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Uchovani genetickych zdroju
Ztrata genetickych zdroju je nenahraditelna.
- plvodni rostlinné druhy - vyskyt v prirozenych

ekosystémech - jejich ohrozeni je urceno podle
miry ohroZeni téchto ekosystému.

- vyslechténé kultivary - udrzovaci Slechténi je
pracné a nakladne
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Uchovani genetickych zdroju

Uchovani semen = nejbéznéjsi a nejstarsi metoda

Vegetativni organy - hlizy, koreny, cibule, rizky



g

Uchovani genetickych zdroju:
A. semena
Uchovadni semen klasicky = pri normalni teploté
(max. 1 - 5 let)

Semenné banky = uchovani semen na delSi dobu
(pri - 20°C)

ortodoxni semena - prezivaji shizeni obsahu vody
na 5-10%

rekalcitrantni semena - dehydratace nesmi
klesnout pod limit 12 -30% C——>  nelze
skladovat pod 0°C, tropické druhy pod 10°C

(kavovnik, kakaovnik, kokosova palma, kaucukovnik,
z nasich: dub, buk, jirovec, kastanovnik)
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Uchovani genetickych zdroju:
B. vegetativni organy

uchovavani vegetativnich organi

(hlizy, koreny, cibule, rizky - brambory, cesnek,
réva, bataty, bananovnik, )

rizika:

» choroby (houbové, virozy)

- Skudci

+ nepriznivé podminky (teplota, vlhkost..)

+ pracné a ndkladné (prostory, manipulace)
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Genové banky in vitro

- uchovani aktivné rostoucich kultur
+ uchovadni kultur v minimalnim rastu

- kryoprezervace
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Uchovani aktivnée rostoucich kultur

- pracné - pasdze: dny, tydny, mésic
- ndkladné (energie, prostory)

- nebezpeci infekce

- nebezpeci somaklonalni variability

predstavuji paralelu ke klasické polni bance

U

hledaly se podminky pro prodlouzeni
subkultivacniho intervalu
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Uchovani kultur v minimalnim ruastu

- metody zalozené na kultivaci pri snizené teploté

rostliny z mirného pasma: 20 - 25°C 4 - 10°C
rostliny z tropu: 25 - 30°C 15 -20°C

+ metody zalozené na modifikaci sloZzeni kultivacniho

meédia - shiZzeni koncentrace soli (MS1/2 - MS1/4),
pridavek osmotika - 3% manitol, 5% sacharéza, ABA

- metody zalozené na modifikaci plynného slozeni

atmosféry v kultivaénich nddobach
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Uchovani kultur v minimalnim rustu
Vyhody:
moznost vizudlni kontroly
testovani na patogeny - moznost mezinarodni
vymény
mensi naroky na prostor (2m? x 1 ha)
Probléemy:
stres muZe mit vliv na regeneracni schopnost

mlZe byt ovlivnéna geneticka stabilita - nutnost
kontrol

(kritéria morfologicka, cytologicka, biochemicka,
molekularné -biologicka=DNA)

Solanum, Medicago, Fragaria, Prunus, Malus, Beta
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Definice kryoprezervace

» uchovani materidlu pri nizkych teplotach, nejcastéji

v tekutém dusiku (-196°C) (P. Debergh)

- neletdlni skladovani pletiv nebo tkani pri ultra

nizkych teplotach (E. E. Benson)
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fl testovani kliCivosti
skladovanych semen

Conventional s storage since Y70
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Cryogenic slorage I~||1 = |98 n

http://www.ars-grin.gov/ncgrp/pl_research_projects . htm#SeedStor
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Cil kryoprezervace

uchovani rostlinného materialu po delSi dobu
za Ucelem

minimalizace rustu a vyvoje in vitro

uchovani zivotaschopnosti a geneticke
stability

zachovani piného vyvojového a funkcniho
potencialu

Setreni pracnosti
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Mechanismy kryo-poskozeni

= tvorba ledu
= extracelularni - zacina drive

* intracelularni (nukleace) - velké ledove
krystaly poskozuji struktury organel =
snaha o zmenseni velikosti krystalt ledu

= vlivy poskozeni ruznymi roztoky
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Pristupy ke kryoprezervaci

* tradicni = aplikace chemickych kryoprotektiv a

kontrolované, pomalé zmrazovani
0,5 - 1°C/ min
(vyzaduje specialni pristroje)

* novéjsi = rychlé zmrazovani

vitrifikace
enkapsulace/dehydratace
(relativné dostupnéjsi)



Moznosti
kryoprotekce
rostlinného
materialu
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Chemicka kryoprotektiva

- penetrujici - ovliviuji biochemické a strukturalni

vlastnosti membran, a tak zvysuji toleranci k
mrazu (DMSO, glycerol, etylenglykol, prolin)

* nepenetrujici - maji vliv vétSinou jako osmoticky

dehydratacni (sacharéza, manitol, sorbitol, PVP)
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Pomalé kontrolované zmrazovani

- aplikace chemickych kryoprotektiv

- postupné kontrolované ochlazovani pod bod mrazu

(-30 az -60°C), pak vlozeni do tekutého dusiku

- pomalé ochlazovdni zvysuje dehydrataci bunék,
coz snizuje bod mrznuti

- po zkoncentrovani bunéénych roztoku pomalym
ochlazovanim muze byt zbyvajici voda
vitrifikovana rychlym zmrazenim

- zpétné rozmrazovani ma byt co nejrychlejsi
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kryozkumavka
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Ukladani vzorkd do tekutého N,
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Pristroj KryolO
pro klasickou kryoprezervaci

kontrolované pomalé zmrazovani v kryozkumavkach
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Vitrifikace

+ proces velmi rychlého zmrazeni, pri kterém je

zabranéno tvorbé ledovych krystall, protoze
vodny roztok je priliS koncentrovany - zabranéni
nukleace ledovych krystalt

- voda tuhne do tzv. skloviteho amorfniho tvaru

- negativné muzZe plsobit na Zivotaschopnost

materidlu vysoka koncentrace kryoprotektiv,
ktera je nutnd pro navozeni vitrifikace

= nestabilni stav - miZe vést k tvorbé krystalu
pri zahrivani



Postup: ,Enkapsulace / dehydratace™

kultura prytu

otuzeni materidlu - zvySena osmotickd hodnota
média, sniZzend teplota kultivace

izolace meristému
enkapsulace: prenos do 3% alginatu
nasati algindtu s meristémem do Spicky pipety
nakapani alginatu do 0,1 M roztoku CaCl,

polymerace alginatu 30 min.
dehydratace:
osmoticka (0,75M sacharoza) 1 - 5 dni
osuseni ve sterilnim vzduchu flow-boxu 1 - 4 hod
prenos vysusenych kulicek do kryozkumavky
rychlé zmrazeni - vhozeni do N,




A

Alginatové perly s vyrustajicimi pryty brambor
(Solanum tuberosum) z enkapsulovanych meristému
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Uchovani genetickych zdroju révy

kratkodobé skladovani dospélych v zimé odebiranych Fizki
rizky rasily po 1.5 roce skladovani pri -3°C
hodnoceni tolerance kryoexpozice meristému vybranych linii
z axenickych kultur
vyvoj metod pro dlouhodobé uchovani genetickych zdrojt
révy
http://www.ars-grin.gov/ncgrp/pl_research_extra_projects.htm#grapepres
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Pouzivani metody kryoprezervace v Kew

epiphytica

Medusagyne Pteris
oppositifolia, adscensionis

http://www.kew.org/ksheets/pdfs/K31_cryopreservation.pdf
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Priklady vyuziti kryoprezervace
meristému

Némecka sbirka mikroorganismt a bunéénych kultur
(DSMZ, Braunschweig, Némecko) - meristémy 519
starych kultivart brambor - metoda mrazeni perel

International Potato Centre (CIP, Lima, Peru) - 345
kultivard brambor - vitrifikace

K.U. Leuven, Belgie - 306 kultivartd bananu (1/4 ze
svétového poctu kultivard) - vitrifikace

kasava, cesnek, mata a australské ohrozené druhy
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Priklady odkazu

dnes jiz vyzaduji heslo
http://scieng.abertay.ac.uk/plant/genebanking.htm

http://www.ars-grin.gov/ncgrp/volk_lab.htm

on-line kurz kryoprezervace
http://www.ucalgary.ca/~kmuldrew/cryo_course
/course_outline.html

manudl firmy Nalgene

http://www.nalgenelabware.com/techdata
/Technical/cryo.pdf
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