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Abstrakt

In vitro indukovana polyploidie Hrachu setého (Pisum sativum L.)

Pisum sativum, v ¢eském jazyce znamy jako hrach sety je jednoleta vyssi rostlina
z celedi Fabaceae péstovana pro sva zrala i nezrala semena a je nejrozsifené;si lusténinou
mirného pasma. Semena hrachu maji vysoky obsah bilkovin (a to pfiblizn€ 2 krat vice
nez v obilninach) minerald, aminokyselin a vitamini. I pies tyto vyhody tvofi pouze cca
10 % lidské vyzivy. Ve vétsi mife je vyuzivan jako krmivo v podobé silaze nebo smési
s obilninami.

Hlavnim cilem prace bylo ziskat autopolyploidni rostliny Pisum sativum L.
z diploidnich rostlin (2n=2x=14) pomoci in vitro indukované polyploidie.

Polyploidie byla indukovana u nodalnich segmentl péstovanych na MS mediu
(Murashige & Skoog 1962). Bylo pouzito antimitotické ¢inidlo oryzalin v koncentraci
100 uM po dobu 24 a 48 hodin. Uroveii ploidie byla uréena pomoci pritokové
cytometrie.

Celkem bylo ziskano 8 tetraploidnich rostlin. Z toho 5 rostlin po 48 hodinach a 3
rostliny po 24 hodinach plsobeni oryzalinu.

Nové genotypy byly morfologicky rozdilné. Statisticky byl prokézan vétsi primér
stonku u tetraploidnich rostlin. Dle dostupnych zdroju byla metoda in vitro indukované

polyploidie u P. sativum pouzita poprvé.

Kli¢ova slova:
Hrach sety (Pisum sativum L.), mikropropagace, nodalni segmenty, pritokova

cytometrie, tetraploid, Fabaceae



Author’s abstract

In vitro induced polyploidy of pea (Pisum sativum L.)

Pisum sativum, an annual plant of the Fabaceae family. It is grown for its ripe
and unripe seeds and it is the most common legume of temperate climate. Pea seeds have
high content of protein (cca twice as much as cereals), minerals, amino acids and
vitamins. Despite these properities pea is only 10 % of human food. It is rather used as
feed for animals.

Main goal of this paper was to gain autopolyploid plants of Pisum sativum L. from
diploid plants (2n=2x=14) using in vitro induced polyploidy.

Polyploidy was induced on nodal segments cultivated on MS medium (Murashige
& Skoog 1962). Oryzalin was used as antimitotic agent in concentration 100 uM for 24
and 48 hours. Ploidy level was measured with flow cytometry.

A total of 8 tetraploid plants were obtained. Of which 5 plants after 48 hours and
3 plants after 24 hours of oryzalin exposure.

New genotypes were morphologically different. Larger stem diameter of
tetraploids was statisticly proved with Mann-Whitney U-test. According to available

sources was the method of in vitro induced polyploidy on P. sativum never used before.

Key words:
Pisum sativum L., micropropagation, nodal segments, flow cytometry, tetraploid,
Fabaceae
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1. Uvod

Pisum sativum, v ¢eském jazyce znamy jako hrach sety je jednoleta vyssi rostlina
z celedi Fabaceae péstovana pro sva zrala i nezrala semena a je nejrozsifené;si lusténinou
mirného pasma (Kocat 2009). Hrach je jedna z nejstarSich domestikovanych plodin. Jeho
existenci dokazuji archeologické nalezy z blizkého vychodu z doby 10 000 let pfed nasim
letopo¢tem. Jako i jiné rostliny z ¢eledi Fabaceae, ma hrach zasadni schopnost vazat
vzdusny dusik. Tato schopnost snizuje naroky na hnojeni a odbér dusiku z pudy. Hrach
sety je také znamy jako model genetickych studii a jako model experimentalni
mutageneze (Graman, Curn 1998). Ve svych studiich ho vyuzil i tak zvany otec genetiky
Gregor Mendel.

Hréch je péstovan piedevs§im na zrno. Semena hrachu maji vysoky obsah bilkovin
(a to priblizné 2 krat vice nez v obilninach) mineralti, aminokyselin a vitaminu. I ptes tyto
vyhody tvofi pouze cca 10 % lidské vyzivy, kde je konzumovan jak za studena napiiklad
v salatech, tak tepeln¢ upraven v podobé riiznych ptiloh, polévek a podobné. Vice je vSak
vyuzivan jako krmivo v podob¢ silaZze nebo smési s obilninami (Houba et al 2009).

Soucasny prumérny vynos hrachu se celosvétové pohybuje kolem 5459 kg/ha
(FAO 2021). Snaha slechtitela je navysit vynos a kvalitu zrna. Jsou razné metody
Slechténi, jedna z nich je indukovana polyploidie (in vivo a in vitro).

Indukovana polyploidie je Slechtitelskd metoda, pii které se zndsobi pocet
chromozoml v rostling. Polyploidie mtize byt vyvolana pomoci chemickych a fyzickych
metod. V posledni dobé se nejvice pouziva chemickd metoda s pomoci antimitotickych
¢inidel jako je oryzalin, kolchicin a trifluralin. Polyploidni rostliny maji ¢asto vyssi vynos
biomasy a lepsi toleranci k abiotickym strestim, neZ rostliny diploidni (Rauf et al. 2021).

Cilem prace bylo ziskat z diploidni rostliny Pisum sativum autopolyploidni formu
metodou in vitro indukované polyploidie za pouziti oryzalinu. U hrachu setého
ocekavame, Ze by se pomoci indukované polyploidie mohly ziskat nové genotypy s

vys$$im vynosem a lepSimi nutri¢nimi vlastnostmi.



2. Literarni reSerse

2.1 Morfologie

Rostliny z rodu Pisum jsou jednoleté kvetouci zelené byliny.

Lodyha: Vystoupava, popinava nebo pifima, na bazi méné ¢i vice vétvena,
rozdélena na internodia, kterda maji riznou délku. Délka internodii je ovlivnéna
predevs§im geneticky.

Koreny: Vietenovité, zasahuji hluboko do ptidy. Na kotenech hrachu se shlukuji
kolonie symbiotickych bakterii (Rhizobium spp.), které fixuji plynny dusik do pudy a
tvoii typické uzliny (Simpson 2010).

Listy: Sudozpefené listy slozené z jednoho nebo vice part listkll a z koncového
uponku, ktery mtze byt ¢asto rozvétveny. Mlad¢ listky jsou slozené podél stfedni Zilky.
V Uzlabi listd se nachazeji bylinné palisty, které byvaji ¢asto vétsi nez jednotlivé listky.

Kvétenstvi: Uzlabni, na dlouhych stopkich jsou chudokvété hrozny s 1-3
napadnymi kvéty. Motylovité kvéty jsou bilaterdlné soumérné. Kalich je zvonkovitého
tvaru s Sikmou trubici a s nestejnymi Sirokymi zoubky, které jsou z vrchni strany kratsi.
Riizné€ zbarvena koruna je tvofena obvejCitou az okrouhlou pavézou a dvéma vypouklymi
kiidly priléhajicimi k ¢lunku. Kvét obsahuje 9 navzajem nitkami srostlych ty€inek a 1
volnou nebo jen z Casti srostlou s ostatnimi, dale je pfitomen pestik, ktery je sloZen z
strana ¢nélky je ryhovana, na strané vnitini je pod vrcholem chlupata. (viz. obr.1)

Plod: Mnohosemenny, podlouhly, §ikmo zkraceny, zaskrcovany nebo klenuty
lusk na vrcholu zuzujici se v zobanek. Barvy zelené nebo zluté. (viz. obr.1)

Semena: Jsou vétSinou kulovitd (Chrtikova 1995; Ladizinsky & Abbo 2015), ale
jejich tvar se mlize ménit v zavislosti na formovani skrobovych zrn. Hrach sety obsahuje
Zluté, zelené a Cervené variety semene (Warkentin et. al 2015). Konkrétné pro Pisum

sativum subsp. sativum je vsak typicka Zluta a zelena barva.



Obrazek 1: rostlina Pisum sativum vlevo, vpravo plod, dole kvét

Autor: Véra Doruskova (2009)



2.2 Taxonomie

Druh Pisum sativum L. patii do monofyletického rodu Pisum L., ktery je podle
aktualniho fazeni soucasti ¢eledi Fabaceae (nom. alt.: Leguminosae, Papilionaceae) a
podceledi Papilionoideae (Simpson 2010).

Celed’ Fabaceae obsahuije asi 720-730 rodii, ve kterych je piiblizng 19 500 druht.
Soucasti této ¢eledi jsou druhy v podobé stromt, bylin, keit i lian. Celed se dle tradiéni
taxonomie dale déli na tfi podceledi Caesalpinioideae, Mimosoideae a Papilionoideae
(Simpson 2010). Nejptibuznéjsi rody rodu Pisum L., které jsou také razeny do tribu
Fabeae, jsou na piiklad Lathyrus L., Lens Mill., Vicia L. a Vavilovia Al.Fed. (Schaefer et
al. 2012).

Systematické zatazeni druhu P. sativum L. podle ITIS (2011):

* fise: Plantae

* podrise: Viridaeplantae

* nadoddéleni: Embryophyta

* oddéleni: Tracheophyta

* pododdéleni: Spermatophytina

» tfida: Magnoliopsida

* nadfad: Rosanae

* fad: Fabales

* ¢eled: Fabaceae

* rod: Pisum L.

e druh: Pisum sativum L.

2.2.1 Odridy

Existuje velké mnozstvi poddruhlt a odrid P. sativum L. Mezi hospodaisky
nejvyznamnéjsi poddruhy mizeme zatadit hrach sety (Pisum sativum, subsp. sativum),
hrach rolni (Pisum sativum, subsp. arvense). Tyto dva poddruhy maji velmi rozsahlé
mnozstvi genotypii. Ve Spole¢ném katalogu EU bylo uvedeno ptes 400 odrtid hrachu
rolniho. V Ceské republice je dle Ustiedniho kontrolniho a zku$ebniho ustavu

zemédélského (UKZUZ 2022) v katalogu registrovano 41 odrad P. sativum L.



Z divodu velkého mnozstvi odrid Pisum sativum subsp. sativum budou zminény
pouze vybrané odridy ze Seznamu doporucenych odrid pro rok 2023, ktery vydal
zminény UKZUZ.

Odriida ASTRONAUTE je polorana zlutosemenna odriida, jejiz semena jsou
valcovitého tvaru. Jeji pfednosti jsou velky vynos semena a zadné vyrazné péstitelské
rizika. Udrzovana je ve Francii.

Odriida IMPULS je stiedné ranna zelenosemennd odrida s valcovitymi semeny.
Jeji prednosti jsou rychlost pocatecniho ristu a komplexni odolnost proti napadeni
kofenovymi chorobami. Pé&stitelské riziko je nizky vynos semen. Udrzovana v Ceské
republice.

Odrida ESO je stfedné¢ rannd Zlutosemenna s ovalnymi semeny. Jeji hlavni
prednosti je, Ze nema zadné vyrazné péstitelské rizika (UKZUZ 2023).

Podle zminovaného Seznamu doporucenych odrid jsou obecné Zlutosemenné
odridy odolngjsi vaci nepfiznivym vliviim, Casto nemaji vyrazna péstitelska rizika.
Zelenosemenné odriidy jsou v seznamu pouze 2 a vzdy s sebou nesou alesponl jedno

vyrazné péstitelské riziko.

2.3 Genetika

Pocéet chromozomt P. sativum L. je 2n=14 v sedmi vazbovych skupinach.
Geneticky je hrach dobfe prostudovéan, je znadm velky pocet gentli, znichz je 300
identifikovanych a pies 170 lokalizovanych v chromozomech, je potfizeny soupis mutaci
(Jaranowski 1976, Gottschalk 1980). Velikost genomu hrachu byla odhadovana n¢kolika
riznymi metodami. Nejspolehlivéjsi vysledek byl 9.09 pg DNA/2C, coZ odpovida 4.45
miliardam part bazi (Smykal et al. 2012).

Mnohé geny vykazuji genetickou vazbu a pleiotropni u€inky. Pro velké mnozstvi
gent budou zminény pouze nékteré Slechtitelsky vyznamnéjsi geny.

Na priklad gen Af podminuje tvorbu normalniho listu a genotyp afaf podminuje
preménu listtl na uponky (bezlistkovy, uponkovy typ, afila typ), podobn¢ gen Leaf — leaf
s genem TI-tl fidi tvorbu obvyklého tvaru a bez listki. Ze Slechtitelského hlediska je

zajimavy komplexni uc¢inek alelického paru R-r (lokalizovany na 7.chromozomu) na

chemickou skladbu skrobu a formu Skrobovych zrn a nasledny vliv na morfologii semen
(obr.2).



Vétsina hospodaisky vyznamnych kvantitativnich znakd, jako napt. doba kvétu,
pocet internodii, délka lodyhy, HTS je podminéna polygenné. Vynos semen, obsah
bilkovin a obsah methioninu a tryptofanu maji nizkou heritabilitu, prostiedi ma tedy velky
vliv na tyto znaky. Heritabilita téchto znaki h? se pohybuje v rozsahu 0,15 — 0,44
(Graman, Curn 1998).

semeno kvét plod stonek
tvar délohy barva tvar barva umisténi kvétl  velikost
; s s . S - . vysoké
kulaty Zluté bila klenuty Zluty UZlabni rostliny
gg;i%y zelené fialova zaSkrcovany zeleny vrcholové rglsilli(r?y
1 2 3 4 L5 6 7

Obrazek 2: Morfologické znaky hrachu popisované Gregorem Mendelem

Autor: Mariana Ruiz (2006)

2.4 Péstovani

Podle FAO (2020) je v Ceské republice hrach péstovan na plose 34000 ha, to je
piiblizné 0,03 % plochy zemédélské pudy v CR. Celosvétové je péstovan cca na 12
milionech ha, to je ptiblizné 0,08 % celosvétové zemédeélské pudy (FAO 2020).

2.4.1 Podminky prostiedi

Pro péstovani hrachu jsou idedlni neslévavé stredné tézké piscitohlinité az
hlinitopiscité pady. Kyselost piidy se méla pohybovat mezi mirné kyselou a neutralni
s dostatkem vapniku a fosforu. Neni vhodné péstovat hrach v ptidach ptili§ zamokienych
nebo kyselych.

V osevnim postupu je vhodné hrach zatadit do tieti trati za plodinu organicky
hnojenou. Hrach sam po sob¢ na jednom miste neni dobré péstovat diive nez po 4 letech.
Idedlni je alespoii po 6 letech, aby se pfedeslo vynosové depresi.

Diilezité je respektovat pozadavky urcitych forem a odrid hrachu. PfedevSim u

forem listovych, které jsou nachylné k poléhani, musi byt povrh td&dn¢ urovnany. Formy

-6-



uponkové a afila je tfeba disledné ochranit proti pleveliim, které maji vice svétla pro sviyj

rast (Houba et al. 2009).

2.4.2 Vyziva a hnojeni

Diky hlizkovym bakteriim, které jsou schopné fixovat vzdusny dusik do pidy,
neni nutné hnojeni dusikem. Vyjime¢né se muize aplikovat startovaci davka do 20kg N/ha,
a to pouze do ptd s velkym nedostatkem dusiku.

Dulezité je vSak hnojeni fosforem a draslikem. Draslik i fosfor by se méli
aplikovat do pudy jiz na podzim pfii ptipraveé ptidy na jaro v davkéach cca 50kg P/ha a
70kg K/ha s ohledem aktualni obsah latek v padé.

Piidni reakce by neméla presahovat 7,0 pH. Pokud je vSak pH nizsi nez 6,2, je
zadouci hnojeni vapencem a to na podzim v mnozstvi cca 2t/ha. Hnojeni vépencem se
vSak nesmi provadét zaroveinl s hnojenim fosforem. Spravnd hodnota pH ptdy je velmi

dulezita pro spravnou funkci hlizkovych bakterii Rhizobium spp. (Houba et al. 2009).

2.4.3 Seti a priprava pozemku

Hréch se vyséva co nejdiive na jate, protoze hrach je schopny snést mraz az -6°C.

Optimalni hloubka seti je 4-6 cm Vv zavislosti na vlastnostech ptidy. Cim leh¢i
puda, tim hloubé&;ji se sazi semeno.

Pocet kli¢ivych semen na jeden hektar by mél byt kolem 1 milionu. To je vysevek
0 hmotnosti pfiblizné 260 az 340 kg/ha v zavislosti na kli¢ivosti a hmotnosti tisice semen.

Bézna site fadku je 12, 5 cm s tim, ze muze byt Sirsi pro téely mnozitelské (Houba
et al. 2009).

2.4.4 Ochrana a oSetieni porostu

Zakladem obecné ochrany rostlin je dodrZzovani zasad spravné péstitelské praxe
jako je vhodna volba pozemku, spravny osevni postup, pouziti spravného osiva a spravné
odrtidy pro dané podminky, pfiprava pidy a voleni vhodnych zdsahti v reakci na aktudlni
stav porostu.

Po zaseti semen hrachu je vhodné ptidu uvélet, aby se zvySila uc¢innost herbicid

a pudni kapilarita, diky které semena rychle kli¢i a plynule vzchazi. Mimo to je uvalena



puda vhodngjsi pro sklizeit pomoci zemédélské techniky a snizuje ztraty poléhavych
odrid.

Pied nebo po vzejiti je vhodné uziti herbicidt, piedev§im u afila a aponkovych
forem (viz. kapitola 2.4.5.). Misto pouziti herbicidi je také mozné vykonat prevlaceni
lehkymi branami, coz kromé¢ likvidace vzchéazejicich pleveli také rozrusi ptidni Skraloup.

Z chemickych postiikll se nejvice vyuziva insekticidli proti skidciim jako jsou
kyjatka hrachova, ttasnénka hrachova, obalec nebo zrnokaz hrachovy. Fungicidy se tolik
nevyuzivaji z diivodu nizké ucinnosti a zvyseni nakladii. Vyjimkou jsou predevs§im roky

s prognozou silného infekéniho tlaku.

2.4.5 Sklizen

Pted sklizni se Casto aplikuji desikanty regulujici dozrdvani pomoci snizovani
vlhkosti semen. Tento zakrok se vétSinou provadi tyden pted sklizni pii vlhkosti semen
kolem 30 %.

Vzhledem k nerovnomérnému dozravani a poléhavosti rostlin hrachu je sklizen
znaén¢ komplikovand. V praxi se vétSinou pouzivad ke sklizni mlaticka na obili se
sniZzenymi otackami mlaticiho bubnu a nainstalovanymi zvedaky pied listou.

Optimalné¢ by méla byt vlhkost hrachu pfi sklizni vy$si nez 15 %. Pii vyssi
vlhkosti mize dojit ke znaénému znehodnoceni sklizné (viz kapitola 2.4.6.).

Samotna sklizeni hrachu by méla prob&hnout piiblizné 100 dni po sadbé.

Po sklizni musi bezprostfedné nasledovat predcisténi a dosuseni na rostech s vyssi

vrstvou materialu.

2.4.6 Péstitelska rizika

U hrachu obecné plati, Ze nejvétsim rizikem je konkurence plevelil a poléhavost.
Konkrétné u afila a iponkovych forem je vétsi problém s plevely, kvili pronikani velkého
mnozstvi svétla mezi fadky a u listovych forem je vyrazné vétsi poléhani rostlin.

DalSim obecnym rizikem jsou houbové infekce, obzvlast v pidach velmi
zamokfenych. Mezi nejéast&jsi choroby v podminkach Ceské republiky patii komplex
kofenovych chorob hrachu (Rhizoctonia solani, Pythium sp., Aphanomyces euteiches,
Fusarium spp., a dalsi), komplex antrakn6z hrachu (Mycospharella pinodes, Phoma



pinodella, Aschochyta pisi), plisen hrachova (Perenospora pisi) nebo na piiklad rez
hrachu (Uromyces pisi).

Mimo houbové infekce napadaji rostliny hrachu také Skudci jako plodomorka
hrachova (Contarinia pisi) nebo zrnokaz hrachovy (Bruchus pisorum). Skidci mohou
ptrenaset urcité virové infekce, mezi néz patii tfeba vyrastkova mozaika hrachu (PEMV)
nebo virus semenem prenosné mozaiky hrachu (PSbMV).

Rizikové jsou také pfilis kyselé¢ pudy, kdy muize dojit k neschopnosti bakterii
Rhizobium spp. fixovat vzdusny dusik do pudy a naslednému snizeni piijmu dusikatych
latek rostlinou

Obecné velké ztraty a znehodnoceni semen muze zpusobit také sklizen pti nizsi
vlhkosti nez 15 % (Houba et al. 2009).

Dale existuji konkrétni rizika pro urcité odrady. Na piiklad zelenosemennd odriida
ATOLL miize obsahovat pfili§ nizky obsah dusikatych latek nebo Zlutosemenna odrida
GAMBIT ma nizsi odolnost proti poléhéani pied sklizni, nez ostatni doporuc¢ené odrudy

(UKZUZ 2023).

2.5 Nutrié¢ni slozeni

Vzhledem k tomu, Ze je hrach sklizen pfedev§im pro semena, bude tato kapitola
vénovana prave nutriénimu sloZeni semen.

Podle databaze NutriPro (2020) obsahuji zrala semena hrachu bez lusku primérné
31 % bilkovin, z toho globuliny 60-70 %, albuminy 10-15 %, zbytek bilkovin tvofi
gluteliny a prolaminy (Ttiska 2016). Dale 54 % sacharidii a 10 % tukd.

Dle Laholy (2009) vsak semeno hrachu obsahuje primérné 22 — 28 % dusikatych
latek (v€etné bilkovin), 46 — 56 % skrobu, 5 — 7 % vlakniny a 3 % tuku.

Semena P. sativum jsou nejen vyznamny zdroj bilkovin dosahujici obsahu
bilkovin v mase, ale také zdrojem vlakniny, vitamini skupiny B a mineralti jako je zinek,

vapnik, fosfor, hoi¢ik nebo zelezo (Houba 2009).

2.6 Vyuziti

Nejvyznamnéjsi vyuziti luskovin obecné je vyziva lidi a zvitat. Luskoviny maji

vysoky obsah rostlinnych bilkovin. V kombinaci s obilovinami je mozné vytvofit
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vyvazeny komplex potiebnych Zivin. Toho se ¢asto vyuziva kK vyrobé krmnych smési pro
zvitata. Pro krmeni zvifat se vyuzivaji jak zrna, tak celd nadzemni ¢ast rostliny.

Mimo krmné smési se luskoviny véetné hrachu vyuzivaji také k picnim acelim,
nebo jako zelené hnojivo.

V souvislosti s urCitou trzni cenou masa, riznymi nabozenskymi pravidly,
kulturami, dietami a podobné¢ jsou Casto luskoviny hlavnim zdrojem bilkovin nahrazujici
bilkoviny zivocisné.

Luskoviny jsou také velmi vyznamné z ohledu péstitelského. Diky symbiotickym
bakteriim Rhizobium spp. vazajicim vzdusny dusik vyrazné snizuji az Gplné nahrazuji
Cerpani pudy z dusiku a tim snizuji naroky nadchazejicich plodin na hnojeni (Houba et
al. 2009).

Svilj vyznam ma P. sativum i v genetice, kde byla zkoumana dédi¢nost znaku

Gregorem Mendelem na rostlinach hrachu (viz. kapitola 2.3.).

2.7 Slechténi

Graman a Curn (1998) ve své knize Slechténi rostlin definuji lechténi jako
cilevédomou lidskou €innost zabyvajici se vytvarenim novych odrid a zlepSovanim jiz
stavajicich odrtid. Slechténi také zahrnuje udrzovani odriid, které svymi znaky produkce,
kvality a dal$imi vlastnostmi splituji pozadavky uZivateld.

Prace Gregora Mendela z 19. stoleti a pozdéji sestavené Mendelovy zakony
umoznili velky pokrok ve Slechténi rostlin pomoci v€domého kombinovani urcitych
geneticky fizenych znakt a aplikovani selekce na pozadované vlastnosti (Houba et al.
2009).

Nejen u hrachu setého jsou Slechtitelské cile zaméfeny na zvySeni produkéni
schopnosti, odolnost vii¢i nepfiznivym vliviim a patogenitim, vhodnost k mechanizované
sklizni a podobné (Graman, Curn 1998).

V poslednich letech se soustfed’uje Slechténi hrachu pfedevSim na odolnost proti
patogentim jako jsou padli, rzi nebo komplex kotenovych a krckovych chorob (viz.
kapitola 2.4.6.). Mimo jiné mizou v n€kterych sezonach hrach ohrozovat také virové
choroby, proti kterym je podle soucasnych poznatkti jedind ochrana pravée Slechténi na

rezistenci (Houba et al. 2009).
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Slechténi viak neznamena pouze selekci a kifZeni. Mezi moderni §lechtitelské
metody patii taky na ptiklad nekonvencni $lechtitelské metody jako vnaseni cizorodych
gent do genomu rostlin nebo mutacni a polyploidni §lechténi, kdy se vyuziva jak umélé

tak piirozené mutace k dal§imu §lechtitelskému zpracovani (Graham, Curn 1998)

2.8 Indukovana Polyploidie in vitro

Polyploidni organismy, které se vyskytuji mezi riznymi zivotnimi formami jsou
organismy, které maji vice nez pouze 2 zakladni sady chromozomu. Polyploidni
organismy mohou mimo jiné slouzit také jako pfenaseCi resistentnich genl z jejich
matefskych druhti.

Polyploidie u rostlin mize vést ke zvySené expresi genu na piiklad v podobé
zvySenych vynost nebo kvality produkti. U téchto rostlin se miize vyskytovat tak zvany
»gigas® effekt. Terminem ,,gigas* efekt je oznacovano zvétSeni bunek rostlin a diky tomu
i organi rostlin v souvislosti se zvySenym mnozstvim DNA (Becker 2021). ,,Gigas* efekt
byl potvrzen na piiklad u Raphunus sativus L. (Rauf et al. 2021).

Na rozdil od spontanni polyploidie vzniklé pfirozenym vybérem, se indukované
polyploidie dosahuje vétsinou pomoci pisobeni chemickych nebo fyzickych mutagend.
Mezi nejcastéji pouzivané chemické mutageny patii antimitoticka ¢inidla jako kolchicin,
oryzalin nebo acetamid. Tato Cinidla jsou schopna inhibovat tvorbu délicich vietének
chromozomtl, coZ mize vést ke zdvojeni chromozomu. Spontanni zdvojeni chromozom
muze probéhnout taky v somatickych builkdch rostlin, coz mutze vést ke vzniku
vegetativné mnozeného polyploidniho organismu v ptirodé.

U rostliny bobu (Vicia faba) z ¢eledi Fabaceae jiz bylo tspésné dosazeno
polyploidie, konkrétné tetraploidie (4n) s frekvenci 50 %, proto mizeme ptredpokladat,
ze u hrachu setého bude indukce polyploidie také uspésna (Rauf et al 2021).

,Metoda in vitro propagace muze byt vyuzita k rychlému klonovani hodnotnych
genotypl a mutaci (Griga et al 1986), je tak vhodna jak pro mikropropagaci kontrolnich
(2n) rostlin hrachu, tak pro mnozeni polyploidnich forem. Mikropropagace rostlin
probihd na kultivaénim médium MS ve sterilnim prostiedi.

Technika in vitro meristémové kultivace pro P. sativum byla poprvé pouzita pro
mnozeni hrachu v roce 1974. Byla vyuzita na ptiklad v boji proti zarodecnym virim

hrachu a studii kryokonzervaci zarodecné plazmy hrachu (Griga et. al 1986).

-11 -



3. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo ziskat autopolyploidni rostliny z diploidnich rostlin
(2n=2x=14) pomoci in vitro indukované polyploidizace u Pisum sativum L.
Cil prace byl stanoven dle nasledujicich hypotéz:

H1:  Oryzlin je G¢inné antimitotické ¢inidlo pro polyploidizaci P. sativum.

H2:  Pomoci polyploidie Ize v in vitro kulturach ziskat nové genotypy

P. sativum s rozdilnymi morfologickymi znaky.
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4. Material a metodika

4.1 Rostlinny material

Jako vychozi material byly pouzity rostliny hrachu setého (Pisum sativum L.)
pochazejiciho z Bolivie udrzovaného v in vitro podminkach v laboratofi rostlinnych
explantatt fakulty tropického zeméd¢lstvi. Byly vybrany dva kultivary, které byly pro
pokus oznaceny PS1 a PS2.

Pokus byl proveden na P. sativum, protoze plni dualezitou roli ve vyzivé lidi a
zvifat, pfedevsim diky vysokému obsahu bilkovin a vitamint. Pomoci in vitro kultivace
a biotechnologickych metod lze zkoumat a ovlivnit vlastnosti jako vynos, morfologii,

fyziologii rostliny a dalsi.
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4.2 Metodika

4.2.1 Indukce polyploidie

Pro indukci polyploidie u nodalnich segmentti v podminkach in vitro bylo pouzito
antimitotické Cinidlo oryzalin. Oryzalin je dostupné a G€inné antimitotickych Cinidlo.
Spolu s kolchiacinem a dalSimi je V posledni dobé casto Gspé€$né vyuzivan K Gcelu
indukce polyploidie (viz. kapitola 2.8). K piipravé bylo navazeno 0,0345 g oryzalinu a
rozpus$téno v 10 ml rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO) ve sterilni zkumavce.

Z aseptickych kultur PS1 a PS2 byly tedy odebrany nodalni segmenty a ty byly
vystaveny pisobeni oryzalinu. Po té byly tyto nodalni segmenty oplachnuty ve sterilni

destilované vodé a vlozeny do kultiva¢niho MS media, aby zregenerovaly.

Obrazek 3: Grafické schéma ziskavani autopolyploidnich rostlin P. sativum L. v in
vitro: a) diploidni rostlina (2n=2x=14) péstovana in vitro b) ziskani nodalnich segmentt
(1-1,5 cm) c) kultivace nodalnich segmentt d) aplikace oryzalinu — antimitotické
¢inidlo (100 uM po dobu 24 a 48 hodin) €) myti nodalnich segmentd sterilni
destilovanou vodou f) kultivace tetraploidnich nodalnich segmenti (24n=4x=28) h)

uplna regenerace tetraploidni rostliny

-14 -



4.2.2 Stanoveni urovné ploidie

Uroveii polyploidie byla stanovena pomoci pritokové cytometrie. Po té co
rostliny ovlivnéné plisobenim oryzalinu zregenerovaly, byly pasdzovany a po cca tiech
kultivace na MS mediu byl odebran vzorek z listu ovlivnénych rostlin. Vzorek byl dale
nasekan ziletkou za u¢elem rozruseni bunécné stény a vlozen do Petriho misky obsahujici
500 uM Ottova I pufru (0,1 m CegHgO7 0,5 % Tween 20). Tyto vzorky obsahujici
izolovana jadra byly dale prefiltrovany pfes 50 uM sitku do zkumavek. Do téchto
zkumavek byl pfidan 1 ml Ottova II pufru (0,4 M NazHPO4 — 12 H20), ktery obsahoval
fluorescencni barvivo DAPI v koncentraci 2 pg/ml. Méfeni miry ploidie probihala
zarelativni intenzity fluorescence alespont 3000 jader a byla zaznamenana pomoci
pritokového cytometru Partec PAS vybaveného obloukovou vysokotlakou rtutovou

lampou. Ziskané histogramy byly vyhodnoceny pomoci softwarového baliku Flomax.

4.2.3 Morfologické hodnoceni polyploida

Z dliivodu lepsi regenerace pii mikro propagaci byly hodnoceny pouze genotypy
ziskané z rostliny PS1. Byly hodnoceny morfologické rozdily na urovni in vitro mezi
rostlinami polyploidnimi a diploidnimi. Sledované vlastnosti byly vyska rostlin (resp.
délka nejdelsiho vyhonu), pocty nodl a délky internodii. Mimo to byly sledovany také
délka a pocet kotenti. Po ukonceni kultivace byly rostliny vyjmuty ze zkumavek a jesté
kontroln€ zméfeny vSechny parametry a priméru stonku.

Data byla ziskavana po dobu 40 dni v intervalech 10 dni (+1 den). Vysledky byly

poté zpracovany pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel do grafii a tabulek.

4.2.4 Statistické hodnoceni

Za pomoci programu Statistica byla hodnocena data nasbirana pifi poslednim
méfeni mMimo zkumavky statistickou operaci Mann-Whitney U-test na hladiné
vyznamnosti p=0,05. Bylo urceno zda jsou morfologické rozdily mezi tetraploidnimi a

diploidnimi rostlinami statisticky vyznamné.
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5. Vysledky a diskuze

Pfi mikropropagaci byly na urovni in vitro hodnoceny nasledujici parametry;
vyska rostliny, pocet nodi, délka internodii, pocet a délka kotentl. Po té byly vyjmuty z in
vitro prostiedi a byl zméfen jesté pramér stonku. Mimo to bylo hodnoceno také procento
regenerace po mofeni oryzalinem a Gspé$nost indukce polyploidie. Ziskané vysledky jsou
shrnuty v tabulkach 1, a grafech

Protoze neni mnoho dostupnych studii o indukci polyploidie nebo morfologii a
rastu P. sativum v in vitro, nebylo mozné u nékterych vysledka provést diskuzi, nebo byla

provedena s jinym druhem.

5.1 Indukce polyploidie

Dohromady bylo oryzalinu vystaveno 120 rostlin, z nichz regenerovalo 44 (56,7
%). Celkem bylo ziskdno 8 polyploidnich rostlin (GspéSnost 6,7 %), které¢ byly dale
mnozeny, métfeny a porovnavany s diploidnimi rostlinami. Vysledky indukce polyploidie
jsou shrnuty v tabulce 1.

Rauf et al. (2021) ve své praci uvadi, ze u rostliny bobu (Vicia faba) z ¢eledi
Fabaceae jiz bylo uspésné dosazeno polyploidie, konkrétné tetraploidie (24n=4x=28) s
frekvenci 50 %. CoZ je mnohem vyss$i GispéSnost, nez jaka byla dosazena u P. sativum.
Dtivodem muze byt jiny postup pti indukci polyploidie a to konkrétné vystaveni semen
rostliny ptsobeni kolchicinu v koncentraci 0.005 % po 8 hodin. Dalsim divodem mohl
byt i fakt, ze rostliny bobu nebyly péstovany in vitro, ale v kvétinacich se substratem.

Ve stejné praci (Rauf et al. 2021) je také uveden ptipad Pennisetum purpureum %
Pennisetum glaucum, kde byla provedena indukce pomoci 0.1 % roztoku kolchicinu
v podminkach in vitro s tspésnosti indukce u 17 rostlin ze 480, coz je bliz k vysledku i

podminkam této prace.
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Tabulka 1: Vliv ptsobeni oryzalinu v koncentraci 100uM na nodalni segmenty v in vitro

podminkach na miru pfeziti a pocet polyploidt u P. sativum

Genotyp Doba Pocet Pocet Mira Pocet Ucdinnost
pusobeni rostli rostlin po  pieziti tetraploidnich  polyploidizace
(hodin) n ukonceni (%) rostlin (%)
pokusu
PS1 24 40 23 57,5 1 2,5
48 40 18 45,0 2 5
PS2 24 40 21 52,5 2 5
48 40 15 37,5 3 7,5
celkem 120 68 56,7 8 6,7

Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)

5.2 Stanoveni Grovné ploidie

Uroveti ploidie byla stanovena pomoci priitokové cytometrie. K zobrazeni bylo

vyuzito fluores¢encni barvivo DAPI v koncentraci 2pug/ml a méteni probihala za relativni

intenzity fluorescence alespon 3000 jader. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci

softwarového baliku flowmax.

U tetraploidnich rostlin zobrazil histogram dvojnasobnou hustotu DNA (graf 1)

nez u kontrolnich diploida (graf 2).
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Graf 1: Histogram ukazujici obsah DNA v bunikach u kontrolni rostliny PS2 — vrchol

na kanalu 200 odpovida jadrim kontrolni rostliny
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Graf 2: Histogram ukazujici DNA v buiikach u tetraploidni rostlin PS2 — vrchol

na kanalu 400 odpovida jadriim tetraploidni rostliny po ptsobeni oryzalinu
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5.3 Morfologické a statistické hodnoceni polyploidi

Z davodu lepsi regenerace pii mikro propagaci byly hodnoceny pouze genotypy
ziskané z rostliny PS1. 40 nodalnich segmenti bylo kultivovano na MS mediu bez
rustovych regulatord. Pti kultivaci bylo provadéno pravidelné méteni jednou za 10 dni
(1 den). Z namétenych dat v pribéhu ristu byly sestaveny grafy 1, 2 a 3. Rostliny byly
kultivovany po dobu 40 dni. Nasledné byly vyjmuty ze zkumavek, fotograficky
zdokumentovany a morfologicky hodnoceny.

Pii zavéretném meéfeni byly vyfazeny extrémni rostliny pro zvySeni sily
statistickych testti. Vyfazena byla rostlina, ktera jako jedina zakotenila a prosperovala
nesrovnateln¢ 1épe viici zbytku. Déle byly vyfazeny rostliny, které po zahajeni pokusu
nezregenerovaly.

Vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci Mann-Whitneyovych U-testi na
hladin€ vyznamnosti p=0,05 a jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: vliv polyploidie na regeneraci nodalnich segmentt Pisum sativum L.

Genotyp Vyska rostliny Pocet nodu Délka snodii Primér stonku
[mm] [mm] [mm]
p=0,2949 p=0,7934 p=0,1064 p=0,000017
Tetraploid 32,87 + 7,452 3,27 +0,7° 5,47 +1,68° 1,48 £0,149°
Diploid 38,79+12,54°2 3,57+£0,64° 7,43 +2,82° 1,2+0,114°

Hodnoty, které se od sebe podle Mann-Whitney U-testu prukazné nelisi jsou oznaceny
stejnym pismenem 2

Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)
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5.3.1 Vliv polyploidie na vySku rostlin

Vyssi primérnd vyska byla zaznamenana u kontrolnich rostlin (38,79mm =+
12,54). Pii prvnich méfenich byl rozdil nepatrny, ale béhem poslednich méfeni jiz bylo
znat, ze diploidni rostliny rostou vice do délky proti tetraploidnim, které méli tendenci
byt robustnéjsi (viz. graf 3). Byl také zpozorovan jev, pii kterém spodni listy diploidnich
rostlin s rostouci vyskou rostliny zacaly stradat. Tento jev se u polyploidnich rostlin se
stejnym poctem nodil t¢émet nevyskytoval (viz obrazek €. 3). Rozdil vSak nebyl prokézan
dle Mann-Whitney U-testu. Hladina vyznamnosti byla na hodnoté p=0,29.

Howell a Skoog (1955) pti vyzkumu vlivu ptidavku adeninu do kultiva¢niho
media péstovali hrach v in vitro podminkach. Pfi dosazeni 40 dni vSak dosahovali vyrazné
niz$ich primérnych hodnot vysky rostlin (8.1 mm po 60 dnech). To bylo pravdépodobné
dano pouzitim Whiteova media jako zakladniho Zivného media. Toto medium obsahuje
mén¢ dusikatych latek a tim padem nestimuluje rtst jako MS medium. Dal§im divodem
mohlo byt také pouziti P. sativum var. "Alaska’. Mimo to je dulezité zohlednit staii prace.
Sam autor Skoog je jednim z vynalezci MS (Murashige and Skoog) media, které bylo

pouZito v této praci o polyploidizaci.

Graf 3: vliv polyploidie na vySku rostlin
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Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)
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Obrazek 4: vlevo tetraploidni rostlina, vpravo kontrolni diploidni rostlina P. sativum

Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)
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5.3.2 Vliv polyploidie na pocet nodii

Vyssiho primérného poctu nodit dosahly rostliny kontrolni (3,57 & 0,63). Rozdil
byl vSak nepatrny a statisticky neprtiikazny (p = 0,7934). Statistické Setfeni vSak bylo
oslabeno z duvodu pouze 3 vyskytujicich se hodnot (2, 3 a 4). Median jak polyploidd, tak
kontrolnich rostlin byl 3, coz podporuje nepriikaznost testu. Zadny vyrazny rozdil nebyl
ani znatelny béhem rtstu. Je vSak mozné, Ze pii rozsahlejSim vyzkumu by se rozdil mohl
prokazat.

ProtoZe neexistuji studie zabyvajici se polyploidni formou P. sativum, nebylo
mozné provést diskuzi na toto téma. Bohuzel nejsou ani dostupné studie o méteni poctu

nodu P. sativum v in vitro.

Graf 4: vliv polyploidie na po¢et nodi
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Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)
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5.3.3 Vliv polyploidie na délku internodii

Vyssiho priiméru dosahly rostliny kontrolni (7,43 mm + 2,82 mm). Na zacatku
méfeni byly hodnoty obou genotypti zna¢né vyssi, protoze pokud rostlina méla alespon 2
nody, byly zna¢na ¢ast celé délky rostliny (viz. graf 5). Po asi dvou tydnech kultivace in
vitro méla uz vétSina rostlin vice nez 2 nody. V takovém piipadé¢ byly méfeny ty
internodia, ktera nejlépe reprezentovala pramérnou délku internodii konkrétni rostliny.
Statisticky test sice neprokazal rozdil mezi rostlinami kontrolnimi a polyploidnimi, ale
hodnota p = 0,1064 se velmi piiblizila hladin¢ vyznamnosti p = 0,05. Piestoze statisticky
test nebyl prikazny, rozdily byly zfejmé; kontrolni rostliny mély vyrazn¢ delsi internodia
(viz. obrazek €. 4).

Protoze neexistuji studie zabyvajici se polyploidni formou P. sativum, nebylo
mozné provést diskuzi na toto téma. BohuZel nejsou ani dostupné studie o méteni

internodii P. sativum v in vitro.

Graf 5: vliv polyploidie na délku internodii
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Obrazek 5: rozdil mezi internodii; vlevo polyploidni rostlina, vpravo diploidni

Autor: Vlastni zpracovani autora (2023)

5.3.4 Vliv polyploidie na pocet a délku koreniti

Pfi kultivaci hrachu na MS mediu bylo obecné neobvyklé, ze by rostliny
zakofenily. Béhem pokusu se tak stalo pouze u jedné kontrolni diploidni rostliny, to je
vsak statisticky nevyznamné a nemtzeme z takového vysledku délat zavéry o rozdilech

mezi polyploidnimi a diploidnimi rostlinami.
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6. Zavér

Piedlozeni prace byla vénovana indukci polyploidie Pisum satiuvm L. a
hodnoceni morfologickych rozdili mezi tetraploidnimi a diploidnimi rostlinami Vv in
vitro.

Metoda in vitro indukované polyploidie byla dle dostupnych zdroji pouzita
poprvé u P. sativum a jeji pomoci byly ziskany autotetraploidni rostliny.

Oryzalin se jevi jako vhodné antimitotické ¢inidlo pro indukci polyploidie u P.
sativum v in vitro podminkach. Piesto bude potieba otestovat jiné koncentrace oryzalinu
pro zvySeni efektivity indukce polyploidie. In vitro hodnoceni dokazalo morfologické
rozdily mezi diploidnimi a tetraploidnimi rostlinami, coz potvrzuje hypotézu H2.

Nové ziskané genotypy bude nutné pievést do ex vitro a v téchto podminkach je
dale sledovat. Také bude za potiebi hodnotit jejich morfologické a nutri¢ni vlastnosti.

Nov¢ ziskané genotypy zvySuji variabilitu P. sativum a mohou byt pouzity jako

novy geneticky material k dal§im $lechtitelskym ucelam.

-25-



7. Reference

Kocai F. 2009. Srovnani biologické hodnoty bilkovin u vybranych lusténin
[diplomova prace]. Univerzita Tomase Bati, Zlin.

Graman J, Curn V. 1998. Slechténi zemé&délskych plodin (obilobiy, luskoviny).
JihoCeska univerzita, Ceské Budgjovice.

Tvrznikova E. 2014. Polyploidie v evoluci rostlin a jeji dusledky [bakalaiska
prace]. Masarykova univerzita, Brno.

Griga M, Tejklova E, Novak F J, Kubalikova M. 1986. In vitro clonal propagation
of Pisum sativum L. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 6:95-104

Rauf S, Ortiz R, Malinowski D, Clarindo W, Kainat W, Shahzad M, Waheed, U,
Hassan S. (2021). Induced Polyploidy: A Tool for Forage Species Improvement.

ITIS. 2011. ITIS results of search. Available from

(accessed January 2023)

Warkentin T D et al. 2015. Pea. Pages 37-83 in De Ron A M. Grain Legumes.
Springer New York, New York.

Simpson M G. 2010. Plant systematice. Elsevier Academic Press, Burlington

FAO. 2021. FAOSTAT: Production — Crop production. FAO, Rome. Available
from (accesed January 2023)

Schaefer H, Hechenleitner P, Santos-guerra A, Menezes De Sequeira M,
Pennington R T, Kenicer G, Carine M A. 2012. Systematics, biogeography, and character
evolution of the legume tribe Fabeae with special focus on the middle-Atlantic island
lineages. BMC Evolutionary Biology, 12: 250.

Chrtikova A. 1995. Pisum L. - hrach. Pages 437-438 in Slavik B editors. Kvétena
Ceské republiky 4. Academia, Praha.

Ladizinsky G, Abbo S. 2015. The Search for Wild Relatives of Cool Season
Legumes. Springer, Heidelberg.

Houba M, Dostalova R, Hybl M. 2009. Luskoviny: péstovani a vyuziti. Kurent,
Ceské Budgjovice.

UKZUZ. 2022. UKZUZ: Seznam registrovanych odriid 2022. Available from

(accesed January 2023)

-26 -


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt
https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL
https://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/informace-o-odrudach/odrudy-registrovane-v-cr/seznam-odrud/
https://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/informace-o-odrudach/odrudy-registrovane-v-cr/seznam-odrud/

UKZUZ. 2023. UKZUZ: Seznam registrovanych odriid 2022. Available from

(accesed January 2023)

Smykal P et al. 2012. Pea (Pisum sativum L.) in the Genomic Era. Agronomy.
2(2): 74-115.

NutriPro. 2020. Databaze potravin. Avalable from
(accesed Fabruary 2023)

Graman J, Curn V. 1998. Slechténi rosltin. JihoGeskd univerzita, Ceské
Budg¢jovice.

Becker F W. 2021. The gigas effect: A reliable predictor of ploidy? Case studies
in Oxalis. [MSc. Thesis]. Stellenbosch University, Stellenbosh.

Howell R W, Skoog F. 1955. Effect of Adenine and Other Substances on Growth
of Excised Pisum Epicotyls Cultured in Vitro. American Journal of Botany 42(4):356-
360. Available from (accesed March 2023).

-27-


https://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/seznam-doporucenych-odrud/x2023/listovky/
https://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/odrudy/seznam-doporucenych-odrud/x2023/listovky/
https://nutridata.cz/potraviny/
https://www.jstor.org/stable/2438740




