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Metodika kryoprezervace pylu chmele pro jeho vyuziti ve Slechtitelském procesu

Metodika definuje novy postup kryoprezervace pro dlouhodobé uchovani pylu genetickych zdroji chmele
Humulus lupulus L. s vyuZitim termické analyzy pro identifikaci a kvantifikaci fazovych prechod(. Pritomnost a
typ fazovych prfechod( souvisi s pfitomnosti vody v pylu, a pfedevsim s podilem frakce tzv. volné vody, ktera
muZe krystalizovat pfi kryoprezervaci a potencialné zpUsobit poskozeni skladovaného pylu. Pfesné;jsi informace
o stavu pylu a jeho vhodnosti pro kryoprezervaci umoznuje diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, kterd umoznuje
stanoveni pfitomnosti fazovych prechod(l prvniho ¢i druhého fadu, a teploty téchto termickych efektd. Vitalita
pylu je stanovena pomoci vitalniho barveni a fertilita prostfednictvim testu fertility pylu po kryoprezervaci na
samicich rostlinach. Pfinosy metodiky souvisi s ukoncenim udrZovani otcovskych genotypl chmele pro potreby
krizeni v polnich podminkach, ¢imz dojde k Uspore, ktera souvisi se zakladanim kultur a kultivaci otcovskych
genotypl chmele véetné pfrislusnych agrotechnickych zdsahl. Metodika eliminuje nejistotu, ktera souvisi s
ro¢nikovou variabilitou v produkci pylu a pfipadné rozdily v dobé kveteni rodicovskych rostlin. V ptipadé
planovaného kfizeni Ize odtat ve vhodném terminu potfebné mnozstvi pylu vybraného genotypu chmele bez
nutnosti péstovani otcovského genotypu a vyuzit jej ve Slechtitelském procesu.

Klicova slova: Diferencni skenovaci kalorimetrie; Humulus lupulus, L.; kryokonzervace; kfizeni; termicka analyza

Methodology for cryopreservation of hop germplasm collection

The methodology defines a new cryopreservation procedure for the long-term preservation of pollen of the
genetic resources of the hop Humulus lupulus L. using thermal analysis for the identification and quantification
of phase transitions. The presence and type of phase transitions is related to the presence of water in the pollen,
and above all to the share of the so-called free water fraction, which can crystallize during cryopreservation and
potentially cause damage to the stored pollen. More precise information about the state of the pollen and its
suitability for cryopreservation is made possible by differential scanning calorimetry, which enables the
determination of the presence of phase transitions of the first or second order, and the temperature of these
thermal effects. Pollen vitality is determined using vital staining and fertility using a pollen fertility test after
cryopreservation on female plants. The benefits of the methodology are related to the fact that it is not necessary
to grow paternal hop genotypes every year for the needs of crossing, which results in savings related to the
establishment of cultures and the cultivation of paternal hop genotypes, including the relevant agrotechnical
interventions. In addition, annual variability in pollen production and possible differences in the flowering time
of the parent plants are eliminated. In the case of planned crossing, the necessary amount of pollen of the
selected hop 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; Humulus lupulus L.; thermal
analysis
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METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU CHMELE

Cilem metodiky je definovat novy postup kryoprezervace pro dlouhodobé uchovani pylu genetickych zdroji
chmele Humulus lupulus L. s vyuZitim termické analyzy pro identifikaci a kvantifikaci fazovych prechodd.

1) PRINCIP METODY

Podstatou této metodiky je uchovani pylu pfi teploté bodu varu kapalného dusiku (-196 °C), kdy se rostlinny
materidl nachazi v tzv. skelném stavu (Benson 2008). Skelny stav je amorfni pevna faze hmoty, ktera umoznuje
uchovani rostlinného materidlu ve stabilnim a funkénim stavu. Dalsi dlleZitou podminkou bezpeéného uchovani
vzorkl je zamezeni tvorby ledovych krystal(, které letalné poskozuji uloZzeny materidl (Day et al. 2008). Prvnim
krokem, kterym lze kontrolovat bezpecné uchovani pylu pfi teploté kapalného dusiku je stanoveni obsahu vody.
Presnéji Ize podminky kryoprezervace kontrolovat s vyuZitim termické analyzy, ktera umoznuje méreni fazovych
prechodl pfi poklesu teploty. Lze detekovat krystalizaci vody, ktera material poskozuje, nebo skelny prechod,
ktery zachovava originalni usporadani a funkci Zivého rostlinného materialu. Krystalizace vody a tvorba ledu vidy
souvisi s pfitomnosti tzv. volné vody, kterd neni vazana na bunécné struktury. Na zakladé informaci ziskanych
z termické analyzy lze upravit obsah vody ve vzorcich tak, aby byly navozeny optimalni podminky pro
kryoprezervaci, umoznujici 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, digitalni 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

Samotna metoda neni pfili§ narocna na potrebné chemikalie:



Chladici a skladovaci medium

Kapalny dusik

Desikant

Silikagel

Vitalni barveni

Fyziologicky roztok
Destilovand voda
Etanol

Lugollv roztok
Neutrdlni ¢erven

C. DROBNE PoMUCKY

METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU CHMELE

Nasledujici pomlicky jsou potfebné pro realizaci metody kryokonzervace chmele:

Zkumavky pro odbér pylu

Stojanek na kryozkumavky

Kryozkumavky 1,8 ml

Polystyrénovy dzban 1L

Pinzeta, skalpel, Spachtle, preparacni jehla

D. PRIPRAVA SILIKAGELU PRO DEHYDRATACI PYLU

Pro dehydratace pylu chmele jsou pouzZity sklenéné nadobky (200 ml) s 50 mg vysuseného sterilniho silikagelu.

Silikagel je suSen dva dny v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 170 °C.

3) POSTUP KRYOPREZERVACE PYLU CHMELE

Pro vétsi prehlednost Ize cely postup kryoprezervace pylu chmele rozdélit na ¢tyri faze anebo podrobnéji na
devét dil¢ich krok(:

A.

Sam¢i rostliny chmele a odbér pylu

1. Samdirostliny chmele

2. Odbér pylu

Hodnoceni kvality pylu chmele

3. Termicka analyza pylu

4. Stanoveni obsahu vody v pylu

5. Hodnoceni vitality pylu

Uchovani pylu chmele v kapalném dusiku
6. Kryoprezervace pylu

7. Odtani pylu a desikace vzork(
Vyuiziti pylu pfti kfizeni chmele

8. Opylovani samicich rostlin chmele
9. Hodnoceni fertility pylu
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A. SAMCi ROSTLINY CHMELE A ODBER PYLU

1) Samdirostliny chmele

Vyskyt samcich rostlin (Obr. 1) v blizkosti produkcnich chmelnic zplsobuje jejich opyleni a tim vznik nezadoucich
semen v samicich hlavkach. Semena obsahuji velké mnoizstvi lipidQ, které negativné ovliviiuji pénivost piva. V
soucasné dobé pivovary preferuji chmelové hlavky bez semen. Proto v nejvétsSich chmelafskych oblastech na
svété jsou samdci rostliny systematicky z porostl odstrariovany. Pro Slechténi novych odrid jsou vSak samdi

rostliny nepostradatelné, je vSak nutné je péstovat oddélené od produkénich chmelnic.

Obrazek 1. Kvetouci samci rostlina chmele.
2) Odbér pylu

Z vybranych samdich rostlin je odebran pyl odstfihnutim pazoch( a jejich ponechdnim v nadobé s vodou do
druhého dne. Pod pazochy je umisténa papirova podlozka, na kterou se druhy den pyl opatrné vyklepe (Obr. 2).
Stéteckem jsou odstranény nedistoty a pyl je nasledné uchovavan ve zkumavce v chladu (Obr. 3).

Obrazek 2. Pazochy samdi rostliny chmele.
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Obrazek 3. Cerstvé ziskany pyl chmele a pFipraveny na dal3i pouZiti & uchovani.

B. HODNOCENI KVALITY PYLU CHMELE

3) Termicka analyza pylu

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je experimentalni metoda termické analyzy (Obr. 4), kterou Ize vyuZit
ke studiu tepelnych projevi fyzikdlnich déja probihajicich v materidlu. Tyto tepelné procesy Ize studovat jako
funkci teploty nebo ¢asu béhem definovaného teplotniho programu. V materidlech méze dojit k mnoha fazovym
zménam, které jsou doprovazeny bud uvolnovanim (exotermicka reakce) nebo spotfebou tepla (endotermicka
reakce). Fazové transformace prvniho druhu jsou spojeny s pfijetim nebo pfenosem tepla, coZ se projevuje jako
vrchol v experimentu DSC. Transformace druhého druhu nejsou spojeny s pfijetim ani odevzdavanim tepla
fazového prechodu, ale tepelnd kapacita materidlu se skokové méni, coz se v DSC projevuje jako nahla zména
zakladni linie zdznamu. V DSC experimentu se méfi rozdily mezi mnoZstvim tepla dodaného vzorku a
referenénimu vzorku béhem predem definovaného teplotniho programu (Obr. 5). Jako referenéni se pouZiva
inertni material (tj. materidl, ve kterém nedochazi k fazovym zménam ve zvoleném teplotnim rezimu), obvykle
prazdna hlinikova panvicka.

Obrazek 4. Diferencni skenovaci kalorimetr. Vlevo TA2920, uprostifed Q2000 a vpravo Multi-Sample X3 DSC od
firmy TA Instruments/WATERS (USA).

11
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Hodnoceni termogramu DSC
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Obrazek 5. Hodnoceni termickych efekt(l 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 zékladni méfené parametry — pocatek, stfedni hodnota/maximum, konec a plocha piku.

Odebrany pyl se pomoci malé Spachtle vlozi do méfici panvicky. MnoZstvi méreného pylu zaleZi na citlivosti
pfistroje a mnoZstvi vody v pylu. ProtoZe je obsah vody v pylu obvykle velice nizky, Ize doporucit spiSe vyssi
navazku a to 15-20 mg pylu na jedno méreni. Teplotni rozsah DSC méreni zaleZi opét na vlastnostech méreného
materidlu a mnoZstvi vody. Na zékladé zjisténych parametr( Ize konstatovat, Ze neni nutné méfit vzorky pylu do
teploty -80 °C a ve vétsiné pripadl na teplotu nizsi nez -60 °C. Tento poznatek je pomérné dulezZity z praktického
hlediska, protoze je mozné pii DSC méreni vyuZit chlazeni elektrické a neni potfeba disponovat drazsim zafizenim
vyuzivajicim kapalny dusik. ProtoZe jsou ziskané termogramy pomérné jednoduché a neobsahuji velké mnozstvi
efektll, které by se pripadné prekryvaly, postacuje pro méreni vzork(l standardni metoda DSC bez teplotni
modulace p¥i standardni rychlosti ohfevu a chlazeni 10 °C/min.

Na ziskaném termogramu je vyhodnocena pfitomnost exotermickych a souvisejicich endotermickych efekt(,
poptipadé skelného prechodu. Stanovena je predevsim pocatecni hodnota pikl, kterd se obvykle v termické
analyze oznacuje jako tzv. onset. Nasledny vypocet plochy pikl se pouziva k vypoctu podilu vody, u které doslo
ke krystalizaci/tani. V pfipadé absence zminénych pikl lze o¢ekavat detekci tzv. skelnych prechodd, které jsou
definované predevsim stfedni hodnotou a dale pocatkem a koncem efektu. Na zakladé zkusenosti z méreni pylu
v nékolika rocnicich (2019-2022) nebyla zjiSténa pritomnost zddného exotermického ani endotermického jevu,
které by odhalovaly pritomnost zmrzlé vody v mérenych vzorcich pylu u chmele. Ani u jednoho z testovanych
genotypU nebyla zjisténa pritomnost exotermickych ¢i endotermickych jevl, které by odhalovaly pfitomnost
zmrzlé vody (Obr. 6). Teplota skelného prechodu vzorkl pylu chmele se pohybuje v intervalu od pfriblizné -53 °C
do -5 °C bez ptitomnosti efekt krystalizace ¢i tani zmrzlé vody, které by signalizovaly problémy s Uspésnou
kryoprezervaci pylu chmele. Teplota skelného pfechodu se mirné lisi dle terminu odbéru a genotypu a pohybuje
se v rozmezi hodnot od -53 do +15 °C. Uvedené krajni hodnoty jsou spiSe vyjimecné a naprosta vétsina strednich
hodnot skelného prechodu se pohybuje v relativné uzkém intervalu -34 az -19 °C, pficemz délka teplotniho
intervalu skelného prechodu se pohybuje v rozmezi 10 az 14 °C. U vétSiny mérenych vzorku Ize skelny prechod

12
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Obrazek 6. Priklady termogramu pylu a jejich hodnoceni u vybranych genotypt chmele (A) 31/239°,

"12/00’,

'15/01°, '86/04°, "18/07", "12/06" odebranych k analyze v roce 2019 a (B) genotypu '86/04" odebraného v letech
2020 a 2021 (B). Na kaZdé krivce jsou vyznaceny (zleva doprava) teploty charakterizujici pocatek skelného
prechodu, tzv. onset, stfedni hodnota definovana jako stiedni vyska efektu (H), dale tzv. endset a konec skelného

prechodu.
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proto ocekdvat v intervalu teplot od -30 az -25 °C. Stfedni hodnota skleného prechodu je obvykle pfi teploté vyssi
nez -45 °C. Spise vyjimecné Ize objevit skelny pfechod pfi vyssi teploté (+10 a +15 °C), coZ souvisi s vy$si mirou
dehydratace vzorkd pylu.

4) Stanoveni obsahu vody v pylu

Obsah vody ve vzorcich je stanoven vazenim u vzorkl pylu, které se pripravuji pro méreni termickych vlastnosti
pomoci DSC. Pfed méfenim DSC se stanovi ¢erstvda hmotnost pylu, po méreni se vzorky vloZzi do susarny nastavené
na teplotu 105 °C po dobu 1 tydne. Potom se vzorky prenesou do exikatoru s vysusenym silikagelem pro
vytemperovani vzorku a nasledné se provede zvazeni susiny vzorkU. Z rozdilu hodnot hmotnosti Cerstvého pylu
a pylu vysuseného v susarné se stanovi ptivodni obsah vody ve vzorcich pylu. Obsah vody, ktery se vypocte na
zakladé znalosti Cerstvé hmotnosti pylu, susiny pylu a stanoveného obsahu vody ve vzorcich, se pohybuje
v rozmezi 0,1 az 0,3 g vody na 1 g susiny.

V pripadé, Ze obsah vody ve vzorku je pfilis vysoky, coz se projevi pfitomnosti exotermy spojené s krystalizaci
vody ve vzorcich pfi méfeni DSC, je nutné snizit obsah vody pomoci jejich vysuseni napf. nad dehydratovanym
silikagelem (Obr. 7) po dobu nékolika desitek minut az nékolika hodin, v zavislosti na pocatecnim obsahu vody.
Pyl se pro dehydrataci pfesype na Petriho misku pro zvyseni relativniho povrchu a rychlejsi a rovhomérné;jsi
dehydrataci vzork( pylu. Po dehydrataci je nutné opakovat méreni termickych charakteristik pomoci DSC pro
detekci exotermy nebo naopak skelného prechodu a nasledné stanovit obsah vody.

22+1°C

Obrazek 7. Dehydratace pylu nad silikagelem.

5) Hodnoceni vitality pylu

Kontrola vitality pylu se provadi prostrednictvi tzv. vitdlniho barveni. Princip vitdlniho barveni je, Ze barvivo
specificky barvi pouze Ziva a vitalni pylova zrna a v pfipadé poskozeni pylu se intenzita barveni pylu sniZuje a
nezivy pyl neni obarveny vibec. V nasich podminkach se osvédcily dva zpUsoby vitalniho barveni, a to s vyuZzitim
Lugolova roztoku (Obr. 8) nebo Neutralni ¢ervené (Obr. 9). Nasledné je vhodné provést porizeni mikroskopickych
snimkd obarveného pylu pomoci digitalni kamery a pfislusného softwaru pro nasledné hodnoceni vitality,
protoZe neni praktické pocitat podil vitalnich ¢i defektnich zrn v Zivém obraze a také je vhodné pofizeni zaznamu
hodnoceného materidlu pro ucely zaznamu. Ndasledné je stanoven podil defektnich pylovych zrn, které se
vyznacuji deformaci povrchu pylu a absenci barvy pouZitého vitalniho barviva. U Cerstvych vzorkl pylu chmele
obvykle podil defektnich pylovych zrn tvori méné nez 5 % z celkového poctu pylovych zrn.

Vitalitu pylu Ize hodnotit jak pfed jeho kryoprezervaci, tak po kryoprezervaci; rovnéz tak je mozné kontrolovat
vitalitu Cerstvého pylu v pfipadé kratkodobého skladovani v chladnic¢ce pred jeho aplikaci pfi kfizeni. V pfipadé
dlouhodobého uchovani pylu v nevhodnych podminkach vitalita pylu chmele klesa (Obr. 9). To je patrné i pfi
pozorovani zmén fyzikalnich vlastnosti pylu chmele — pyl hrudkovati a méni barvu z jasné zluté do tmavsich
odstind.
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Obrazek 8. Mikroskopické snimky pylu chmele (A) 18/08, (B) P 57, (C) Sm21 H12 26/163, (D) 86/4 po obarveni

pomoci Lugolova roztoku. Cerné Usecky reprezentuji 50 pm, ¢erné Sipky oznacuji neobarvend a deformovana
zrna, predstavujici poSkozeni pylu a ztrdtu Zivotaschopnosti.
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Obrazek 9. Mikroskopické snimky pylu chmele (A) genotyp P57 z roku 2022, ktery byl uchovdvan v exikatoru pfi

pokojové teploté, genotyp 86/4 z roku 2020 (B), stejny genotyp z roku 2021 (C) uchovavany pomoci
kryokonzervace v kapalném dusiku a ¢erstvy pyl genotypu 86/4 z roku 2023 (D). Cerné Gsecky reprezentuji 50
um, cervené vybarvend jsou plné Zivotaschopna pylovd zrna, svétleji obarvena zrna znadi snizeni
Zivotaschopnosti, neobarvena a deformovana zrna znamenaji poskozeni pylu a ztratu Zivotaschopnosti.
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C. UCHOVANI PYLU CHMELE V KAPALNEM DUSIKU

6) Kryoprezervace pylu

Vzorky pylu mohou byt v podminkach kryoprezervace uchovavany ve dvou typech nadob: v kryozkumavkach a
ve stéblech. V pfipadé chmele je obvykle k dispozici dostate¢né mnozstvi pylu, a tak je pomérné efektivni
uchovani pylu v kryozkumavkach. Pri vybéru kryozkumavek je nutné dbat prisné na to, aby kryozkumavky
dostatecné tésnily a nedochdzelo 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 genotypd.
Tésnost kryozkumavek je zabezpecena obvykle pritomnosti silikonového tésnéni. Vzhledem ktomu, Ze
kryozkumavky obsahu vzdy urcité mnozstvi vzduchu, tak maji tendenci plavat na hladiné kapalného dusiku.
S timto je nutné poditat pfi umistovani kryozkumavek do plastovych krabicek, které jsou opatfeny pouze nizkymi
trny a nebrani zkumavkam k opusténi krabicky, pokud je preplnéna dusikem.

Pti praci s kapalnym dusikem je nutné zaroven dodrZovat pravidla bezpecnosti a pouzivani ochrannych pomfcek,
protoZe hrozi riziko popdleni v pfipadé kontaktu kapalného dusiku s pokoZkou, riziko exploze kryozkumavky pfi
nahlé zméné tlaku zplUsobené zménou skupenstvi dusiku nebo riziko hypoxie pfi poklesu podilu kysliku ve
vzduchu v dlsledku odparu velkého mnozZstvi kapalného dusiku.

7) Odtani pylu a desikace vzorku

Odtani pylu probiha vyjmutim kryozkumavek z kapalného dusiku a jejich umisténim do exikdtoru
s dehydratovanym silikagelem na dobu pfiblizné 60 minut, kdy dojde k ohFati kryozkumavky a jejiho obsahu na
pokojovou teplotu. Tim se eliminuje riziko kondenzace vzdusné vihkosti na povrsich a znehodnoceni pylu. Pyl je
dale uchovavan v chladu v uzavieném obalu aZz do jeho dalSiho vyuziti.

D. VYUZITi PYLU PRI KRIZENi CHMELE

8) Opylovani samicich rostlin chmele

Pred tvorbou blizen (Obr. 10) je nutné ¢ast chmelové rostliny zaizolovat (Obr. 11), aby nedoslo k opyleni
nezddoucim pylem. Kfizenim chmele se rozumi zdmérné opyleni samicich rostlin pylem vybrané samdi rostliny.
V dobé vytvoreni blizen v izolatorech se pyl vnese do izolatoru. Optimalni je tento proces 2x aZ 3x opakovat,
pri¢emz izolator je stdle uzavieny az do doby vytvoreni chmelovych hlavek.

Po vytvoreni chmelovych hlavek, které po opyleni obsahuji semena, je izolat odstranén (Obr. 12). Chmel je vysoce
heterozygotni rostlina, proto potomstva vykazuji Sirokou variabilitu. Ze semen jsou po ukonceni jejich dormance
na jare nasledujiciho roku ve sklenikovych podminkach vypéstovany mladé rostliny chmele. V potomstvech jsou
vybirdny nejlepsi rostliny, které jsou namnoZeny a hodnoceny.

16



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU CHMELE

Obrazek 10. Kvét samicich rostlin ve fazi butonizace, pred tvorbou blizen.

Obrazek 11. Izolace kvétenstvi samicich rostlin chmele pouZitych pro kfizeni.
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Obrazek 12. Odstranovani izolatoru po dozrani opylenych hlavek.

9) Hodnoceni fertility pylu

Po vytvoreni chmelovych hldvek jsou izolatory odstranény a
chmelové hlavky se semeny jsou sklizeny ve fyziologické zralosti, tj.
na prelomu zafi a fijna. Sklizené chmelové hlavky jsou suseny
pfirozenym zplisobem na suchém misté, aby se zamezilo poskozeni
semen. Semena se ze suchych hlavek oddéli ruéné a vycisti (Obr. 13).
Do vysevu na jare nasledujiciho roku jsou uchovana v mrazicim boxu
pfi teploté -7 °C.

Obrazek 13. Semena chmele vznikla z kfizeni kryoprezervovaného pylu.

Fertilitu pylu hodnotime na zakladé poctu ziskanych semen a jejich velikosti — hmotnosti tisice semen (HTS) (Tab.
1). Je patrné, Ze kvalita semen ziskanych s vyuZzitim pylu po kryoprezervaci nezaostava ve srovnani se semeny
ziskanymi z Cerstvého pylu. Rozdil v poctu ziskanych semen mdzZe byt ovlivnén i objemem pylu, ktery byl odtan
z podminek kryoprezervace.
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Tabulka 1. Priklad hodnoceni fertility pylu a Uspésného kfizeni po jeho kryoprezervaci ve srovnani s Cerstvé
sklizenym pylem.

Datum
HTS
? g . e
1. 2. Protrieni Ziskanych | (g)
Zaizolovani | opyleni | opyleni | izolace | Sklizeno | semen ks

5571 |86/4 Cerstvyr. 2022 1.8. 9.8. 12.8. 29.8. 10.10. 1027 3,3
5571 |86/4 zmrazeny r. 2022 2.8. 9.8. 12.8. 29.8. 10.10. 76 3,16
5571 |86/4 zmrazenyr.2021 |31.7. 9.8. 12.8. 29.8. 10.10. 9 3,33
5571 |86/4 zmrazenyr.2020 |1.8. 9.8. - 29.8. 10.10. 7 4,29

Nové navrzend metodika kryoprezervace je origindlnim postupem, ktery dosud nebyl dfive popsan ani vyuzivan
u kulturnich plodin v Ceské republice. Nova metodika pfinasi aktualni poznatky vyzkumu, &imz lépe a presnéji
definuje hodnoceni pylu chmele pred jeho kryoprezervaci. Umoziiuje tak mnohem lépe a operativnéji pracovat
s genetickymi zdroji pfi Slechténi chmele. Kromé vyssi operativnosti pfi kfizeni odriid chmele s odliShou dobou
kveteni je tfeba poukdzat i na vyssi jistotu a lepSi planovani Slechtitelského procesu, vzhledem k variabilité
pfi ziskani dostatecného mnozstvi kvalitniho pylu pro kfizeni, jenz je pfi pouZiti klasickych postupt kfizeni silné
ovlivnén pribéhem rocniku s ohledem na pribéh vegetace a metodologickych podminek. Termicka analyza
umoznuje naprosto exaktné pritomnost fazovych prechodi v pylu, souvisejicich se zménou skupenstvi z kapalné
do pevné faze. Lze tak jednoznacné detekovat pritomnost volné vody, u které je enormni riziko tvorby ledovych
krystall pti kryoprezervaci nebo dokonce i pfi odtavani pylu z kapalného dusiku. Tento obsah volné vody Ize
pomoci termické analyzy i pfesné kvantifikovat na zakladé mnoZstvi energie souvisejici s fazovym prechodem.
Tato informace je velmi dlleZita pro posouzeni stavu pylu a pro navrZeni nasledujiciho postupu dehydratace pylu.
Termickd analyza mUZe odhalit pfitomnost a teplotu fazového prechodu klicového pro Gspésnou kryoprezervaci,
a to skelného prechodu. Skelny stav je dikazem dosaZeni optimalnich podminek pro dlouhodobé bezpecné
skladovani pylu v kapalném dusiku. Teplota skelného prechodu pak definuje teplotu, pfi které lze pyl bezpecné
uchovavat, aniz by doslo k jeho poskozeni.

Uzivatelem metodiky kryokonzervace je Svaz péstiteli chmele Ceské republiky, ktery sdruiuje péstitele a
$lechtitele chmele v Ceské republice. Tato nova metodika umozni efektivnéjsi vyuziti genetickych zdroji chmele
vyuzivanych pfi Slechténi novych odrid. Vyhodou je predevsim omezeni roc¢nikové variability v produkci pylu
chmele u nékterych odriid a také prekonani bariéry ve Slechténi pfi vyuZiti rodicl s rozdilnou dobou kveteni.
Nova metodika umozZni bezpecnéjsi zplsob uchovani pylu chmele za presné definovanych podminek, bez rizika
jakychkoliv zmén v uchovdvaném materialu véetné starnuti a ztraty Zivotnosti. Metodika miZe byt vyuZita i na
zahranicnich pracovistich, které se zabyvaji obdobnou problematikou (Reed 2001, Reed et al. 2003, Ellis a
Jenderek 2008) v USA.



METODIKA KRYOKONZERVACE PYLU CHMELE

Naklady na zavedeni postupd uvedenych v metodice zavisi na tom, jestli se zavadi nové cely provoz nebo se pouze
implementuje tato metodika do stavajiciho provozu. V pfipadé, Ze laborator jiz postup diferen¢ni skenovaci
kalorimetr a metodu kryokonzervace vyuzivd, jsou naklady na zavedeni nové metodiky nulové.

Naklady na zavedeni celého provozu jsou nasledujici:

Diferencni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetr 2 000 tis. K¢
Analytické vahy 120 tis. K¢
Horkovzdu$na 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 vzork( 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 chmele presahuje 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 —
mérici panvicky, plynny dusik, dale barvicky pro vitalni barveni a spotfeba kapalného dusiku v Dewarovych
nadobach a osobni naklady v radech nékolika tis. K¢ na genotyp na rok, v zavislosti na mnoZstvi uchovavaného
materialu.

Ekonomicky pfinos pro uZivatele

Ekonomické aspekty této metodiky souvisi predevsim stim, Ze neni nutné kazdorocné péstovat otcovské
genotypy chmele pro potteby kfizeni, ¢imZ dojde k Uspore, ktera souvisi se zakladanim kultur a kultivaci
otcovskych genotypl chmele véetné pfislusnych agrotechnickych zédsahd. S vyuzitim této metodiky je mozné
v jednom roce napéstovat otcovskeé rostliny, sklidit veskery pyl a po kontrole jeho kvality jej ulozit do kapalného
dusiku. V pfipadé potreby Ize odtat ve vhodném terminu jen potfebné mnozZstvi pylu vybraného genotypu a tento
postup lze opakovat dle potreby v rlznych letech aZ do spotfebovéni celého objemu skladovaného pylu od
pfislusného genotypu. Ten je pak nezbytné opét vysadit pro sklizern a uloZeni do kapalného dusiku. Lze
odhadnout, Ze v zavislosti na intenzité ktizeni a vlastnostech otcovského genotypu lze snizit frekvenci kultivace
otcovskych genotypl v polnich podminkach a tim i prislusné naklady priblizné na jednu desetinu. | kdyz je stale
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nezbytné otcovské genotypy udrZovat naptiklad pomoci in vitro kultur nebo kryoprezervace, jsou naklady na
jejich uchovani pfiblizné v Urovni 50 % s jejich kultivaci v polnich podminkach.
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