni terapii na odstranéni virti v kultute in vitro.

e Ozdravovani od virové infekce v kultufe in vitro

Eradikace béznych virt bramboru (PVS, PVM, PVY, PVA, PVX, PLRV) se provadi vzdy
pred ulozenim vzorka do kolekce GB bramboru. Vyuziva se jednak klasicka technika
ozdravovani, spocivajici v kombinaci termoterapie rostlinného materialu v kultute in vitro
(37 °C po dobu 6 tydnt), s naslednym odbérem primarnich meristémt. Metoda vyuziva
efektu klesajici koncentrace virti smérem k vegetacnimu vrcholu a inhibice reprodukce
a $ifeni virt v dsledku termoterapie. Postup je vhodny zejména v pripadé eliminace viru
svinutky (PLRV), viru Y (PVY) a viru A (PVA).

V pripadé, Ze se jedna o odstranéni viru X (PVX), viru M (PVM) a velmi rozsifeného
latentniho viru S (PVYS), je vyuzita metoda chemoterapie in vitro za vyuziti virostatického
preparatu Ribavirin (synteticky ribosid na bazi purinu), penetrovaného do rostlin pres Ziv-
na média (HORACKOVA, 1998; HORACKOVA et al., 2010).

Uspésnost eliminace je testovana imunoenzymatickou metodou na rostlinach in vitro
avopakovaném testu na rostlinach ze skleniku. Casovy interval pro dosazeni ozdravenych
klonti se, v zavislosti na druhu odstraniovaného viru, pohybuje mezi 8 az 12 mésici (HO-
RACKOVA et al., 2007).

KULTIVACNI MEDIA PRO DLOUHODOBE UDRZOVANI

Vyuzivano je zivné médium MS (MURASHIGE a SKOOG, 1962) s agarem, bez ristovych
reguldtord, ve tfech modifikacich. V prvém pripadé je zakladni MS médium doplnéno
zvy$enou davkou sachardzy (6 %), ktera plisobi jako osmotikum a energeticky zdroj, kte-
ry pozitivné ovliviwuje tuberizaci in vitro. Ve druhém pripadé je zvySeny obsah sacharé-
zy kombinovéan s riistovym retardantem Alar 85 (dimetylhydrazid kyseliny jantarové)
v davce 5 mg/l, pasobicim na prodlouzeni periody riistu pred nasazenim mikrohlizek a na
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stimulaci jejich tvorby. Ve tfetim médiu je zdkladni obsah sachardzy (3 %) doplnén zvyse-
nou davkou Alaru 85 (30 mg/1).

DLOUHODOBE UDRZOVANI V GENOVE BANCE IN VITRO

Postup dlouhodobé kultivace je zaloZen na ovlivnéni zdkladnich rastovych a vyvojovych
podminek ptisobenim faktort stresové povahy, které vedou ke zpomaleni ristu a stimu-
luji tuberizaci in vitro. U¢innym impulzem tuberizace je Giprava slozeni zivného média,
pouzitim zvySené davky sacharézy a retardantu rtstu Alaru 85. Na zpomaleni riistu
pusobi zmény ve fyzikalnich podminkach béhem kultiva¢niho procesu, a to nizéi teplota,
zkracena fotoperioda a snizend intenzita osvétleni.

Do rezimu GB in vitro jsou ukladany vyvijejici se rostliny a jejich dalsi kultivace probiha
v chladovych podminkach pfi snizené, ale vitdlni teploté (10 °C), pri kratké délce svétel-
ného dne (10 hod.) a pti niZsi intenzité osvétleni (40 pmol/m?s?), coz ovliviiuje rychlost
diferenciace rostlinnych organi.

Regenera¢ni pasaz na nova média je provadéna po 14-18 mésicich pomoci vytvorenych
mikrohlizek - nejlépe rasicich mikrohlizek po periodé dormance, nebo prezivajicich ze-
lenych zbytka ptvodnich rostlin. Prvnim krokem regenerace vzorki je jedna az dvé sub-
kultivace na zdkladnim médiu, pak opétovna pasaz na média pro dlouhodobou kultivaci
in vitro a cyklus se opakuje. V zavislosti na udrzovaném materialu se miize projevit jista
variabilita rstové reakce. Proto je nutna pribézna kontrola, nebot nékteré udrzované ge-
notypy (napt. dihaploidy, plané druhy apod.) vyzaduji individudlni pfistup a pasazovani
na nova média je tfeba provést po kratsi dobé (10-14 mésicii).

V ptipadé pozadavku se u vybraného genotypu mohou kdykoliv v priibéhu roku pouzit
zivé ¢asti uchovavané kultury k pasazovani na mnozici médium MS a material je pfipraven
k dal$imu vyuziti.

TESTOVANI NA PRITOMNOST SKODLIVYCH ORGANISMU

Smérnice EU vyzaduji, aby byl rostlinny material druhu Solanum L., tvorici stolony nebo
hlizy, v¢etné jeho hybridi, pokud je vyuzivan jako geneticky zdroj, podroben testovani
na pritomnost karanténnich skodlivych ¢initelt (Horackova et al., 2004; Horackova et al.,
2018).

Nové polozky vkladané do Genové banky in vitro jsou otestovany na pritomnost béz-
nych virovych chorob na zavér procesu ozdravovani. Pokud nové ziskany materidl neni
nutné ozdravovat, provede se test ELISA pred vlozenim do fadné kolekce hned po prevodu
do in vitro kultury.

Dal$im parametrem, ktery musi uchovavané polozky v kulture in vitro splnovat, je dia-
gnosticky provéfena nepritomnost karanténnich bakterii Clavibacter sepedonicus- pivodce
bakterialni krouzkovitosti bramboru a Ralstonia solanacearum — ptivodce hnédé hniloby
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bramboru. Cilem je pferuseni mozného vertikalniho $ifeni patogenti. Detekci obou ka-
ranténnich baktérii zajistuje Laboratorni centrum VUB v akreditované laboratoti, pomoci
standardniho imunofluorescen¢niho testu (IF PP3) a podle modifikovaného pracovniho
postupu testu PP3. IF test dle metodik EPPO, Bulletin OEPP/EPPO Bulletin 39, 413-416.
Metodika, tykajici se metody pod ¢islem PM 7/97. Odkaz: https://onlinelibrary.wiley.com/
doi/epdf/10.1111/j.1365-2338.2009.02344.x Probihd jak testovani nové ziskanych genetic-
kych zdrojii bramboru, tak v internim programu VUB - Revitalizace Genové banky in
vitro postupné dotestovani polozek starsiho data vloZeni do radné kolekce.

vvvvvv

lekci (CARC Ruzyng).

POSKYTOVANE SLUZBY UZIVATELUM

Uzivateltim z CR i ze zahrani¢i (GB, slechtitelska a vyzkumna pracovisté a $koly) jsou
na zdkladé vyzadani na zakladé SMTA poskytovany vzorky, a to prevazné rostlinky z GB
in vitro, vyjime¢né hlizové vzorky z fadné polni studijni kolekce (vystavy).

Uzivatelim jsou rovnéz poskytovany udaje o udrzovanych a hodnocenych vzorcich for-
mou nasledujicich informac¢nich prehledu a publikaci:

e Seznam kolekce GZR in vitro

e Genofond bramboru - Jednoleté informativni vysledky z polni studijni kolekce geno-

fondu bramboru
e Polni studijni kolekce genofondu bramboru

Poskytovani vzorki uzivatelim je evidovano v informa¢nim systému GRIN Czech.

DOMACI A MEZINARODNI SPOLUPRACE

Doméci spolupréce probihd mezi pracovistém VUB Havli¢ki(iv Brod a $lechtitelskymi fir-
mami (Sativa Kefkov, a.s., Selekta Pacov, a.s., Vesa Velhartice, $lechténi a mnozeni bram-
bor, a.s.) a s referdtem UKZUZ pro brambory v Lipé u Havlickova Brodu. Zaméfena je
predevsim na ziskavani vzorkl a reciproénim poskytovani popisnych dat. Referatu pro
brambory jsou rovnéz poskytovany referen¢ni odriidy bramboru.

Rovnéz jiz tradi¢né probihd spoluprace se Skanzenem Vesely Kopec a Ceskym
bramborarskym svazem pti poskytovani vzorki a zajistovani expozici bramboru.
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Zahrani¢ni spoluprace je zamérena predevsim na aktivni ¢innost v rdmci pracovni sku-
piny pro brambory v ramci programu ECPGR. Pracovni priority skupiny je mozno shr-
nout do nasledujicich bodii:

e Poskytovani pasportnich a popisnych dat do databazi

e Ozdravovani, regenerace gzr bramboru

e Konzervace gz bramboru

e Bezpecnostni duplika¢ni kolekce jiného statu (slovensko, slovinsko)

e Bezpecnostni duplikaéni kolekce na slovensku (38 polozek)

e Charakterizace potencialnich genetickych zdroju z hlediska kvalitativnich znak a re-

zistence vici chorobam

e Racionalizace kolekci brambor

e Ostatni vyzkumné aktivity.

Pracovisté VUB Havli¢kiv Brod je aktivné zapojeno do poskytovani pasportnich a po-
pisnych dat do The European Cultivated Potato Database (v predeslych letech predano 944
pasportnich a 70 popisnych dat) a The Database for Related Solanum species (v predeslych
letech predano 216 pasportnich dat).

VUB Havli¢kiiv Brod udrzuje bezpeénostni duplikaci v in vitro podminkach vzorkd slo-
venského pivodu pro VURV Piestany (polozky byvalého Vyskumného a $lachtitelského
ustavu zemiakarského Velkda Lomnica. (45 polozek) a pro Agrculture Institute of Slovenia
(8 polozek).

VUB Havli¢ktv Brod je ptidruzenym ¢lenem v rdmci projektu AEGIS, kde je vyznace-
nol72 vzorkt domaciho ptavodu.

SPECIFICKE A TRVALE ZAJISTOVANE AKTIVITY

Puvodni odridy ¢eského $lechténi predstavuji velmi cenny material, proto je jejich bezpe¢-
né zachovani jisténo ulozenim v kryobance, ktera byla vytvofena v CARC, v ramci pro-
jektu NAZV QD 3039 (2003 - 2007) ,,Zalozeni kryobanky pro konzervaci vegetativnich
vrcholt bramboru a chmele®

V kryo GB CARC Praha Ruzyné je uloZeno 114 polozek bramboru.
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PTACEK, J. - SVECOVA, R. - HORACKOVA, V. - POSPICHALOVA, J. - DOMKAROVA, J.
WORKING WITH POTATO GENETIC RESOURCE COLLECTIONS

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborafsky Havli¢kav Brod, 2025, 31: 7-22
The collection contains genetic resources of potato (Solanum L.), which include:

- varieties of the cultivated potato species Solanum tuberosum L.

- tetraploid hybrids of the cultivated potato species Solanum tuberosum L.
cultivated species of the genus Solanum L.

wild species of the genus Solanum L.

- dihaploidy of the cultivated potato species Solanum tuberosum L. and diploids
tetraploidized wild and cultivated species of the genus Solanum L.

- interspecific hybrids of the genus Solanum L.

The collection is stored in vitro.
Detailed information on the current structure of the collection is available at:
https://grinczech.carc.cz/gringlobal/search.aspx

gene bank

Kontakt:

RNDr. Jiff PTACEK, CSc.

Vyzkumny ustav bramboratsky Havlickiv Brod, s.r.o.
Dobrovského 2366

580 01 Havlickav Brod

Ceska republika

tel.: +420 569 466 244

e-mail: ptacek@vubhb.cz
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