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Kryokonzervace bramboru

Uchovani genetickych zdroji bramboru v polnich podminkach je ovlivnéno fadou biotickych
a abiotickych stresor(i, které ptinaseji riziko ztraty cennych poloZek. Kryokonzervace je
metodou, ktera tato rizika eliminuje a umoziuje bezpetné dlouhodobé uchovani
genetickych zdroja bramboru a je tedy vhodnou metodou uchovani nejcennéjsich polozek
jako ,safety duplication”, bezpecnostni duplikace. Metoda kryokonzervace je zalozena na
uchovani rostlinného materidlu pfi teploté kapalného dusiku v Zivotaschopném stavu, kdy
jsou vSechny procesy ve skladovaném materialu prakticky zastaveny. Tato metodika popisuje
postup pripravy explantatl pred kryokonzervaci, dehydrataci vzrostnych vrchold, zplsob a
zasady pro zamrazeni vzork( i regeneraci kontrolnich rostlin, véetné hodnoceni Zivotnosti a
regenerace explantatld pro citlivé genotypy bramboru, které bylo dfive jen velmi obtizné
uspésné kryokonzervovat. UzZivatelem metodiky je MZe, které ji uplatni v rdmci ,,Narodniho
programu konzervace a vyuZivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganismu
vyznamnych pro vyZivu a zemédeélstvi“.

Klicova slova: brambor; genetické zdroje; konzervace; Solanum tuberosum L.

Grapevine cryoconservation

Storage of potato germplasm is endangered by biotic and abiotic stressors in the field
conditions, and it is connected with the risk of valuable accession loss. Cryoconservation is a
method which eliminates the risk and makes a safe long-term storage of plant germplasm
possible and it is recommended for storage of the most valuable accessions as a safety
duplication. Cryoconservation method is based on storage of plant material at a temperature
of liquid nitrogen when all processes are practically stopped but the viability of plant
material remains. This methodology describes preparation of plant explants before
cryoconservation, apical shoot tip dehydration by cryoprotectants, procedure and principles
of long-time plant storage and plant recovery for evaluation of explant survival and
regeneration for sensitive potato genotypes whose cryoconservation was formerly almost
impossible. 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”.

Key words: conservation; genetic resources; potato; Solanum tuberosum L.
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je optimalizovat postup pro dlouhodobé uchovani citlivych genetickych
zdroja bramboru pfi ultranizkych teplotach v Zivotaschopném stavu.

1. Vlastni popis metodiky

a) Princip metody

Tato metodika vychazi ze standardni metodiky kryokonzervace bramboru z roku 2008, kterd
je vyuzivand v ramci ,Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin,
zvitat a mikroorganism( vyznamnych pro vyzivu a zemédélstvi“. Na zakladé nékolikaletych
zkuSenosti se ukazalo, Ze nékteré genotypy bramboru jsou citlivé vici této metodé
kryokonzervace a to zejména vUci dehydrataci explantatd, kterd sniZuje jejich Zivotnost a tak
limituje vyuZiti této metody. Proto vznikla potfeba vyvinout upravenou metodiku, ktera by
spliovala podminku mirné dehydratace bez poskozeni explantatll. Samotnd metoda
kryokonzervace je zaloZena na poznatku, Ze za urcitych okolnosti je moiné uchovat
organismus v Zivotaschopném stavu i pti teplotdch kapalného dusiku, hluboko pod bodem
mrazu. Predpokladem pro dosazeni téchto podminek je snizeni obsahu vody v
kryoprezervovaném materidlu, které vede k omezeni krystalizace. Ta ptindsi poskozeni
skladovaného materialu a ztratu jeho Zivotaschopnosti. Aby nedoslo pfi teploté kapalného
dusiku ke krystalizaci vody, musi se material nachazet v tzv. skelném stavu, ktery ma svou
viskozitou charakter pevné latky, ale pfi fazovém prechodu nedochdzi k entalpickym
zméndm (mrznuti ¢i tani) spojenym se zménou struktury. Principem nové metodiky
kryoprezervace bramboru je otuzeni a dehydratace explantatd pomoci predkultivace
explantdtd na médiu se zvySenym obsahem sachardzy, izolace vzrostnych vrchold, jejich
Uprava na pozadovanou velikost a naslednd pomald dehydratace vzrostnych vrcholl
v priklopené Petriho misce. Metodika popisuje postup pripravy rostlinného materialu, vlastni
kryoprezervaci a naslednou regeneraci rostlinného materialu.

b) Materiadl a metody

1. Pristrojové vybaveni
Pro vyuziti metody kultivace explantatd bramboru je tfeba disponovat nasledujicim
pfistrojovym vybavenim:

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

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

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



Uchovani kapalného dusiku a kryokonzervovanych vzorki:

Dewarova nadoba na kapalny dusik
Dewarova nadoba pro uloZeni vzorkd v kapalném dusiku

Zdznamy, vypocty a tisk ¢arového kodu:

2.

PC, tiskarna ¢arového kodu, tiskarna

Chemikalie

V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vSechny chemikalie potfebné pro kryokonzervaci
explantatld bramboru.

Kultivacni média:

destilovand voda

makroelementy — dusiéhan amonny, dusi¢nan draselny, dusi¢nan vapenaty,
dihydrogen fosfore¢nan draselny, chlorid vapenaty, siran hofe¢naty

mikroelementy - chlorid kobaltnaty, siran médnaty, siran draselny, siran Zeleznaty,
kyselina boritd, jodid draselny, siran manganaty, molybdenan disodny, siran
zineC€naty, Zelezito-sodna sl kyseliny etylendiaminotetraoctové

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

fytohormony —kyselina indolyl octova (IAA), kinetin a kyselina giberelova (GA3)
sacharosa (P.A.)

agar (Sigma Aldrich)

Uprava pH média:

hydroxid - hydroxid draselny
kyselina - kyselina chlorovodikova

Kryoprotektivni roztoky:

destilovana voda
sacharéza (P.A.)

Chladici a skladovaci médium:

3.

kapalny dusik

Drobné pomticky

Nasledujici pomucky jsou potrebné pro realizaci metody kultivace explantatd bramboru:

Priprava roztoki a médii:

Erlenmeyerova barika 500 ml
odmérny valec 1000 ml
Pasteurova pipeta 3 ml
stficka



e vaZenky

e davkovac
e magnetické michadlo
e kopistka

e pipety a Spicky

Prdce se sterilnim materialem:

e skalpel
e nlzky
e pinzety

e stojanek na nastroje
e hlinikova folie

Kultivace rostlin:
e kultiva¢ni zkumavky s hlinikovym uzdvérem (rozméry 16 x 1,7 cm)
e stojanek na zkumavky
e sklenéné Petriho misky (priimér 15 cm)
e plastové Petriho misky (primér 6 cm)
e plastové kultivaéni nddoby 11 x 10 x 5 cm (Duchefa)
e plastové Petriho misky 6 cm
e sklenéné Petriho misky 15 cm

Predkultivace rostlin:
e Erlenmeyerova barika 25 ml

Izolace a dehydratace vzrostnych vrcholii:
e injek¢nijehly 0,7 x 40 mm
stfikac¢ky 10 ml
sklenéné Petriho misky (prdmér 15 cm)
hlinikové plisky (20 x 6 x 0,05 mm)

Kryokonzervace:

kryozkumavky 1,8 ml (NUNC)
polystyrénovy dzban 1L
stojanek na kryozkumavky

Odtani vzorkii:
e Erlenmeyerova barika 100 ml
® nerezova miska
e parafilm

4. Rostlinny material a kultivacni podminky

Vychozim materidlem pro kryokonzervaci bramboru jsou explantatové kultury. Rostliny in

vitro uchovavame obvykle ve zkumavkach (16 x 1,7 cm) s hlinikovym vickem. Explantaty

péstujeme v kultivaénim boxu pfi teploté 22 + 1 °C, intenzité osvétleni 40 pmol m? s a



fotoperiodé 16/8 h. Plastové krabicky o velikosti 11 x 10 x 5 cm pouzZijeme pro kultivaci
stonkovych segmentu a jejich otuZeni roztokem 2 M sacharosy pred kryoprezervaci.

5. Kultivaéni media

Pro kultivaci rostlin se pouzivaji dva typy agarovych kultivaénich medii. Jedno je tzv.
multiplikacni, které se pouZzivd pro namnoZzeni explantatd bramboru do potifebného poctu a
druhé medium je tzv. regeneracni, které stimuluje regeneraci explantatti bramboru po jejich
kryoprezervaci. Multiplikace in vitro rostlin probihd na modifikovaném kultivacnim mediu
podle Grospietsche et al. (1999) bez kaseinu a myoinositolu a se snizenym obsahem dusiku
(25 % plvodniho obsahu NH;NO3 a 50 % plivodniho obsahu KNOs ve srovnani s mediem
podle Murashige a Skooga, 1964), 30 g I"* sacharosy a 7 g I'* agaru. Regeneraéni medium ma
shodné slozeni jako mnozici medium, ale pro podporu regenerace rostlin navic obsahuje
smés fytohormont (0,5 mg I"* kyseliny indolyl octové, 0,5 mg I"* kinetinu, 0,2 mg I"* kyseliny
giberelové). Regeneraéni média aplikujeme do sterilnich plastovych misek o priméru 6 cm
v objemu 10 ml.

¢) Postup metody kryoprezervace bramboru

Postup kryoprezervace explantat bramboru lze rozdélit do péti postupnych krok:
e NamnoZeni a otuZovani explantatl sacharosou
e |zolace vzrostnych vrcholl a jejich syceni sacharosou
e Pomala dehydratace vzrostnych vrchol(
e Kryoprezervace vzrostnych vrcholu
e Hodnoceni Zivotnosti a regenerace rostlin

Postup kryokonzervace bramboru je schematicky zndzornén na Obr.1.

1. NamnoZeni a otuZovani explantatlu sacharosou

Explantaty bramboru mnoZime na multiplikaénim médiu v kutivaénich zkumavkach do
potfebného poctu 160 rostlin pfi subkultivacnim intervalu 3-4 tydny. Po namnoZeni
explantaty nafizkujeme na jedno-nodalni stonkové segmenty a vloZime je po 100 kusech do
tfi plastovych krabicek o velikosti 11 x 10 x 5 cm s 50 ml multiplikaéniho media. Krabicky se
stonkovymi segmenty vratime do kultivacniho boxu, kde probihala multiplikace explantata.
Po péti dnech kultivace se do kazdé krabi¢ky s nodalnimi segmenty aplikujeme 25 ml 2 M
roztoku sacharosy.

2. lzolace vzrostnych vrcholl a jejich syceni sacharosou

Po 5 aZ 6 dnech kultivace nodalnich segment( zalitych roztokem 2 M sacharosy vyizolujeme
vzrostné vrcholy vyrostlé z nodalnich pupent. Vrcholy vyreZeme z nodalnich segmentt
pomoci injekéni jehly, kterd se pouzije jako mikroskalpel. Pomoci métitka umisténého pod
Pepiho misku upravime délku vzrostnych vrchold na 2 mm. Vrcholy umistime do Petriho
misky (12 cm) na sterilni filtracni papir nasyceny 0,7 M roztokem sacharosy (14 ml)
s fytohormony shodného slozeni jako v regenera¢nim mediu (0,5 mg I-1 kyseliny indolyl
octové, 0,5 mg I-1 kinetinu, 0,2 mg I-1 kyseliny giberelové). Apikalni vrcholy sytime v roztoku
sacharosy po dobu 20 hodin pfti 22 °C.
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Obr. 1. Postup kryokonzervace explantatovych kultur bramboru. Cervené obdélniky vyznacuji postupy, které
byly upraveny pro kryokonzervaci citlivych genotypt bramboru.
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3. Pomala dehydratace vzrostnych vrcholi

Po nasyceni vzrostnych vrcholll bramboru sacharosou explantaty umistime na hlinikové
plisky po deseti kusech, vidy dva plisky se umisti do jedné Petriho misky (4 cm). Plisky a malé
Petriho misky usnadiuji manipulaci s explantaty. Petriho misku pfiklopime a umistime do
lamindrniho boxu, kde probiha pomala dehydratace pfi teploté 22-23 °C.

Doba dehydratace explantatu je pfiblizné 4 - 5 hodin v zavislosti na velikosti explantatl a je
ukonena pfi dosazeni vlhkosti materidlu 0,37 g vody na 1 g susiny. Kontrolu miry
dehydratace provadime vaZzenim na analytickych vahdach s presnosti 0,01 mg. Nejprve
zvazime Petriho misky (4 cm) s hlinikovymi plisky bez explantatli, pak s explantaty pred
dehydrataci a po dehydrataci. Nakonec kontrolni vzorky dosousime 72 hodin v susarné pfi
105 °C pro ziskani hmotnosti susiny.

4. Kryoprezervace vzrostnych vrcholl

Po vysuseni jsou explantaty pfilepeny k plisSkim zaschlym prebytkem roztoku sacharosy. Diky
tomu muazeme s plisky manipulovat, aniz by doslo k ndhodnému odpadnuti explantatu.
Nejprve si ptipravime polystyrenovou nadobu, ktera slouzi jako stojanek pro kryozkumavky a
zaroven jako nadoba na kapalny dusik. Tuto nddobu naplnime kapalnym dusikem a pak do ni
umistime kryozkumavky a i ty naplnime kapalnym dusikem. Plisky s explantaty pfeneseme
pomoci pinzety, a co nejrychleji ponofime do kapalného dusiku v polystyrenové nadobé. Po
ochlazeni explantatd pliSky umistime do kryozkumavky a uzavieme vickem. Vicko
kryozkumavky nedotahujeme, ale mohl kapalny dusik pronikat pres zavit do kryozkumavky;
¢imZ je zarucena stald pritomnost kapalného dusiku v kryozkumavce pfi jejim umisténi
do Dewarovy nadoby.

5. Hodnoceni Zivotnosti a regenerace rostlin

Vzorky pro kontrolu Zivotnosti a regenerace rostlin bramboru po kryokonzervaci
pfipravujeme spolu se vzorky pro uloZeni do Dewarovy nadoby. Minimdlni doba pobytu
vzorkl v kapalném dusiku je 1 hodina. Regeneraci vzork(i provddime po ohievu
kryoprezervovanych vzorkl a po jejich vysazeni na regeneraéni medium. Kryozkumavky se
vzorky umistime do stojanku s kapalnym dusikem. Po otevreni vicka musi byt kryozkumavky
stdle ponofeny v kapalném dusiku. Pinzetou hlinikové plisky rychle vytdhneme z
kryozkumavek a i s vrcholy ponofime do vodni lazné o teploté 40 °C. Explantaty po jejich
odlepeni od pliskd vyjmeme z vody a pfeneseme na regeneracni medium s fytohormony
(0,5 mg I kyseliny indolyl octové, 0,5 mg I™* kinetinu, 0,2 mg I"* kyseliny giberelové).
Hodnoceni Zivotnosti rostlin provedeme po dvou tydnech a hodnoceni regenerace po osmi
tydnech od vysazeni. Za Zivé povazujeme explantaty, u nichz je patrny rlst a nedochazi u
nich ke ztraté chlorofylu. Apikdlni rist spojeny s tvorbou stonku je znamkou regenerace
rostliny.

d) Evidence a uloZeni vzorku p¥i kryokonzervaci
Kazdou kryozkumavku oznacime specifickym ¢arovym kédem. Tento kéd obsahuje poradové
Cislo kryoprezervované polozky, presnou lokalizaci polozky ve skladovacim systému a datum
zamrazeni polozky. Oznaceni kazdé zkumavky spolu sinformaci o vzorku uloZzime
do databaze zamrazenych polozek. Vzorky umistime do skladovacich Dewarovych nadob
naplnénych kapalnym dusikem. Musime zabezpecit pravidelné doplfiovani téchto nadob
z divodu odparu kapalného dusiku.
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e) Kryoprotokol
Cely postup kryokonzervace zaznamename v kryoprotokolu, ktery obsahuje zakladni
identifikacni udaje o kryokonzervovanych vzorcich a o metodé kryokonzervace a jejim
vysledku. Tyto informace mlzZeme v pfipadé potieby doplnit dalSimi Udaji, které presnéji
definuji podminky kryokonzervace a vlastnosti kryokonzervovanych vzorka.

Zakladni udaje:

Material: plodina, genotyp, identifikator EVIGEZ, interni identifikator

MnozZstvi: pocet kryoprezervovanych vzrostnych vrcholl, pocet kontrolnich rostlin
Oznadeni: Cislo kryoprezervované polozky, pozice v kryoskladu, datum kryoprezervace
Kryo: metoda kryokonzervace

Vysledek: Zivotnost, regenerace
Dopliujici udaje:

Dehydratace: Cerstvda hmotnost vzrostnych vrcholl, pocatecni obsah vody, konecny obsah
vody, doba dehydratace, podil krystalické faze, pritomnost a charakteristika skelnych
pfechodi (teplota skelného prechodu, zména tepelné kapacity)

Pozndmky:  odchylky od standardniho postupu

f) Stanoveni minimalniho rozsahu uloZzenych vzorka

Z hlediska konzervace genetickych zdroji rostlin, je velmi dilezitda informace, zda pocet
vzorkd uloZenych v kapalném dusiku umozZnuje UspéSnou regeneraci daného genotypu.
Pravdépodobnost regenerace rostlin zavisi na Uspésnosti regenerace a reprezentativnosti
(poctu jedinch) kontrolniho vzorku a na poctu vzork( uloZenych v kapalném dusiku. Na
zakladé regenerace rostlin kontrolniho vzorku mlzZeme stanovit minimalni pocet rostlin,
které Ize zregenerovat z rostlin uloZzenych v kapalném dusiku (Dussert et al., 2003). V Tabulce
1 je uvedeno minimalni procento regenerace kontrolnich rostlin v zavislosti na velikosti
kontrolniho souboru a na poctu uloZzenych vzork(i v Dewarové nadobé pro 95%-ni
pravdépodobnost regenerace alespori jedné rostliny.

Doporuceny pocet vzrostnych vrcholl uloZzenych v kapalném dusiku od jednoho genotypu je
120 jedinct a velikost kontrolniho vzorku je 40 jedincli. Pro 95 % pravdépodobnost, Ze
z uloZenych vzork( zregeneruje alespon jedna rostlina, je nutna desetiprocentni regenerace
kontrolnich rostlin, tedy ctyfi rostliny ze ctyficeti. V Tabulce 1 je uvedena minimalni
regenerace kontrolniho vzorku pro 95 % pravdépodobnost regenerace alesponi jedné rostliny
pti rdzném poctu uloZenych vzorkl v kryobance a rtzné velikosti kontrolniho vzorku.

Pro dosazeni jistoty uchovani genotypu je nezbytna regenerace minimalné tfi explantatd
v kontrolnim vzorku z celkového poctu uloZzenych vzorki daného genotypu. Pfi 120-ti
explantatech bramboru uloZzenych v kapalném dusiku a 40-ti explantatech v kontrolnim
vzorku musi regenerace kontroly dosahnout minimalné 15 %, aby s pravdépodobnosti
minimalné 95 % doslo k regeneraci minimdalné tfi rostlin bramboru daného genotypu
uloZzeného v kryobance (Tab. 2).
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Tab. 1: Minimdlni procento regenerace kontrolniho vzorku, kterd umoZriuje regeneraci
alespon jedné rostliny s pravdépodobnosti 95 %, v zavislosti na poltu kontrolnich jedinci a
poctu jedincu uloZenych v kryobance.

Velikost ulojené  kolekce Velikost kontrolniho vzorku (pocet jedinc()

(pocet ulozenych jedinca)

20 40 60 80 100
100 15 10 8,3 7,5 7
120 15 10 8,3 7,5 6
140 15 10 6,7 6,3 6
160 15 7,5 6,7 6,3 5
180 10 7,5 6,7 6,3 5
200 10 7,5 6,7 5 5

Tab. 2: Minimdlni pocet regenerujicich rostlin z celkového poctu uloZenych explantdtu (120
ks) v kapalném dusiku pfi 95 %-ni pravdépodobnosti v zdvislosti na procentu regenerace
rostlin bramboru po kryokonzervaci v kontrolnim vzorku o rozsahu 40 explantdtd.

Regenerace v kontrolnim vzorku Minimalni regenerace rostlin v kryobance
(%) (pocet jedincil)

10 1

12,5 2

15 3

17,5 5

20 7

25 10

30 14

Doporuceny pocet 120 explantatl je uloZen v 6-ti kryozkumavkach po 20-ti kusech. Pti tfech
Zivotaschopnych explantatech v kryobance pak teoreticky po odtani dvou kryozkumavek
dojde kregeneraci jedné rostliny (obnova genotypu) a ve zbyvajicich ¢tyfech
kryozkumavkach budou uloZzeny minimalné dva explantaty schopné regenerace do in vitro
podminek. V pfipadé, Ze regenerace kontrolniho vzorku je nizka, lze zvySenim rozsahu
uloZzenych vzork( (opakovanim postupu kryokonzervace) docilit vyhovujici pravdépodobnosti
obnoveni uloZzeného genotypu. Naopak v pfipadé stabilné vysoké regenerace kontrolniho
vzorku lze omezit pocet uloZzenych vzorkd, ¢imz Ize snizit naklady na uloZeni genotypu.

lll. Srovndni novosti postupl

11111

zdroju bramboru. Dosavadni postup uchovani byl zaloZen rychlé dehydrataci explantatd nad
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silikagelem (Obr. 2), ale u citlivych genotypl bramboru sniZoval Zivotnost a regeneracni
schopnost explantat (Obr. 3). Novy postup umoznuje kryokonzervovat i citlivé genotypy
bramboru diky mirnéjsi, pomalejsi dehydrataci (Obr. 2), kterd nesnizuje jejich Zivotnost a
regeneracni schopnost (Obr. 3) ve srovnani se standardni metodou kryokonzervace.

Porovnani prabéhu rychlé a pomalé dehydratace
2,8
2,4
X
S
2 S
oo \ \\
bo
& 1,6 Y S
- \ ——~
-g 1.2 ‘\ \\
> ’ \ —
= \ e
© \ \\
& < S—
0,4 ——e— — o ——
o T T T T T T T T T T T T
0:00 O0:30 1:00 1:30 2:00 2:30 3:00 3:30 4:00 4:30 5:00 5:30 6:00
Doba dehydratace (h:mm)
‘ —e—rychld dehydratace —@—pomald dehydratace ‘

Obr. 2: Porovnani rychlosti dehydratace vzrostnych vrcholl bramboru (odr. Désireé). Rychld dehydratace pfi
standardnim postupu dehydratace nad silikagelem; pomald dehydratace pfi novém postupu v pfiklopené
Petriho misce v laminarnim boxu.

Zivotnost a regenerace explantatti po dehydrataci a
kryoprezervaciv zavislosti na rychlosti dehydratace
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Obr. 3: Porovnani Zivotnosti a regenerace explantatl vzrostnych vrchold bramboru (primér tfi odrid: Steffi,
Carnea, Fruhnudel). Rychla dehydratace pfi standardnim postupu dehydratace nad silikagelem; pomala
dehydratace pfi novém postupu v priklopené Petriho misce v laminarnim boxu. Chybové uUsecky predstavuji
stfedni chybu prdméru namérenych hodnot tfi odriid bramboru.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Uzivatelem této metodiky bude MZe CR a to prostfednictvim ,Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganismu vyznamnych pro
vyZivu a zemédélstvi“. Tato metodika umozni kryokonzervovat citlivé genotypy bramboru, u
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nichz je to jinak velmi obtiZzné az nemozné, z diivodu jejich citlivosti v{ci silné dehydrataci, ke
které dochazi pfi standardnim postupu kryokonzervace.

V. Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni postupl uvedenych v metodice zavisi na tom, jestli se zavadi nové cely
provoz pro prdci s rostlinami v aseptickych podminkdch nebo se pouze implementuje tato
metodika kryokonzervace do stavajicich provozl tkanovych kultur. V ptipadé, Ze laboratofr jiz
postup kryokonzervace explantatd pouziva, jsou naklady na zavedeni nové metodiky nulové.

Naklady na zavedeni celého aseptického provozu jsou nasledujici:

Vybaveni pro sterilizaci materidlu a kultivacnich médii:

autoklav od 105 tis. K¢ (repasovany do 40 tis. K¢)
horkovzdusny sterilizator od 34 tis. K¢
Celkem od 139 tis. K¢ (74 tis. K¢)

Prace s tkanovymi kulturami rostlin v in vitro podminkach:

kultivacni box od 300 tis. K¢ (repasovany od 200 tis. K¢)
lamindrni box od 150 tis. K¢
Celkem od 450 tis. K¢ (350 tis. Kc)

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 4tis. K¢

mikrovinna trouba cca 1tis. K¢

davkovac od 4 tis. K¢

pipety (3 ks) od 7 tis. K¢

Celkem od 96,5 tis. K¢ (76,5 tis. K¢)

Nadoby na kapalny dusik

Dewarova nadoba na kapalny dusik 27 tis. K¢
Dewarova nadoba na uchovani vzork( v kapalném dusiku 50 tis. K¢
Celkem 77 tis. K¢

Spotifebni material

Sklo cca 10 tis. K¢

Plasty cca 12 tis. K¢
Chemikalie cca 35 tis. K¢

Pinzety, ntzky, skalpely cca 5 tis. K¢

Celkem cca 62 tis. K¢

Celkova cena za zavedeni metodiky 825 tis. K¢ (640 tis. K¢)

15



Z uvedeného prehledu je patrné, Ze zavedeni nové metodiky kryokonzervace explantatd
bramboru v in vitro podminkach zaéind na ¢dstce pfiblizné 640 tis. K¢, kterd je odvozena od
nakladd za vybaveni laboratofe pfistroji pro praci s materidlem v aseptickych podminkach.
Protoze se predpoklada, Ze nova metodika nahradi standardni metodiku kryokonzervace
bramboru v pfipadé citlivych genotypl, lze konstatovat, Ze zavedeni nové metodiky nebude
vyZadovat Zadné nové investice do nového zafizeni ani spotfebniho materialu ve srovnani se
stavajici metodikou.

Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Predpokladané ekonomické prinosy vyuZiti této metodiky jsou minimalné 200 tis. K¢ ro¢né
pti predpokladu kazdorocni kryokonzervace deseti novych odrid bramboru. Vychazi se ze
skutecnosti, Ze tato castka by byla vynaloZena na kryokonzervaci citlivych genotypl
bramboru, ale k jejich Uspésné kryokonzervaci by nedoslo. Zminéna ¢astka vychazi z nakladd
na namnozeni in vitro rostlin, jejich otuzeni a kryokonzervaci, véetné kontrolni regenerace a
nasledného uchovani 10 genotypl bramboru na 1 rok. ProtoZe se jednd o metodu uréenou
pro dlouhodobé uchovani genetickych zdrojl, souvisi rentabilita této metody s dobou
uchovani vzorka v kapalném dusiku. Naklady na kryokonzervaci jsou nejvyssi na pocatku pfi
zavadéni polozek do kryobanky, ale samotné naklady na skladovani v kapalném dusiku jsou
pomérné nizké. Proto lze navratnost vstupnich nakladd ocekdvat po osmi letech
kryokonzervace a ekonomicky pfinos metodiky bude pfimo umérny dobé uchovani vzork( v
kapalném dusiku. Hlavnim pfinosem uplatnéni této metodiky vSak bude bezpecné uchovani
nejcennéjsich genotypl bramboru v podminkdach, které umoznuji dlouhodobou neménnost
skladovaného materidlu, coZ je hlavnim poZadavkem na uchovani jakychkoliv genetickych
zdroja rostlin.
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