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Kultivace révy vinné v in vitro podminkach

Réva vinna je stara, vyznamna plodina, jejiz péstovani ma u nas, pfedevsim na jizni Moravé,
dlouhou tradici. Je to vegetativné mnozena rostlina a jeji uchovani v polnich podminkach je
ovlivnéno plsobenim fady abiotickych i biotickych stres(. V zavislosti na ro¢niku a lokalité
hrozi riziko vymrzani révy a rostliny byvaji napadany celou fadou skodlivych patogend.
Kultivace explantat( révy vinné v aseptickych podminkach in vitro tato rizika eliminuje. Sirsi
uplatnéni tohoto postupu je vsak limitovano problémy s rlistem explantatd révy vinné v in
vitro podminkach a castd genotypova zdvislost rlstu explantati. Tato metodika popisuje
postup pfevodu materidlu do in vitro podminek, postup multiplikace materidlu v in vitro
podminkach a podminky pomalého rdstu in vitro kultur révy vinné. UZivatelem metodiky je
MZe, které ji uplatni vramci ,Narodniho programu konzervace a vyuZivani genetickych
zdrojli rostlin, zvitat a mikroorganisma vyznamnych pro vyZivu a zemédélstvi“ kde metodika
nahradi stavajici metodiku.

Cultivation of grapevine in conditions in vitro

Grapevine is a traditional crop in the Czech Republic, especially in the South Moravia region.
It is a vegetatively propagated crop; hence vineyards are endangered by abiotic and biotic
stress influence. The risk of plant damage due to frost and pest influence occurs in the field
conditions according to season and locality. Cultivation of grapevine in conditions in vitro
eliminates the risk. Higher utilization of the method is limited by sensitivity of some
genotype to in vitro conditions. This methodology solves these problems and describes
material introduction into in vitro conditions, explants multiplication and slow growth
condition establishment. The Ministry of Agriculture of the Czech Republic is the user of this
methodology and it will utilize it in the framework of “National Programme on Conservation
and Utilization of Plant, Animal and Microbial Genetic Resources for Food and Agriculture”.

Vydal Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.
2012
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je stanovit postup pro introdukci, multiplikaci a uchovani rostlin révy vinné
v in vitro podminkach.

1. Vlastni popis metodiky

a) Princip metody

Principem nové metodiky kultivace révy vinné vin vitro podminkdch je jednak presné
definovani rostlinného materidlu pro prevod do in vitro podminek i pro naslednou
multiplikaci explantatl a také definovani optimdlnich podminek rlstu tohoto materidlu.
Vhodna velikost fizkd pfi multiplikaci rostlin je stejné vyznamnych faktorem jako omezeni
dehydratace materidlu pfi praci v laminarnim boxu, sloZeni kultivacniho média i svételné a
teplotni podminky rlstu. Pravé teplota v kombinaci se sloZzenim kultiva¢niho média ma
rozhodujici vliv na snizeni nakladG pfi kultivaci explantatd révy vinné v podminkdach
pomalého ristu.

b) Material a metody

1. Pristrojové vybaveni
Pro vyuZiti metody kultivace explantatd révy vinné je tfeba disponovat ndsledujicim
pfistrojovym vybavenim:

Prdce s tkanovymi kulturami rostlin v in vitro podminkdch:
e kultivacni box, laminarni box

Vybaveni pro sterilizaci materidlu a kultivacnich médii:
e autoklav, horkovzdusny sterilizator, tfepacka

Pristroje pro pripravu a uchovadni kultivacnich médii:
e analytické vahy, pfesné vahy, pH-metr, laboratorni michacka, chladnicka, mikrovinna
trouba

2. Chemikalie

V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vSechny chemikalie potfebné pro aplikaci nové
metodiky in vitro kultivace révy vinné.

Detergent (smadcedlo):
e Tween 20
Desinfekcni Cinidlo:
e SAVO (5% chlornan sodny + 2% hydroxid sodny)



Kultivaéni médium:

e destilovana voda

e makroelementy — dusichan amonny, dusi¢nan draselny, dusiénan vapenaty,
dihydrogen fosforeé¢nan draselny, chlorid vdpenaty, siran horec¢naty

e mikroelementy - chlorid kobaltnaty, siran médnaty, siran draselny, siran Zeleznaty,
kyselina borita, jodid draselny, siran manganaty, molybdenan disodny, siran
zinecnaty, Zelezito-sodna sl kyseliny etylendiaminotetraoctové

e vitaminy a dalsi uc¢inné latky — thiamin, pyridoxin, kyselina nikotinova, glycin, myo-
inositol

e fytohormony — kyselina indol-3-octova, 6-benzylaminopurin

e sacharosa (P.A.)

e agar (Sigma Aldrich)

Uprava pH média:
e hydroxid - hydroxid draselny
e kyselina - kyselina chlorovodikova

Seznam poutzitych chemickych vzorcl a zkratek chemickych latek je uveden v Tab. 1 a sloZeni
makroelementl, mikroelement(i a vitaminl v pUvodni a nové metodice je prezentovano
v Tab. 2. ProtoZe jsou uvedena kultivacni média dostupné komercné, pouzijeme tyto pfedem
namichané smési. Pfiprava roztok(i se tak znacné zjednodusSuje, protoze staci rozpustit
pfipravenou smés v destilované vodé podle udaji na baleni a pfidat sacharézu, agar, podle
potfeby fytohormony a upravit pH v rozmezi 5,5-5,9 pomoci hydroxidu draselného, pfipadné
kyseliny chlorovodikové. Tento zplsob pfipravy roztok( eliminuje riziko chyb pfi pfipravé
kultivacnich médii.

Tab. 1: Seznam pouZitych zkratek chemickych sloucenin. Razeno v abecednim pofadi zkratek.

Chemicky vzorec/zkratka Nazev latky

BAP 6-benzylaminopurin

Ca(NOs); bezvody dusi¢nan vapenaty, bezvody
CoCl,.6H,0 chlorid kobaltnaty, hexahydrat

CuS0,;.5H,0 siran médnaty, pentahydrat
FeNaEDTA Zelezito-sodna sl kyseliny etylendiaminotetraoctové
H3BO3 kyselina borita

1AA kyselina indol-3-octova

KH,PO, dihydrogenfosforeé¢nan draselny
Kl Jodid draselny

KNO; dusi¢nan draselny

MgS0, siran horecnaty

MnSO,.H,0 siran manganaty, monohydrat
Na;Mo0,.2H,0 molybdenan disodny, dihydrat
NH;NO; dusi¢nan amonny

ZnS0,.7H,0 siran zine¢naty, heptahydrat




3. Drobné pomucky
Nasledujici pomucky jsou potfebné pro realizaci metody kultivace explantatd révy vinné:

Priprava roztoki a médii:
e Erlenmeyerova barnka 500 ml
e odmérny vdlec 1000 ml
e Pasteurova pipeta 3 ml

e stficka

e vaZenky

e davkovac

e magnetické michadlo
e kopistka

e pipety a Spicky

Prdce se sterilnim materidlem:
e skalpel, nlzky, pinzety, stojanek na ndstroje, hlinikova folie

Kultivace rostlin:
e kultiva¢ni zkumavky s hlinikovym uzdvérem (rozméry 16 x 1,7 cm)
e stojanek na zkumavky

Erlenmeyerovy bariky (obsah 100 ml)

sklenéné Petriho misky (prdmér 15 cm)

c) Prevod rostlin révy vinné do podminek in vitro

Postup prevodu rostlin révy vinné je schematicky zobrazen na Obr. 1. Odbér rostlinného
materidlu pro prevod do podminek in vitro provadime v zimnim obdobi pfi fezu vinice.
IdedInim terminem je konec Unora po odeznéni velkych mrazd. Odstranéné tazné z vinice
pouzijeme jako vychozi materidl pro iniciaci explantatovych kultur. Z tazid nastfihdme
nodalni segmenty (Obr, 2A), které umistime do vody do plastovych vani¢ek potazenych félii s
otvory na fixaci nodalnich segment(i (Obr. 2B). Rostliny umistime do skleniku, pfipadné do
kultivacniho boxu s teplotou 15 az 20 °C. Vyssi teplota urychluje proristani pupend na
segmentech, a tim relativné zkracuje ¢as pro rozvoj patogen(i na odebranych vyhonech.
Obvykle po 3 tydnech od pocatku raseni provadime prvni odbéry novych vyhon( (genotypy
rasi rizné rychle). Odebirané vyhony musi byt minimalné 2 cm dlouhé s nékolika vyvinutymi
listy (Obr. 2C). Vyhony vylomime z nodalnich segmentl taznl a opatrné je zbavime viech
listd vylomenim, véetné nejvrchnéjsiho nevyvinutého listu tak, abychom poskodili vzrostny
vrchol. Takto upravené vyhony umistime do Erlenmeyerovych banék a zalijeme je 30%
vodnym roztokem SAVA s pridavkem detergentu (Tween 20). Banky uzavieme alobalovymi
uzavéry a umistime na tfepacku (frekvence tfepani 140/min.) na dobu 25 minut. Od této
chvile material povazujeme za sterilni. V dalSim kroku preneseme vyhony pomoci sterilni
pinzety, za Ucelem odstranéni sterilizacniho roztoku, v laminarnim boxu do Erlenmeyerovy
banky naplnéné sterilni destilovanou vodou. Po deseti minutach vodu z banky slijeme a cely
postup proplachovani destilovanou vodou jesté dvakrat opakujeme. Barky s vyhony pfi
proplachovani ponechame otevrené v laminarnim boxu. Po poslednim proplachnuti vyhony
vyjmeme sterilni pinzetou z vody a vysazime po dvou kusech do Erlenmeyerovych banék
s iniciaénim médiem Quoirin a Lepoivre (1977), s pfidavkem 6 g.I"* agaru, 3,4 g.I"* sachardzy
a fytohormond (0,7 mg.I"* BAP a 0,1 mg.I"t IAA).
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Odebereme
tazné z vinice

Nastfihame je na
nodalni segmenty

pfi zimnim
fezu, idealné
koncem unora

Vylameme listy
z vyhonu

Neposkodit
pupenv!

Umistime vyhony
do roztoku SAVA

EY=

30% SAVO,
pridat detergent

Vyldameme vyhony
ze segmentu

IR M

Sterilujeme vyhony
v roztoku SAVA

25 minut pfi frekvenci
tfepani 140 za minutu

Vysadime segmenty
do plastovych
krabic¢ek ve skleniku

teplota 15
az20°C

KRN

&

Po tfech tydnech
kultivace odebereme
vyhony

Proplachujeme
destilovanou vodou

opakujeme 3 krat
po 10 minutach
v laminarnim boxu

Vysadime na inicia¢ni
médium

kultivace pfi teploté 25 °C
po dobu 4-6 tydna

Obr. 1. Postup iniciace in vitro kultury révy vinné.

Quoirin a Leoivre medium,
0,7 mg.I" BAP, 0,1 mg.I"" IAA
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Obr. 2. Nastfihani taznd na nodalni
segmenty (A), kultivace nodalnich
segmentl v plastovych krabickach (B)
a odbér vyhon( pro pred sterilizaci do
in vitro podminek (C)

d) Kultivace rostlin révy vinné v podminkach in vitro

1) Zasady multiplikace explantatli révy vinné

PFi prdci s explantaty révy vinné postupujeme podle zasad prace v aseptickém prostiedi.
Kromé toho musime vzit v Uvahu, Ze explantaty révy vinné jsou pomérné citlivé na poskozeni
dehydrataci béhem manipulace vlamindrnim boxu. Proto musime pracovat rychle a
nevyjimat z kultivacnich nadob vice materialu, nez je v dany okamzik potfeba, jinak dochazi
v proudu sterilniho vzduchu k rychlé dehydrataci explantatd. S tim souvisi regulace teploty
v mistnosti, kterou za timto Ucelem udrZzujeme optimalné do hodnoty 22 °C. Pro maximalni
omezeni rizika poSkozeni explantatd révy vinné vdlsledku dehydratace pfi préci
v lamindrnim boxu umistime explantaty do nadoby s destilovanou vodou, nejlépe Petriho
misky, ve které segmenty upravujeme.

Multiplikaci explantatl révy vinné provddime prostfednictvim stonkovych segmentt (Obr.
3). Jistou zvlastnosti pfitom je, Ze musime pouzit, na rozdil od fady jinych rostlin, vicenodalni
stonkové segmenty, protoZe jednonodalni segmenty vykazuji nizkou regeneracni schopnost.
Minimalni pocet nodl na stonkovém segmentu je 2 az 3, pficemz rozhodujicim kritériem je
délka segmentu, kterd musi byt vidy vétsi nez 2 cm. Poloha stonkového segmentu v médiu je
vertikalni, coz vede obvykle kregeneraci jednoho aZz dvou vyhond. Pokud dochazi

12



k prorlistani vice vyhon( a jejich naslednému vétveni, jsou takové vyhony velmi tenké
s velice kratkymi nodalnimi segmenty a jejich pouZiti pro dalsi multiplikaci neni vhodné
z dlvodu Spatného rlstu. Ponechanim listu na horni casti segmentu urychlime proces
regenerace novych rostlin.

ied o T A
i " N .

AN ]

r b o (Y

Y ¥ & . | -
A R,

Obr. 3: Postup multiplikace révy vinné. Rostlinu vyjmeme ze zkumavky (A) a narizkujeme na
vicenoddlni stonkové segmenty (B). Cely postup multiplikace provddime v aseptickych
podminkdch v lamindrnim boxu, pricemZ vyjmeme pouze takové mnoZstvi materidlu, které
jsme schopni zpracovat a vlastni fizkovdni provddime ve vodni ldzni (C). Stonkové segmenty
umistime po jednom kusu do zkumavek (D) s médiem a zkumavky umistime do kultivacniho
boxu, kde dojde k regeneraci novych rostlin (E).

13



Z hlediska kvality explantat( jsou pro kultivaci nejvyhodnéjsi sklenéné zkumavky, do kterych
umistime po jednom stonkovém segmentu. Pokud umistime do kultivacni nadoby vice rostlin
(sklenéné barky, plastové krabicky), dochazi ke vzajemné kompetici, coz vede k vyssi
variabilité ve velikosti a rlistu explantatd.

2) SlozZeni kultivacniho média

Kultivaéni médium, respektive jeho sloZeni, zasadnim zpUsobem ovliviiuje rist explantatud
révy vinné v podminkach in vitro. NejvyznamnéjSimi sloZzkami jsou obsah a zastoupeni
jednotlivych Zivin, pfitomnost fytohormoni a obsah sacharézy v kultivacnim médiu. Reakce
explantdtd révy vinné na slozeni kultivacniho média je ¢asto zavisla na genotypu.

Pro kultivaci révy vinné v podminkdch in vitro pouzijeme médium podle Quoirin a Lepoivre
(1977), které je komeréné dostupné (katalog Duchefa) jako predem namichand smés
makroelementl, mikroelementd a vitaminl (Tab. 2), kterou rozpustime v destilované vodé a
doddme ostatni slozky (sachardza, agar, fytohormony) a nakonec upravime pH na 5,5-5,9.
Pouzitim komercné dostupné smési eliminujeme riziko chyb pfi pripravé média
z jednotlivych soli prostfednictvim zasobnich roztok(. Médium podle Quoirin a Lepoivre
(1977) ma pozitivni vliv na rlst explantatl révy vinné, a proto nahradilo pavodné pouzZivané
médium podle Chée a Pool (1987), které mélo negativni vliv na rist nékterych genotypl révy
vinné. Pfi¢inou této genotypové citlivosti na toto médium je nevyvazeny pomér Zivin; hlavné
vysoky podil dusiku a predevsim jeho amonné formy (Tab. 2).

Kromé Zivin jsou vyznamnou soucasti kultivaénich médii fytohormony, které vyznamné
ovliviiuji rast i vyvoj explantat(l. Rast explantadtd v podminkach in vitro je pozitivné
ovliviiovan pfitomnosti prorlstajicich kofink(; naopak pritomnost kalusu v bazalni zéné
segmentu ovliviiuje rust explantatll negativné. Tvorbu a rast kofinkd miZeme ovlivnit
fytohormonovym slozenim média. V tomto ohledu je reakce explantatl révy vinné pomérné
typickda. Pfidanim auxinu (IAA) stimulujeme tvorbu kofinkd, naopak pridanim cytokininu
(BAP), at uz samotného nebo i v kombinaci s auxinem, indukujeme tvorbu kalusu v bazalni
z6né segmentu. Proto pro indukci a rlst kofinkl révy vinné aplikujeme auxin do kultiva¢niho
média v koncentraci 0,2 mg.l'1 [AA.

Sachardza je slozkou kultivacniho média, kterd ovliviiuje rist explantatl dvojim zplUsobem.
Pfedné je vyuzivana jako zdroj uhliku, ktery umoziuje heterotrofni vyzivu rostlin (nezavislou
na intenzité svétla). Zaroven je vsak sachardza osmoticky aktivni latkou, kterd mulze pfri
zvySeném obsahu v kultivacnim médiu zpUsobit relativni nedostatek vody — osmoticky stres.
Pavodni metodika pouzivala koncentraci sachardzy 3,1 g.I™. Zjistili jsme, e mirné zvy$ena
koncentrace obsahu sachardzy ovliviiuje pozitivné rlst explantatl révy vinné. Proto pro
multiplikaci explantatt révy vinné do kultivaéniho média ptiddvame 3,4 mg.I* sacharosy.
Daldim zvy$enim koncentrace sachardzy na 5,1 g.I vkultivaénim médiu omezime rist
explantatd révy vinné. Vedlejsim efektem dlouhodobého plsobeni zvysené koncentrace
sachardzy v kultivaénim médiu je dfevnaténi stonk( kultivovanych rostlin, které ma pozitivni
vliv na délku uchovani kultur bez nutnosti casté multiplikace explantatl. Toho muizeme
vyuzit pfi kultivaci explantati révy vinné vtzv. podminkdch pomalého rlstu, pfi
dlouhodobém uchovavani explantatovych kultur.
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Tab. 2: Obsah makroelementu, mikroelement( a vitamint a jejich procentické zastoupeni
v médiich pripravenych podle plvodni a nové metodiky na zdkladé informaci v katalogu
Duchefa v komeréné dostupnych predpripravenych smésich.

Zastoupeni jednotlivych slozek v kultivaénim médiu (mg.1™)

MEDIUM Chée a Pool zastoupeni Quoirin a zastoupeni
(pGvodni slozky Lepoivre slozky
metodika) v médiu (nova metodika) v médiu
% %
MAKROELEMENTY
Ca(NO3); bezvody 492,3 11 578,92 17
KH,PO, 170 4 270 8
KNO3; 1900 43 1800 53
MgS0O, 180,54 4 175,79 5
NH;NO; 1650 37 400 12
MIKROELEMENTY
CoCl,.6H,0 0,025 0,001 0,025 0,001
CuS04.5H,0 0,025 0,001 0,025 0,001
FeNaEDTA 36,7 1 36,7 1
H3BO; 6,2 0,1 6,2 0,2
KI 0,08 0,02
MnSO,4.H,0 0,85 0,02 0,76 0,02
Na;Mo00,.2H,0 0,25 0,01 0,25 0,01
ZnS0,4.7H,0 8,6 0,2 8,6 0,3
VITAMINY
myo-inositol* 10 0,2 100 3
kyselina nikotinova 1 0,02
pyridoxin 1 0,02
thiamin 1 0,02 0,4 0,01
Celkovy obsah Zivin 4458,5 100 3377,8 100

*
| kdyZ myo-inositol nepatii mezi vitaminy, je v katalogu Duchefa zarfazen do této kategorie

3) Teplota kultivace a intenzita osvétleni

Réva vinna je rostlina pomérné naroéna na teplotu. VSeobecné se uznava teplota 10 °C jako
vegetaéni nula pro evropskou vinnou révu, a proto kultivace révy vinné v podminkach in vitro
vyzaduje pomérné vysokou teplotu. Pro multiplikaci révy vinné v podminkach in vitro
udrZujeme teplotu 25 °C. Dalsi zvySovani teploty mulze vést k predCasnému vysychani
kultivacniho média a zhorseni kvality explantatl. Pokud naopak snizime teplotu pod 25 °C,
dosahneme zpomaleni rdstu explantatl. Toho mlzZeme vyuzit pro uchovani genofondu
v podminkach pomalého ristu pfi teploté 15 °C, kdy dochazi k vyraznému zpomaleni rlstu,
ale nedochazi k poskozeni explantatd nizkou teplotou.

15



Vzhledem k jiz uvedenému faktu, Ze kultivacni médium umoznuje heterotrofni vyZivu rostlin,
ztraci intenzita osvétleni primarni vyznam jako zdroj energie pro fotosyntézu, ale zachovava
si Ulohu pri fotomorfogenezi. Je znamo, Ze nizka intenzita osvétleni stimuluje rast rostlin. Pro
rast explantatd révy vinné proto pouzijeme intenzitu osvétleni rostlin 40 umol m™ s, Jako
zdroj zareni pouzijeme zdafivkové trubice supravenym spektrem pro péstovani rostlin
(Fluora).

4) Multiplikace a dlouhodobé uchovani explantatu

Pro multiplikaci révy vinné v podminkdach in vitro pouzijeme médium zaloZzené na komercné
dostupné (katalog Duchefa) smési makroprvk(, mikroprvkd a vitamini podle Quiorin a
Lepoivre (1977), do niZ pfiddme 3,4 g.I" sacharézy, 6 g.I'* agaru a 0,2 mg.I" 1AA a nakonec
upravime pH na 5,5-5,9. Toto médium bylo Uspésné otestovdno autory této metodiky pfi
kultivaci explantatl 30 genotypl révy vinné. Pro kultivaci explantatl pouzijeme zkumavky
s kovovym uzavérem, do kterych vlozime jeden stonkovy segment o délce minimalné 2 cm
s minimalné dvéma nodalnimi segmenty. Segmenty pfipravime v laminarnim boxu ve vodni
lazni pro eliminaci rizika dehydratace. V kultivatnim boxu udrzujeme teplotu 25 °C s
intenzitou osvétleni 40 umol m™2 s™ a 16 hodinovou svételnou periodu. Subkultivaéni interval
udrZujeme v rozmezi 6-8 tydna.

Pro podminky pomalého rlistu pouZijeme rovnéz kultivacni médium zaloZzené na komercné
dostupné (katalog Duchefa) smési makroprvk(, mikroprvkd a vitamini podle Quiorin a
Lepoivre (1977), do niZ pfiddme 5,1 g.I" sachardzy, 6 g.I"* agaru a 0,2 mg.I"" 1AA a nakonec
upravime pH na 5,5-5,9. Tim, Ze pouZijeme vyssi koncentraci sacharosy v médiu, dojde ke
zpomaleni rlstu jiz pfi teploté 25 °C. Po narustu explantatl do % velikosti nddoby, explantaty
pfeneseme do kultivaéniho boxu s teplotou 15 °C, tj. do podminek tzv. pomalého rustu.
Intenzitu osvétleni ponechdme 40 pmol m? s a fotoperiodu 16 hodin svétla jako pfi
multiplikaci explantatl révy. Subkultivaéni interval timto prodlouzime v zavislosti na
genotypu na 16-20 tydnu.

lll. Srovndni novosti postupl

| kdyZ je metoda kultivace révy vinné v in vitro podminkach znama a pouzivana fadu let
v rliznych zemich svéta, stale je tento postup doprovazen problémy s odridovou citlivosti na
podminky kultivace, predevsim pak na sloZeni kultivacniho média. To byl také hlavni divod
vytvoreni nové metodiky. Nové navriend metodika oproti metodice plvodné pouZivané
v ramci ,Narodniho programu konzervace a vyuZivani genetickych zdroji rostlin, zvirat a
mikroorganism( vyznamnych pro vyzZivu a zemédélstvi“ pro prfevod a uchovani kolekce révy
vinné v in vitro podminkach pfinasi nékolik zmén. Tyto zmény se tykaji zpisobu prevodu
rostlin do in vitro podminek, sloZeni kultivacnich médii, pouzitych kultivacnich nadob a
osvétleni rostlin.

Pavodni metodika pouzivala pro desinfekci vyhon( k jejich pfevodu do in vitro podminek
vysoce toxicky chlorid rtutnaty. Nova metodika nahradila chlorid rtutnaty roztokem SAVA,
které je pro Zivotni prostiedi a zdravi Clovéka vyrazné nizsi zatézi. Pavodni metodika
vyuzivala rovnéZz médium, které bylo zaloZzeno na obsahu Zivin podle Chée a Pool (1987). Bylo
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vsak zjisténo, Ze toto médium neni pfilis vhodné pro kultivaci explantatd révy, zvlasté pak
nékterych citlivych genotypl jako Miiller Thurgau ¢i Portugal modry. PGvodni metodika
pouzivala jako zdroj svétla rtutové vybojky, jejichz nevyhodou byl velky prikon, velky vydej
tepelné energie a tim vyssi naroky na chlazeni a horsi, nehomogenni distribuce osvétleni
explantdtd. Novd metodika vyuziva zafivkové trubice, které maji nizsi spotiebu elektrické
energie, nizsi ndroky na prostor a umoznuji homogenni distribuci svétla v kultiva¢nim boxu.

Nova metodika kultivace révy vinné v podminkach in vitro odstranuje tyto nedostatky a navic
presné specifikuje podminky multiplikace explantatd. Doporucené vyuziti zkumavek pro
kultivaci explantatl prinasi vyssi kvalitu rostlin a zdroven nizsi riziko ztraty genotypu
v pfipadé nahodné kontaminace. Nova metodika presné specifikuje zejména teplotni
podminky rlstu a zdrovenn umoZiiuje, pomoci zvySené koncentrace sacharosy v médiu,
uchovat explantaty v podminkdch pomalého rastu i v pfipadé zachovani béiné rdstové
teploty. V pripadé vyuZiti snizené teploty kultivace explantadtd je mozné vyznamnym
zpusobem snizit pracnost i cenu za uchovani genotypu révy vinné v in vitro podminkach.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

UZivatelem této metodiky bude MZe CR a to prostfednictvim ,Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroju rostlin, zvifat a mikroorganism@ vyznamnych pro
vyzZivu a zemédélstvi”. Vyuzitim této metodiky v ,Ndrodnim programu” dojde k vytvoreni
bezpecnostni zalohy nejcennéjsich genotypl révy vinné, a tim dojde k eliminaci rizik ztraty
cennych genotypUl v polnich podminkach, které hrozi predevsim v disledku vymrzani.

V. Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni metody

Naklady na zavedeni postupl uvedenych v metodice zavisi na tom, jestli se zavadi nové cely
provoz pro praci srostlinami v aseptickych podminkdch nebo se pouze implementu;ji
metodické zdsady a postupy kultivace explantatd révy vinné do stavajicich provozu
tkanovych kultur. V pripadé, Ze laboratof jiz postup kultivace explantatl pouziva, jsou
naklady na zavedeni postupu dané pouze nakupem chemikdlii pro kultivaci rostlin, pokud
nejsou jiz k dispozici.

Naklady na zavedeni celého aseptického provozu Ize rozdélit do nékolika oblasti:

Vybaveni pro sterilizaci materidlu a kultivacnich médii:

autoklav od 105 tis. K¢ (repasovany do 40 tis. K¢)
horkovzdusny sterilizator od 34 tis. K¢

trepacka od 38 tis. K¢

Celkem od 177 tis. K¢ (112 tis. Kc)

Prace s tkdnovymi kulturami rostlin v in vitro podminkach:

kultivacni box od 300 tis. K¢ (repasovany od 200 tis. K¢)
laminarni box od 150 tis. K¢
Celkem od 450 tis. K¢ (350 tis. Kc)
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Pristroje pro pripravu a uchovani kultivacnich médii:

analytické vahy od 43 tis. K¢ (bez interni kalibrace od 23 tis. K¢)
presné vahy od 7,5 tis. K¢

stolni pH-metr od 25 tis. K¢

laboratorni michacka od 5 tis. K¢

chladnicka cca 4 tis. K¢

mikrovinna trouba cca 1 tis. K¢

davkovac od 4 tis. K¢

pipety (3 ks) od 7 tis. K¢

Celkem od 96,5 tis. K¢ (76,5 tis. K¢)

Spotirebni material

Sklo cca 10 tis. K¢
Plasty cca 10 tis. K¢
Chemikalie cca 20 tis. K¢
Pinzety, ntzky, skalpely cca 5 tis. K¢

Celkem cca 40 tis. K¢

Cena za zavedeni celého provozu 769 tis. K¢ (584 tis. K¢)

Z uvedeného prehledu je patrné, Ze zavedeni celého provozu kultivace révy vinné v in vitro
podminkach zacind na ¢astce pfriblizné 600 tis. K¢, ktera je odvozena od ndkladd za vybaveni
laboratore pfristroji pro praci s materidlem v aseptickych podminkach. Pokud laborator jiz
vyuziva metodu kultivace révy vinné v podminkach in vitro, jsou ndklady na zavedeni nového
postupu viceméné nulové, protoZe pro novou metodiku neni tfeba zZadné nové vybaveni.
Ceny rliznych predpfipravenych kultivaénich médii v ramci jednoho dodavatele se mezi
sebou vyznamné nelisi a tak zména kultivaéniho média neznamend vyznamnou zménu
nakladd.

Ekonomicky pfinos pro uzivatele
Ekonomicky pfinos pro uzivatele souvisi s vyssi kvalitou explantatl a s vy$sim mnozitelskym
koeficientem. Hlavni ekonomicky pfinos je vSak dosazen v pfipadé uchovani genofondu

v podminkach pomalého ristu diky Uspore chemikalii a pracovni sily.

Naklady na jednu pasaz jedné odrtdy (10 rostlin):

Médium 80 K¢
Pracovni sila 120 K¢
Rezie 80 K¢
Odpisy 20 K¢
Celkem 300 K¢

Naklady na udrzeni jedné odridy révy vinné za rok je v podminkach pomalého rlstu (3
pasaze) v priméru 900 KE. Ve srovnani s pfedchozi metodikou se jednd o Usporu az 2700 K¢.
To vychdazi zpredpokladu, Ze naklady na multiplikaci rostlin v normalnich rdstovych
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podminkach jsou 1800 K¢ za rok pti 6 pasazich za rok a horsi kvalita rostlin pfi vyuZiti pdvodni
metodiky vyZadovala vys$i objem zpracovavaného materidlu v priméru dvakrat, coz Cini
Castku 3600 K¢ pro udrzeni jedné odrlidy révy vinné za rok. Zavedeni nové metodiky tedy
uSetri az 18 tis. K¢ za rok pro uchovani 10 genotyp0 révy vinné.
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