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Metodika kryoprezervace pylu bramboru pro jeho vyuziti ve Slechtitelském procesu

Metoda kryoprezervace umoznuje uchovat pyl genetickych zdroji bramboru po velmi dlouhou dobu bez
jakychkoliv zmén. Prezentovana metodika vyuZiva termické analyzy pro identifikaci a kvantifikaci fazovych
prechodd, které souvisi s pfitomnosti vody v pylu, jeZ ovliviiuje fertilitu pylu. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie je
rychlou a pfesnou metodou stanoveni fazovych prechodll a obsahu krystalické vody v pylu, a jednoznacné
ukazuje na vhodnost podminek pro kryoprezervaci pylu bramboru. Tato metodika umoznuje usetfit naklady
spojené s péstovanim otcovskych genotypll bramboru pro potreby kfizeni ve skleniku nebo v polnich
podminkach. Metodika eliminuje nejistotu, kterd souvisi s ro¢nikovou variabilitou v produkci pylu a pripadné
rozdily v dobé kveteni rodi¢ovskych rostlin. V pfipadé pldnovaného kfizeni lze odtat ve vhodném terminu
potfebné mnozstvi pylu vybraného genotypu bramboru bez nutnosti péstovani otcovského genotypu a vyuZit jej
ve Slechtitelském procesu.

Klicova slova: Diferencni skenovaci kalorimetrie; kryokonzervace; kfizeni; Solanum tuberosum L., termicka
analyza

Methodology for cryopreservation of hop germplasm collection

The cryopreservation method makes it possible to preserve the pollen of potato genetic resources for a very long
time without any changes. The presented methodology uses thermal analysis to identify and quantify phase
transitions that are related to the presence of water in pollen, which affects pollen fertility. Differential scanning
calorimetry is a fast and accurate method for determining phase transitions and crystalline water content in
pollen, and clearly indicates the suitability of conditions for cryopreservation of potato pollen. This methodology
makes it possible to save costs associated with the cultivation of paternal genotypes of potato for the needs of
crossing in the greenhouse or in field conditions. The methodology eliminates the uncertainty related to annual
variability in pollen production and possible differences in the flowering time of the parent plants. In the case of
planned crossing, the required amount of pollen of the selected potato genotype can be thawed at a suitable
time without the need to grow the paternal genotype and use it in the breeding process.

Key words: cross-breeding; cryoconservation; differential scanning calorimetry; Solanum tuberosum L.; thermal
analysis

Vydal Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

2023



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU BRAMBORU



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU BRAMBORU

Obsah:
. [o1 10 1 1= o Te 1174V 2SN 8
| PR V/ =13 o 4 T e oY o JEN 0 0 1= o e 1174V 200N 8
1) PrinCIP MEEOAY ccceiiiiiiiiieeeeiiiiiiicsrneneeressssesssnnneesesssessssnnssssessssssssnnnsesssssssssssnnsessssssssssnnnsessssssssssnnnsasesssas 8
2)  MAterial @ MEEOAY ....ceeeiiiiiiiieeeetiiiiiccrrnereeressssessnnseesessssssssnnnsessssssssssnnnsesssssssssssnnneessssssssssnnnesnssssssssnns 8
) N (3 1 o] (oA VIR YAY T V=T T PSP 8
B, CheMIKAIIE ... oottt sttt sttt e st e e et st e e e ab e e sabeeean e e sbeesaree s 8
C.  DrobBNé POMUCKY.........coouiiiiiiiiiiieeeee ettt ettt et ettt sa et e e e e s atesatesaeesaeeseentesasesstesseenseensenn 9
D. Priprava pro dehydrataci PYIU ...........cooiiiiiiiiiiii e e st 9
3)  Postup kryoprezervace pylu bramboru.........coccccceeeeiiiiiicieeeectincccssneeeee s sssssnnseesssssssssnnnnessssessssnnns 9
F 0 T | < =T '+ 1Y [ OSSP 9
B. Hodnoceni fertility PYIU .........cocoooiiiiiie e s e e 11
C. Hodnoceni termickych charakteristik pylu ..............ccoooiiiiiiiiii e e 13
D. Kontrola hydratace PYIU ... e e e e s et e e e e e s e e e anbraeeeeeeennes 16
E. Uchovani pylu bramboru v kapalném dusiku ..............ccccooiiiiiiiniiiiiiiie e 18
F.  VyuzZiti pylu pii KFZeni bramboru ................oooiiiii e 18
I, SroVNANT NOVOSEI POSTUPT uureeeeeeriiieiiiirseeeetteeeeesssssneeeteseesssssnnseesessssssssnnssesessessssssnnsessssesssssssnssesessssssnnn 19
V2 oY oI T ] o] Y g =T 4 T =3 o o 11 IS 19
V.  EKONOMICKE @SPEKLY ..ceeeeiiiiiiiiiiiiiiicicccsccrisrrssissssssssssesss s s s sssssss s s s s s s s s s s s s s e s s s s sssesssesssessssssssnsssesssnsssnsnnnnnnnnns 19
VI.  Seznam POUZILE lIHEratUrY ....cccciiiiiiiiiiiicccciccceereeeesesssse e se e e e seeeses s e s s e s s s s s s e s s s s s ssssssssesssssssssssssssssssssssansnsanannans 21
VIl. Seznam publikaci predchazejici MetodiCe .....cccvviiiiiiiiiiiiiicccccecr e e e e e e e e e e eeeeees 21
YL LIS =T 111 o 21
IX.  JMENA OPONENLUL «..uueeeeeeiieeiiiireeeeeeeeeeeesssneeeeteeeeesssssnesseesessssssnsssesessessssssnssesesesssssssnnsesessessssssnnsesessesssssnnn 21



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU BRAMBORU



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU BRAMBORU

Cilem metodiky je definovat novy postup kryoprezervace pro dlouhodobé uchovani pylu genetickych zdroji
bramboru Solanum tuberosum L. s vyuzitim termické analyzy pro identifikaci a kvantifikaci fazovych prechodd.

1) PRINCIP METODY

Tato metodika popisuje postup uchovani pylu genetickych zdroji bramboru po dlouhou dobu pfi teploté
kapalného dusiku (-196 °C). Podstatou dlouhodobého a stabilniho uchovani rostlinného materialu je pritomnost
tzv. skelného stavu, coZ je amorfni pevna faze hmoty (Engelmann, 2004, Matsumoto 2017). Aby bylo zajisténo
bezpecné uchovani vzork, je nutné zabranit tvorbé ledovych krystall, které mohou poskodit uloZzeny material
(Ballesteros a Waters 2007, Benelli 2021, Reed 2017). Zakladni hodnoceni vzorkd pylu spociva ve stanoveni
obsahu vody, ale mnohem presnéjsi informace o podminkach kryoprezervace poskytuje termickda analyza, ktera
umoznuje stanoveni fazovych prechodl pfi poklesu teploty. Termicka analyza detekuje krystalizaci vody, ktera
muze poskodit material, nebo skelny pfechod, ktery je pfedpokladem neménnosti a stability skladovaného pylu.
Obsah volné vody v pylu souvisi s krystalizaci vody a jeho potencidlnim poSkozenim. Znalost termickych
charakteristik umoznuje optimalizovat obsah vody ve vzorcich pfed kryoprezervaci a umozniuje bezpecné
uchovani pylu bez ztraty jeho Zivotaschopnosti.

2) MATERIAL A METODY

A. PRiISTROJOVE VYBAVENI

Pro provedeni metody kryokonzervace je tfeba disponovat nasledujicim pfistrojovym vybavenim:

Pfistroje pro termickou analyzu

e Diferencni skenovaci kalorimetr, analytické vahy, susarna, PC

Mikroskopie
e Laboratorni mikroskop, digitaIni kamera, PC

Vybaveni pro stanoveni susiny vzorkt

e laboratorni susarna, analytické vahy, PC

Uchovani kapalného dusiku a kryokonzervovanych vzorkd

e Dewarova nadoba na kapalny dusik, Dewarova nadoba pro uloZeni vzork( v kapalném dusiku

Zaznamy, vypocty a tisk ¢arového kédu

e PC, tiskarna ¢arového kédu, tiskarna

B. CHEMIKALIE

Pro aplikaci této metodiky je tfeba opattit nasledujici seznam chemikalii:
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Chladici a skladovaci medium

e  Kapalny dusik

Desikant
e Silikagel, Ca (NOs)2, Mg Cl»

Vitalni barveni

e destilovana voda
e etanol

e jod

e jodid draselny

e  kysely fuchsin

C. DROBNE PoMUCKY

Nasledujici pomlicky jsou potfebné pro realizaci metody kryokonzervace bramboru:

Hodinové sklicko, zkumavky pro odbér pylu

Stojanek na kryozkumavky

Plastova stébla nebo kryozkumavky 1,8 ml

Polystyrénovy dzban 1L
Pinzeta, skalpel, Spachtle, preparacni jehla

D. PRiIPRAVA PRO DEHYDRATACI PYLU

Pro dehydrataci pylu bramboru jsou pouZity sklenéné nadobky (200 ml) s 50 ml nasyceného roztoku Ca (NOs)z,
Mg Cl2 nebo 50 mg dehydratovaného silikagelu.

3) POSTUP KRYOPREZERVACE PYLU BRAMBORU

Pro vétsi prehlednost Ize cely postup kryoprezervace pylu bramboru rozdélit na Sest dil¢ich kroku:

A. Odbér pylu

B. Hodnoceni fertility pylu

C. Hodnoceni termickych charakteristik pylu
D. Kontrola hydratace pylu

E. Uchovani pylu bramboru v kapalném dusiku
Vyuziti pylu pfi kfizeni bramboru

n

A. ODBER PYLU

Rodicovskeé rostliny bramboru péstujeme v prostorovém izolatu (féliovniku nebo skleniku) v nadobach, kde
mame rostliny pIné pod kontrolou a miZzeme zabezpedit jednotlivym rostlinam optimalini ristové podminky
(Obr. 1). Vyhodou je i skuteénost, Ze urychlime vegetaci a mlZeme ziskavat pyl i mimo obdobi standardni
doby kveteni jednotlivych odrid. Je také mozné poufZit i pyl z rostlin bramboru péstovanych v polnich
podminkach, ale je tfeba pocitat s tim, Ze rostliny jsou pIné vystaveny ptsobeni vlivu abiotickych i biotickych
stresovych faktor( a doba vegetace je ovlivnéna, kromé terminu sazeni, vyznamné i prilbéhem klimatickych
podminek.
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Prostorovy izolat je vyuZivan k vysadbé vybranych odrdd ke kfiZzeni ,,na cihle (kvétinaci)“. Odridy jsou timto
zpUsobem prinuceny ke kveteni. Hlizy jsou pfimo umistény na cihlu (kvétinac) a zahrnou se substratem.
Koreny rostou pres cihlu (kvétinac¢) do pady. Po vniknuti kofent do pldy je substrat odstranén. Stolony, které
se vytvareji na spodni ¢asti rostliny a na nichZ se v zemi vytvareji hlizy je tfeba ¢as od ¢asu ofezavat. Stonky
usi byt pfivazany ke kolikiim, protoZze dorGstaji vysokych vysek.

s \\ A

rostlin m

A

% i Taadh i

Obrazek 1. Kultivace rodicovskych rostlin bramboru v technickém izolatu (vlevo) v nadobach na ,cihle

(vpravo).

V obdobi kvétu provadime postupny odbér kvétl bramboru (Obr. 2). Otrhané kvéty se zralymi prasniky se
nechaji zaschnout v laboratornich podminkach v prepravkach ¢i obdobnych nadobach s perforovanym dnem
(Obr. 3), aby mohl kolem kvétl proudit vzduch a nedochazelo k zapareni a hniti materidlu. Z kvétl se po

jejich zaschnuti poklepem jehly na prasniky vyklepaji pylova zrna na hodinové sklicko.
== & — T

LA MR ! ’
s et 4§ B TR : S

\ o4 Yo a1 9 -
Obrazek 3. Dosouseni natrhanych kvétu za pfirozeného proudéni vzduchu v nadobach s perforovanym

NN

dnem.
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HODNOCENI FERTILITY PYLU

Pro posouzeni fertility pylu, podle tvaru a intenzity obarveni pylovych zrn je mozné pouzit metod vitalniho
barveni. Princip vitalniho barveni spociva v tom, Ze barvivo specificky obarvi pouze Ziva a vitalni pylova zrna.
V ptipadé poskozeni pylu se intenzita barveni sniZzuje a nezivy pyl neni obarveny vibec. V tomto smyslu je
mozné vyuzit napf. metoda barveni pomoci jodu (Fréek, 1988). Pti tomto postupu jsou pylova zrna barvena
roztokem 1 % jodu a jodidu draselného s pfimési stopového mnoizstvi kyselého fuchsinu. Pro pfipravu
barviciho roztoku se nejprve rozpusti 1 g jodu v dostatecném mnoiZstvi 96 % etanolu, tento roztok se
nasledné zfedi destilovanou vodou na objem 100 ml. K tomu roztoku se pfidava stopové mnozstvi kyselého
fuchsinu. Déle se rozpusti 1 g jodidu draselného ve 100 ml destilované vody. Zasobni roztoky se uchovavali
az do pouZiti ve tmé. AZ tésné pred pouzitim k barveni pylovych zrn se oba roztoky spolu smisi v poméru 1:1.

Obrazek 4. Priklad hodnoceni vitality pylovych zrn bramboru. Obarvend jsou fertilni (4——), neobarvena
sterilni (€----- ) pylova zrna. Preparaty byly prohlizeny pod mikroskopem Jenalumar pfi zvétseni 500x.

Pro stanoveni procenta fertility se hodnoti u kazdého vzorku pylu pocet pylovych zrn na péti podloZnich
sklickach, pricemz se z kazdého sklicka hodnoti ¢tyfi zorna pole mikroskopu z riznych mist na preparatu pri
stejném zvétseni. Pocet okrouhlych, svétle hnédé zbarvenych pylovych zrn (fertilnich) a zrn nezbarvenych,
svrastélych, deformovanych a zrn cernohnédé zbarvenych se vyjadri procentualné a vypocita se aritmeticky
pramér vyjadrujici prdmérnou fertilitu pylu na jednom preparatu (Obr. 4). Z téchto primérl se podita
pramérna fertilita z péti preparat. Nasledné se primérna fertilita v procentech prevede do devitibodové
bonitacni stupnice (Tab. 1). Pyl vybranych odrdd pro kryoprezervaci se obarvi pomoci vitdlniho barveni a
vyhodnoti na zédkladé stanovené stupnice (Tab. 2).

Z uvedenych hodnot vyplyva (Tab.2), Ze fertilita Cerstvého pylu po jeho odbéru silné kolisa a pohybuje se
v rozmezi 10-100 %, respektive 2—9 vyjadiené bonitacni stupnici; fertilita se u rlznych vzorkd pylu pohybuje
v celém rozsahu miry fertility od velmi nizké do velmi vysoké. Pokles fertility pylu se projevuje zménami
fyzikalnich vlastnosti — pyl hrudkovati a méni barvu do tmavsich odstin(. Tento poznatek je tfeba vzit v ivahu
pfi uchovavani a vyuzivani pylu pro kfizeni. Znamena to, Ze kvalita a fertilita pylu jsou velice vyznamné
ovlivnény odridou, a predevsim podminkami prostredi, tj. pocasim pfi sbéru svétd, teplotou a vzdusnou
vlhkosti pfi jejich suseni a dobou a teplotou skladovani pylu pred jeho kryoprezervaci ¢i vyuzitim ke ktizeni.

11
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Tabulka 1. Bonitacni stupnice hodnoceni fertility pylu.

Bonitacni stupen Procento fertilniho pylu Slovni vyjadreni fertility
1 0 velmi nizka
2 0,1-12,5
3 12,6 -25,0 nizkd
4 25,1-37,5
5 37,6 -50,0 stredni
6 50,1-62,5
7 62,5-75,0 vysoka
8 75,1-87,5
9 87,6 - 100 velmi vysoka

Tabulka 2. Priklad stanoveni fertility pylu odriid bramboru.

Odrida Fertilita pylu v bonitacnim stupni
Bohemia 9
Magda 9
Nancy 9
Primarosa 9
Jindra 8
Karo 8
Mariannka 8
Suzan 8
Troja 8
Westamyl 8
Barbora 7
David 7
Granola 7
Jasmina 7
Stilleto 7
Terka 7
Valfi 7
Vysocina 7
Katy 6
Starne 6

12
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Vlasta 6
Red Anna 5
Alice 3
Bella 3
Borek 3
Dominika 3
Dominator 2
Lydia 2
Monika 2
Nafida 2
Verne 2

C. HODNOCENi TERMICKYCH CHARAKTERISTIK PYLU
Diferencni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) je experimentalni metoda termické analyzy, kterou lze vyuzit ke studiu
termickych jeva fyzikalnich déju probihajicich v materidlu. Tyto termické procesy lze studovat jako funkci teploty
nebo ¢asu béhem definovaného teplotniho programu (Obr. 6).

Hodnoceni termogramu DSC

2 KRYSTALIZACE
o SKELNY PRECHOD maximum
E piku
o
b} .

& pocatek konec  plocha piku

© -
x T =

Ny
s F 3 =
> o
[=
©
Qo
o v .
= stfedni konec
hodnota piku E
konec N
2 maximum
iku
teplota P

Obrazek 6. Hodnoceni termickych efektl z diferenéniho skenovaciho kalorimetru. Termogram je zaznamem
zmén tepelného toku v zavislosti na teploté. Zmény hodnot tepelného toku indikuji zmény tepelné kapacity (Cp),
spojené s fazovymi prechody. U jednotlivych fazovych prechodl — skelny prechod, krystalizace, tani — jsou
oznaceny zakladni méfené parametry — pocatek, stfedni hodnota/maximum, konec a plocha piku.
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V mérenych vzorcich maze dojit k fazovym prechodim spojenych se zménou skupenstvi hmoty, které jsou
doprovazeny bud' uvolfiovdnim (exotermicka reakce) nebo spotrebou tepla (endotermicka reakce). Fazové
transformace prvniho druhu jsou spojeny s pfijetim nebo pfenosem tepla, coz se projevuje jako vrchol (pik) v
zaznamu experimentu DSC (Obr. 6). Transformace druhého druhu nejsou spojeny s pfijetim ani odevzdavanim
tepla fazového prechodu, ale tepelna kapacita materidlu se skokové méni, coz se v DSC projevuje jako nahla
zména zakladni linie zaznamu (Obr. 6). V DSC experimentu se méfi rozdily mezi mnozstvim tepla dodaného vzorku
a referencnimu vzorku béhem predem definovaného teplotniho programu. Jako referencni se pouZziva inertni
material, obvykle prazdna hlinikova panvicka, ktery nevykazuje fazové zmény ve zvoleném teplotnim rezimu. Pro
méreni vzorkl se vyuZiva standardni metoda DSC bez teplotni modulace pfi standardni rychlosti ohfevu a
chlazeni 10 °C/min.

Méreni termickych charakteristik pylu

Pro méreni pylu pouzivame zdsadné hermeticky uzaviené panvicky, aby nedochdzelo ke ztratdam obsahu vody
pred nebo v pribéhu DSC méfeni. Pyl se prenasi do mérici panvicky pomoci malé Spachtle. MnoZstvi méfeného
pylu zavisi na citlivosti pfistroje a mnoZstvi vody v pylu. ProtoZe je obsah vody v pylu pomérné nizky, doporucuje
se spiSe vyssi navazka, a to 15-20 mg pylu na jedno méfeni. Teplotni rozsah DSC méreni zavisi na pozici termickych
efektl, které jsou ovlivnény charakteristikami méreného materialu a mnozstvim vody. Na zakladé zjisténych
parametr( Ize konstatovat, Ze neni nutné méfit vzorky pylu do teploty -80 °C a dostacuijici je zatizeni s elektrickym
chlazenim méfici cely bez nutnosti chlazeni kapalnym dusikem (Tab. 3).

Tabulka 3. Priklad hodnoceni termickych charakteristik u vybranych vzorkd pylu bramboru. Byla stanovena
teplota skelného prechodu (Tg), teplota tani (Tm) a podil krystalické faze v % cerstvé hmoty (krystalizace).
Hodnoty jsou prliimérem tfi opakovani, chyba predstavuje standardni chybu priiméru.

genotyp Tg (°C) St. chyba Tm (°C) St. chyba Krystalizace (%)  St. chyba

Bohemia -28,9 0,34 3,8 1,55
Bohemia Il -28,1 0,20 1,0 0,06
Jasmina -28,0 0,82 1,7 0,24
Jasmina ll -28,8 0,27 1,2 0,13
Jasmina lll -49,3 1,05
Jindra -65,9 0,25 -23,0 0,35 0,1 0,03
Jindra Il -17,8 1,82
Magda | -22,0 0,38 14,3 0,06
Magda Il -26,0 1,01 7,9 0,45
Nancy -66,4 0,16 -23,8 0,10 0,3 0,01
Nancy Il -64,0 0,51
Nautilus -5,2 0,88
Red Anna -42,5 0,30
Vlasta -27,8 0,35
Vlasta ll -27,7 0,11 0,9 0,14

14
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Na ziskaném termogramu se vyhodnocuje pfitomnost exotermickych a souvisejicich endotermickych efektd,
poptipadé skelného prechodu. Stanovuje se predevsim pocatecni hodnota pikd, kterd se obvykle oznacuje jako
tzv. onset. Nasledny vypocet plochy pikd se pouZziva k vypoctu podilu vody, u které doslo ke krystalizaci/tani. V
pfipadé absence zminénych pikll Ize oéekédvat detekci tzv. skelnych pfechod(, které jsou definované predevsim
stfedni hodnotou a dale poc¢atkem a koncem efektu. ZkuSenosti z méfeni pylu v nékolika ro¢nicich ukazaly na
pomérné vysokou variabilitu termickych charakteristik pylu bramboru v zavislosti na genotypu, ro¢niku a terminu
odbéru (Obr. 7). Vzorky pylu bramboru casto vykazuji pfitomnost exotermickych a endotermickych efekt(
s podilem krystalické faze (ledu) do 14 %. Pomérné vysoka variabilita existuje i v pripadé teploty skelného
prechodu pylu bramboru. Hodnoty se pohybuji v rozsahu teplot od -80 °C do nefyziologickych teplot pres 40 °C.
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Obrazek 7. Priklady hodnoceni termogram pylu bramboru odrid (A) Magda, (B) Vlasta, (C) Nancy, (D) Jasmina,
(E) Nautilus a (F) genotypd Jasmina, Jindra, Magda a novoslechténi R13.534/12. Standardni hodnoceni piku
endotermy (tani) pti ohfevu vzorku. Na kfivkach jsou vyznaceny termické efekty: krystalizace, tani a skelny
prechod.
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D. KONTROLA HYDRATACE PYLU

Obsah vody ve vzorcich pylu se stanovi gravimetricky. Pfed méfenim DSC se stanovi ¢erstvda hmotnost pylu, po
méreni se vzorky vloZi do susarny nastavené na teplotu 105 °C po dobu 5-7 dni. Pak se vzorky pfemisti do
exikatoru s vysusenym silikagelem pro vytemperovani vzorku a nasledné se provede zvazeni susiny vzorkd.
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Obrazek 8. Pritomnost krystalické vody (mo) v pylu bramboru, (m) bez pfitomnosti a (o) pfi soucasné
pfitomnosti skelného pfechodu v zavislosti na obsahu vody.
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Obrazek 9. Pritomnost skelného prechodu (0) a teploty tani (mo) ve vzorcich pylu, (m) bez pfitomnosti a (0)
pfi soucasné pritomnosti skelného prechodu v zavislosti na obsahu vody.
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Z rozdilu hodnot hmotnosti cerstvého pylu a pylu vysuseného v susarné se stanovi plivodni obsah vody ve
vzorcich pylu. Obsah vody v pylu bramboru se pohybuje v rozmezi 0,1 az 0,6 g vody na 1 g susiny. Kolisani
obsahu vody v jednotlivych vzorcich pylu bramboru vysvétluje rovnéz variabilitu ve fertilité cerstvé
sklizeného pylu. Pokud je obsah vody vyssi nez 0,28 dochazi pfi poklesu teploty ke krystalizaci vody (Obr. 8),
coz se projevi pfitomnosti exotermy pfi méfeni DSC. Pfi nizSim obsahu vody neZ 0,28 je detekovan skelny
prechod (Obr. 9). Pfi vysokém obsahu vody, ktery je indikovan pti méreni DSC pritomnosti izoterm, je nutné
snizit obsah vody pomaoci jejich vysuseni nad nasycenym roztokem Ca(NO3)2 (46% RH) nebo MgCl2 (33% RH)
pfi 23 °C (Obr. 10). Doba do dosaZeni rovnovazného stavu (nedochazi ke zménam hmotnosti vzorku) trva
nékolik hodin az nékolik dni podle pocatecniho obsahu vody a mnoZstvi vzorku. Po dehydrataci je nutné
ovérit méreni termickych charakteristik pomoci DSC pro detekci exotermy nebo naopak skelného prechodu
(Obr. 11).

Obrazek 10. Dehydratace pylu nad nasycenym roztokem soli.
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Obrazek 11: Priklad termogramu vhodné ptipraveného pylu bramboru pro jeho kryoprezervaci (odridy
‘Stilletto’, "Valfi’). Na kazdé kfivce pfi ohfevu vzorku jsou vyznaceny (zleva doprava) teploty charakterizujici
pocatek skelného prechodu, tzv. onset, stfedni hodnota definovana jako stfedni vyska efektu (H), ddle tzv. endset

a konec skelného prechodu.
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E. UCHOVANIi PYLU BRAMBORU V KAPALNEM DUSIKU

Kryoprezervace pylu

Vzorky pylu lze uchovdvat v podminkach kryoprezervace ve dvou typech nadob: ve stéblech nebo v
kryozkumavkach. V pfipadé bramboru je obvykle k dispozici pomérné malé mnozstvi pylu, a tak je pomérné
efektivni uchovani pylu ve stéblech, ale neni vylouceno ani jeho uchovani v kryozkumavkach. Za pomoci vyvévy
se pyl naseje do stébel a nasledné se stéblo uzavie na obou stranach zatavenim, aby nedochdzelo ke kontaktu
pylu s kapalnym dusikem. Pfi vybéru kryozkumavek je nutné vybirat ty se silikonovym tésnénim, aby dostatecné
tésnily a nedochazelo k pronikani kapalného dusiku do kryozkumavek nebo naopak k uvolfiovani pylu do okoli
nadobek, kdy by mohlo dojit ke kontaminacim skladovanych vzork( pylu ziskanych od jinych genotyp(.

Pti praci s kapalnym dusikem je nutné zéroven dodrZovat pravidla bezpecnosti a pouZivani ochrannych pomdcek,
protoZe hrozi riziko popaleni v pfipadé kontaktu kapalného dusiku s pokozkou, riziko exploze kryozkumavky pfi
nahlé zméné tlaku zplsobené zménou skupenstvi dusiku nebo riziko hypoxie pfi poklesu podilu kysliku ve
vzduchu v disledku odparu velkého mnoZstvi kapalného dusiku.

Obrazek 12: Priprava vzorkd pylu bramboru pro jejich kryoprezervaci. Pyl je umistén do plastovych stébel (vlevo),
zatavi se u nich oba konce a patficné oznadi (zde s vyuZitim ¢arového kddu). Pripravené vzorky se vloZi do
kapalného dusiku (uprostied) a poté se uloZi do Dewarovy nadoby (vpravo).

Odtani pylu a desikace vzorku

K odtati pylu z podminek kryoprezervace dochazi tak, Ze kryozkumavky s pylem jsou vyjmuty z kapalného dusiku
a umistény do exikatoru s dehydratovanym silikagelem na pfiblizné 60 minut. Béhem této doby se kryozkumavky
a jejich obsah ohfeji na pokojovou teplotu, ¢imz se eliminuje riziko kondenzace vzdusné vlhkosti na povrsich a
znehodnoceni pylu. Pyl je poté uchovavan v chladu v uzavieném obalu az do jeho dalsiho vyufZiti.

F. VYUZITi PYLU PRI KRiZENi BRAMBORU

Kfizenim se rozumi zdmérné opyleni rostlin materského genotypu pylem vybraného otcovského genotypu. V
kvétenstvi se odstrani vSechny rozkvetlé kvéty. A ponecha se 5—7 poupat, ostatni se odstrani. Kastrace kvét( neni
nutna u genotypd, o kterych se bezpedné vi, Ze jsou Uplné bez pylu anebo, Ze maiji pyl sterilni. Pro jistotu ve vSech
pfipadech radéji provadime kastraci vSech prasnikd z poupat urcenych ke kfizeni. U rostlin materskych genotypt
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je tfeba provést kastraci prasnik( v kvétech pred jejich zranim, aby nedoslo k nekontrolovanému opyleni. Na
blizny se preparacni jehlou nanese pyl.

Vytvorené bobule jsou vloZeny do sacku ze silonového Upletu, aby v pfipadé odlomeni nedoslo k jejich ztraté. Po
vytvoreni bobuli je izolat odstranén. Brambor je heterozygotni rostlina, proto potomstva vykazuji Sirokou
variabilitu. Ze semen jsou po ukonéeni jejich dormance na jafe nasledujiciho roku ve sklenikovych podminkach
vypéstovany mladé rostliny bramboru. V potomstvech jsou vybirany nejlepsi rostliny, které jsou namnozeny a

hodnoceny.

Obrazek 13: Odstranéni prasnikd z kvétl bramboru pro zabranéni samoopyleni (vlevo). Bobule bramboru v sacku
ze silonového Upletu (uprostied). Semena bramboru vznikla z kfiZzeni pfipravena pro vysev semenackl (vpravo).

Nové navrzend metodika kryoprezervace je origindlnim postupem, ktery dosud nebyl dfive popsan ani vyuzivan

u kulturnich plodin v Ceské republice. Nova metodika kryoprezervace pylu bramboru pfinasi aktuaini poznatky
vyzkumu a Iépe a presnéji definuje hodnoceni pylu bramboru pred jeho kryoprezervaci. Tato novd metoda
umoznuje mnohem lépe a operativnéji pracovat s genetickymi zdroji pfi Slechténi bramboru. Kromé vyssi
operativnosti pfi kfizeni odrdd bramboru s odliSnou dobou kveteni, tato metoda zajistuje vyssi jistotu a lepsi
planovani Slechtitelského procesu. To je dlleZité vzhledem k variabilité pti ziskani dostatecného mnoZstvi
kvalitniho pylu pro kfiZeni, jenZ je pFi pouZiti klasickych postupl kfizeni silné ovlivnén pribéhem rocniku s
ohledem na prlbéh vegetace a metodologickych podminek. Termicka analyza umoznuje stanovit naprosto
exaktné pritomnost fazovych prechodu v pylu, souvisejicich se zménou skupenstvi z kapalné do pevné faze. Lze
tak jednoznacné detekovat pfitomnost volné vody, u které je enormni riziko tvorby ledovych krystald pfi
kryoprezervaci nebo dokonce i pfi odtavani pylu z kapalného dusiku. Tento obsah volné vody Ize pomoci termické
analyzy i presné kvantifikovat na zdkladé mnoZstvi energie souvisejici s fazovym prechodem. Tato informace je
velmi daleZita pro posouzeni stavu pylu a pro navrZeni nasledujiciho postupu dehydratace pylu a pro dosazeni
optimalnich podminek pro dlouhodobé bezpecné skladovani pylu v kapalném dusiku.

Budoucim uzivatelem nové metodiky kryokonzervace pylu bramboru je Vesa Velhartice a.s., soukroma firma
zabyvajici se slechténim novych odrid bramboru. Tato novd metoda umoziuje efektivnéjsi vyuZiti genetickych
zdroji bramboru pfi Slechténi novych odrid. Vyhodou této metody je predevsim omezeni ro¢nikové variability v
produkci pylu bramboru u nékterych odrid a také prekonani bariéry ve Slechténi pfi vyuZiti rodi¢t s rozdilnou
podminek, bez rizika jakychkoliv zmén v uchovavaném materidlu, véetné starnuti a ztraty Zivotnosti. Tato metoda
muzZe byt vyuZita i na zahranicnich pracovistich, které se zabyvaji obdobnou problematikou (Ballesteros a Waters
2007).

[
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Naklady na zavedeni postupl uvedenych v metodice zavisi na tom, jestli se zavadi nové cely provoz nebo se pouze
implementuje tato metodika do stavajicitho provozu. V pfipadé, Ze laborator jiz postup diferencni skenovaci
kalorimetr a metodu kryokonzervace vyuziva, jsou naklady na zavedeni nové metodiky nulové.

Naklady na zavedeni celého provozu jsou nasledujici:

Diferencni skenovaci kalorimetrie

Diferenc¢ni skenovaci kalorimetr 2 000 tis. K¢
Analytické vahy 120 tis. K¢
Horkovzdusna susarna 30 tis. K¢
Celkem 2 150 tis. K¢
Mikroskopie

Laboratorni mikroskop 40 tis. K¢
Digitalni kamera 10 tis. K¢
Celkem 50 tis. K¢

Kryoprezervace

Dewarova nadoba na kapalny dusik 27 tis. K¢
Dewarova nadoba na uchovani vzorkl v kapalném dusiku 120 tis. K¢
Celkem 147 tis. K¢

Spotirebni material

Sklo cca 10 tis. K¢
Plasty cca 12 tis. K¢
Chemikalie cca 35 tis. K¢
Pinzety apod. cca 5 tis. K¢

Celkem cca 62 tis. K¢
Celkova cena za zavedeni metodiky 2 409 tis. K&

Z uvedeného prehledu je patrné, ze zavedeni nové metodiky kryokonzervace pylu bramboru pfesahuje 2 000 tis.
K¢, pokud se zavadi cely novy postup, ale pokud se vyuzije stavajici zafizeni v nékteré ze zavedenych laboratofi,
tak jsou naklady spojené pouze se spotfebnim materidlem, tj. provozem diferencniho skenovaciho kalorimetru —
méfici panvicky, plynny dusik, ddle barvicky pro vitdIni barveni a spotfeba kapalného dusiku v Dewarovych
nadobdch a osobni naklady v fadech nékolika tis. K¢ na genotyp za rok, v zavislosti na mnoZstvi uchovavaného
materialu.

Ekonomicky pFinos pro uZivatele

Ekonomicky pfinos spociva zejména v tom, Ze diky této metodice neni nutné kazdorocné péstovat otcovské
genotypy bramboru pro potfeby kfiZeni, coZ vede k Uspore nakladl spojenych se zakladanim kultur a kultivaci
otcovskych genotypl bramboru vcéetné pfislusnych agrotechnickych zasah(. V jednom roce Ize s vyuZitim této
metodiky napéstovat otcovské rostliny, sklidit veskery pyl a po kontrole jeho kvality jej uloZit do kapalného
dusiku. V pfipadé potreby Ize odtat jen potfebné mnozstvi pylu vybraného genotypu ve vhodném terminu a tento
postup lze opakovat dle potfeby v riznych letech aZ do spotfebovani celého objemu skladovaného pylu od
pfislusného genotypu. V zavislosti na intenzité kfizeni a vlastnostech otcovského genotypu Ize snizit frekvenci
kultivace otcovskych genotyp v polnich podminkach a tim i pfislusné naklady pfiblizné na jednu desetinu. | kdyz
je stale nezbytné otcovské genotypy udrzovat napftiklad pomoci in vitro kultur nebo kryoprezervace, naklady na
jejich uchovani jsou pfiblizné v Urovni 50 % s jejich kultivaci v polnich podminkach.
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