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Popsana byla technologie a prakticka aplikace biotechnologickych a virologickych metod a postupt mik-
ropropagace bramboru, véetné aktivni eliminace virové infekce a metody pro dlouhodobé uchovavani vy-
choziho bezvirového materidlu pro mnozeni sadby. Byla porovnéana klasicka technika sériového sterilniho

mnoZeni v kultufe in vitro, providéného manualnim pasdzovanim segmentt stonkt pomoci skalpelu,
s technikou bezdotykového autonomniho mnozeni in vitro, kterd vyuziva k pasdzovani laserového pa-
prsku. Na zdkladé srovnavaciho ,,grow out® testu s péti odriiddami bramboru bylo konstatovano, Ze proces

robotického pasdzovani rostlin pomoci laseru umoznuje ptipravit in vitro material srovnatelné kvality

s klasickym pasdZovanim pomoci skalpelu.

tkanové kultury; Solanum tuberosum L.; eliminace virové infekce; technologie mnozenti in vitro; klasické
pasdzovéani; autonomni pasdZovani
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UVOD

V klimatickych podminkach Ceské republiky ovliviiuje dosaZzeni nejvyssich stupiiti mno-
zeni sadby bramboru vyskyt virovych chorob a rychlé zamofovani vysadeb. Predkladana
technologie je zalozena na praktické aplikaci biotechnologickych a virologickych metod
a postuptl pfi pripravé bezvirového vychoziho rostlinného materialii a jeho nasledného
sériového mnozeni v tkanové kulture. Vyuziti tkanové kultury bylo zakladem pti pre-
chodu od klasického polniho klonového udrzovani odrtd k bezvirovému udrzovacimu
$lechténi a mnozeni ve sterilnich laboratornich podminkach.

Mikropropagace je u bramboru vysoce efektivni postup, jak z pohledu zdravotniho sta-
vu, tak rychlosti namnozeni zna¢ného mnozstvi materialu v definovaném prostfedi, pri
minimalnich prostorovych narocich. Metoda snizuje naklady na udrzeni zdravotniho sta-
vu a stala se nedilnou soucasti mnozitelského a $lechtitelského procesu. Spolu se systémem
kontroly zdravotniho stavu diagnostickou metodou ELISA umoznuje zkraceni cyklu udr-
zovaciho $lechténi a mnozeni sadby bramboru minimalné o dva az tfi roky. Vysledkem
vyuzivani tohoto postupu je produkce vysoce kvalitni, certifikované sadby bramboru (DE-
DIC et al., 2004; HORACKOVA et al., 2008).

Predlozena prace je urcena pro $lechtitele a mnozitele bramboru a vyuzitelnd je rovnéz
ve vyzkumu. Zpracovan je postup, pti kterém je pro sériové mnozeni bramboru in vitro
vyuzivano klasické pasazovani rostlin skalpelem (S) a uvedeny jsou poznatky a moznosti
autonomniho mnozeni rostlin pomoci laserového paprsku (L).

MATERIAL A METODY

1. Postupy predchazejici mnoZeni bezvirového materialu bramboru

v kulture in vitro
Pred zahajenim bezvirového mnozeni je nezbytné provést soubor na sebe navazujicimi
laboratornimi kroky a testovani bramboru pomoci tkanové kultury. Jejich vysledkem je
vytvoreni bezvirovych kolekci klont v kultufte in vitro a nasledné ulozeni ve sterilnich pod-
minkach dlouhodobé kultivace. Uchovévané klony jsou zakladnim vychozim materidlem
pro sériové mnozeni v dalsich letech. Na pouzité biotechnologické postupy navazuji dia-
gnostické laboratorni metody testovani zdravotniho stavu v kultute in vitro. Je proto nut-
né, aby vedle biotechnologické laboratote precizné fungovala virologicka a bakteriologicka
diagnostika (HORACKOVA a DEDIC, 2009; HORACKOVA a DOMKAROVA, 2012).

Béhem celého procesu bezvirového mnozeni je ke kultivaci rostlin pouzivano zakladni
zivné médium, oznacované MS 62, podle Murashige & Skoog (1962), komer¢né pripravené,
s pridavkem 30 g sachardzy a 8 g agaru, pH upravené na 5,6-5,8. Vysterilizované médium
se davkuje po 50 ml do jednorazovych kultiva¢nich plastovych doz.
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1.1 ZalozZeni tkanové kultury
Prvnim krokem technologie je zaloZeni sterilni in vitro kultury. K tomu je potfebny kvalitni
zdrojovy material, ktery musi typové odpovidat prevadénému genotypu. Jako prevodovy
materidl se nejcastéji vyuzivaji klicky z rasicich hliz, nebo stonkové segmenty. Doporucuje
se pred pfevodem do in vitro otestovani zdrojovych materiali na pritomnost karanténnich
bakterii bramboru Cs (Clavibacter sepedonicus) a Rs (Ralstonia solanacearum) (PANKOVA
a KREJZAR, 2015).

Pievodové segmenty se v prostfedi lamindrniho boxu povrchové dezinfikuji etanolem
a chloraminem, skalpelem upravi a pinzetou vlozi na zivna média do zkumavek. K odstra-
néni doprovodnych kontaminaci jsou pii prevodu kazdého vzorku vyuzita minimalné tfi
zakladni zivna média obohacena o antibakterialni pripravky, zejména ATB. Pro posledni
dvé pasaze je médium doplnéno vzdy o antibiotikum Vankomycin, které eliminuje pfi-
padny vyskyt karanténnich bakterii Cs a Rs (HORACKOVA et al., 2018). Nekontamino-
vana tkanova kultura je obvykle ziskana po tfech az ctyfech mésicich. Rostliny jednotlivé
napasazované do zkumavek na mnozici médium se presné oznaci a umisti do kultiva¢ni
mistnosti s fotoperiodou 16 hod. svétlo, 8 hod. tma, s teplotou 20 °C a intenzitou osvétleni
60 pmol/m?. s. Nasleduje vstupni otestovéni jednotlivych in vitro rostlin na pfitomnost
Sesti hospodarsky vyznamnych virt, které se bézné vyskytuji v porostech bramboru, a to
viru svinutky bramboru (PLRV), viru Y (PVY), viru A (PVA), viru S (PVS), viru X (PVX)
aviru M (PVM). V ptipadé pozitivniho nalezu je zahajeno aktivni ozdravovani technika-
mi in vitro (HORACKOVA et al., 2007).

1.2 Ozdravovani od virové infekce technikami in vitro a testovani zdravotniho stavu
Eliminovatelnost jednotlivych virt je zavisla na tom, do jaké vzdalenosti od terminalnich
uviru Y (PVY) a svinutky (PLRV). Virus X (PVX) a virus M (PVM) vystupuji ve vegetac-
nim vrcholu vysoko a zdna bez viri je velmi mald. Nejvyse vystupuje virus S (PVS), ktery
se ¢asto dostava primo do bunék meristematického vrcholu.

S ohledem na konkrétni virus je pfi ozdravovani v kultufe in vitro vyuzivano nékolika
postupt. U viru A (PVA), viru Y (PVY) a svinutky (PLRV) se uplatnuje klasicka metoda,
spocivajici v odbéru vrcholovych meristému po termoterapii. Termoterapie ovliviiuje mul-
tiplikaci a translokaci virti a vede ke zvétSeni viruprosté zény ve vrcholovych pletivech.
Rostliny in vitro jsou ovliviiovany teplotou 37 °C po dobu 6 tydnii. Nasledné se provadi pod
prepara¢nim stereomikroskopem vyjmuti apikalnich meristémi z vrcholu stonkii, nebo
z Uzlabnich pupent listti. Obvykle se odebiraji tfi vrcholky z jedné rostlinky, o velikosti
v rozmezi 0,5-1mm, tvorené apikalnim vrcholem se dvéma az tfemi listovymi zaklady
a zbytky krycich $upin. Ke kultivaci izolovanych meristémi je pozivino médium MS 62
s vitaminy podle Gamborga B 5 a s biologicky aktivnimi latkami, které stimuluji diferen-
ciaci stonku a tvorbu kofenti (auxin, cytokinin, giberelin). Na dosazeni jednoho zdravého
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klonu je nutny odbér v priméru 40 vrcholki, s naslednou 50% tspésnosti ristu. Regenera-
ce odebranych segmentiti do rostlinek schopnych dalsiho pasazovani (vyska cca 4 cm) trva,
v zavislosti na ozdravovaném genotypu, tfi az tyfi mésice.

Specialni pristup je téeba volit u viru S (PVS), kde je moznost jeho odstranéni klasickym
postupem minimalni.

Virus S bramboru (PVS), na rozdil od zahranii, nepatiil v Ceské republice mezi viry
povinné kontrolované pri certifikaci sadby. To bylo u nas zavedeno v poskliziovych zkous-
kach zdravotniho stavu zakladnich rozmnozovacich stupna sadby vyhlaskou, s a¢innosti
od roku 2006. Dlouhodoba tolerance tohoto latentniho, bezptiznakového viru vedla k jeho
zna¢nému a pretrvavajicimu rozsifeni v porostech bramboru. Virus S (PVS) nélezi k nej-
obtiznéji odstranitelnym virtim, nebot v rostliné vystupuje az do bunék meristematického
vrcholu a zéna bez vird je velmi mald. Ve VUB by rozpracovan postup eliminace viru S po-
moci chemoterapie in vitro, ktery je zalozen na aplikaci preparatu s virostatickym t¢inkem.
Po provedeni rady experimentu se nejlépe osvédcil pripravek Ribavirin, synteticky ribosid,
ktery inhibuje replikaci viru a vyrazné zpomaluje jeho systémové $ifeni v rostliné. Postup
je zalozen na opakovaném pasazovani rostlin na agarové zivné médium doplnéné o che-
moterapeutikum, a to tfikrat v Sestitydennich intervalech, vzdy naraz po deseti rostlinach
v jedné kultiva¢ni doze. Terapeuticky uc¢inek Ribavirinu je velmi vysoky, pohybuje se mezi
90 az 100 % (HORACKOVA, 2008).

V pripadé potieby je mozné k ozdravovani vyuzit i kryoterapii. Metodou pisobeni ul-
tranizké teploty lze s uspéchem eliminovat viry PVY a PLRV, virus PVS nelze kryoterapii
odstranit (FALTUS et al., 2012).

Jestlize je v ozdravovaném materidlu zjiSténa smisend infekce vice viry, vyuzije se kom-
binace dostupnych postupt ozdravovani. Po ukonceni faze aktivniho ozdravovani je vzdy
provedeno otestovani zdravotniho stavu sérologickou imunoenzymatickou metodou ELI-
SA. Nejprve pfimo z rostlin in vitro a u detekovanych zdravych klont nasleduje otesto-
vani z rostlin in vivo, po vysadbé ve skleniku. Zhodnocena je pritomnost vsech béznych
virt bramboru (PVS, PVM, PVX, PVA, PVY a PLRV). Rostliny s potvrzenym bezvirovym
zdravotnim stavem se presné klonové oznaci, rozmnozi a vyuziji k ulozeni do dlouhodobé
kultivace. Casovy interval od zalozeni tkdnové kultury po dosazeni ozdravenych klont se,
v zavislosti na eliminovanych virech, pohybuje obvykle mezi 10 az 14 mésici, pfi soubézné
infekci vice viry je i delsi (HORACKOVA a DEDIC, 2009; HORACKOVA a DOMKARO-
VA, 2012).

Pred ulozenim zdravych klonti do udrzovaci kolekce v in vitro kultufe je mozné do sys-
tému vlozit kontrolu pfitomnosti karanténnich patogent Cs a Rs, aby bylo zabranéno ver-
tikalnimu $ifeni patogenu pfi mnozeni pasazovanim in vitro. Klony jsou otestovany ptimo
z ukladané tkanové kultury a diagndza je provadéna imunofluorescenénim testem PP3.
Pracovni postup vychazi z aktudlniho provozniho tédu UKZUZ. Testovan{ zajistuje Akre-
ditovana laboratoi LC ve VUB Havli¢kiv Brod.
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1.3 Zalozeni kultury pro dlouhodobou kultivaci a regeneracni pasaze

Ziskany sterilni bezvirovy material je tfeba uchovat, aby slouzil jako opakovany zdroj pro
sériové mnozeni in vitro v dalsich letech. VSechny pozadavky na spolehlivé dlouhodobé
uchovavani kultur splnuje systém, ktery spociva ve vytvoreni podminek pro tuberizaci,
tedy vyvolani tvorby mikrohlizek v prostredi in vitro. K indukci tuberizace dochazi pti-
sobenim nékolika faktor stresové povahy v pribéhu kultivace. Jsou to predevsim tprava
zivného média, kdy se jako stimula¢ni impulz tuberizace pouziva predevsim zvyseny ob-
sah sacharézy, pripadné doplnény retardantem rtstu. Na zpomaleni riistu plisobi rovnéz
zmény ve fyzikalnich podminkdch béhem kultivace, a to nizéi teplota, zkracena fotoperi-
oda a sniZend intenzita osvétleni. K zaloZeni kultury pro dlouhodobou kultivaci se vyuziji
vyvijejici se rostliny ve vySce cca 4cm, které se prenesou do kultiva¢nich prostor s teplo-
tou snizenou na 10 °C, fotoperiodou 10 hod. svétlo, 14 hod. tma, s intenzitou osvétleni
40 pmol.m2.s7L.

Po 4-6 mésicich kultivace za¢nou rostliny nasazovat mikrohlizky, nasleduje 4-5 mésict
trvajici faze, kdy pozvolna zasycha stonek a mikrohlizky jsou ve stavu dormance. Poté
za¢nou mikrohlizky rasit, objevi se vyhonky, obvykle zistavaji ve zkumavkach i vegetujici
zbytky stonkt. Celkova délka kultiva¢niho cyklu je obvykle 14-18 mésici. Poté je tfeba
provést regeneracni pasaz. Je tvofena jednou az dvéma subkultivacemi na zakladnim mé-
diu, s naslednou pasazi na média pro dlouhodobou kultivaci in vitro. Cyklus se pravidelné
opakuje, tak aby se bezvirové klony zachovaly pro dalsi pouziti.

2. Techniky mnoZeni bezvirového materialu bramboru v kultufe in vitro

2.1 Sériové mnozeni bramboru in vitro klasickym fezanim pomoci skalpelu (S)

Z kultur uloZenych v dlouhodobém udrzovani se odeberou zachovalé tkané, a to zejména
mikrohlizky, nebo jejich vyhony, ptipadné zelené zbytky pavodnich rostlin. Jsou prenese-
ny na zakladni Zivné agarové médium a je zahdjena priprava vychozich rostlin in vitro pro
mnozeni.

Sériové mnozeni rostlin in vitro je dosud u nas rutinné provadéno manualnim pasa-
zovanim ve flowboxu, kdy segmenty jsou klasicky fezany pomoci skalpelu. Tento zpisob
mnozeni vyuzivaji k produkci bezvirové sadby bramboru vsechna pracovisté v Ceské re-
publice, ktera se zabyvaji $lechtitelskou a mnozitelskou ¢innosti.

Klasické manudlni pasazovani skalpelem je provadéno ve sterilnim prostfedi flowboxu,
pouzivané naradi (pinzety, skalpely) jsou sterilizovany v horkovzdu$ném sterilizatoru pri
teploté 180 °C po dobu 1,5 hod., nebo s vyuzitim Glass Bead Sterilizeru. Z jedné rostliny
jsou pripraveny obvykle 3 az 4 stonkové segmenty o velikosti 15-20 mm s jednim nodem.
Zasazeny jsou po 15 do plastovych kultivacnich nadob s agarovym médiem. Interval mezi

41



jednotlivymi pasdzemi je, v zavislosti na genotypu, dva az ¢tyfi tydny. K péstovani je vyu-
zivan klimatizovany kultivacni prostor s fotoperiodou 16 hod. svétlo, 8 hod. tma, s teplotou

20 °C a intenzitou osvétleni 60 pmol.m2.s%.

2.2 Sériové mnozZeni bramboru in vitro autonomnim systémem a fezanim rostlin pomoci
laserového paprsku (L)

Problematikou sériového mnozeni bramboru v tkanové kultufe za vyuziti robotizace se
zabyvalo vyzkumné feseni, které probihalo ve VUB Havlickv Brod. Jednalo se o pro-
jekt mezindrodni spoluprice ve vyzkumu a vyvoji, vyhlaseny MSMT v ramci 11. vyzvy
Eurostars — 2, pod nazvem ,, Autonomni rostlinné tkanové kultury“ (Autonomous Plant
Tissue Culture). Akronym projektu je AUTOPTC. Redeni probihalo v obdobi od 10/2019
do 10/2022. Hlavnim fesitelem projektu byla firma Bock Bio Science GmbH (BBS), Némec-
ko, partnery byly Vyzkumny ustav bramboratsky Havli¢kiv Brod, s.r.o. (VUB) a Univerzi-
ta Brémy - Ustav automatizace (IAT), Némecko (HORACKOVA et al., 2021).

Jednim z cildi feSeni tohoto mezindrodniho vyzkumného projektu bylo zkonstruovani
prototypu pfistroje pro autonomni mnozeni bramboru a drobného ovoce. Zatizeni bylo
vyrobeno v Némecku, za vzajemné spoluprace spolufesitelskych pracovist, a predstavuje
kombinaci robotiky, podporované softwarem umélé inteligence, a laserového fezani rost-
lin in vitro. Robotizace je u téchto druht plodin mozna, nebot se mnozi vegetativnim zpu-
sobem a lze u nich k rozmnozovani vyuzivat in vitro prostfedi.

K vyvoji ptistroje byly vyuziviny ve VUB namnoZené soubory in vitro rostlin, které
byly postupné dopravovany do BBS. Na rozpracovani nové technologie byly vybrany od-
ridy vyslechténé ve VUB a jejich zdrojem byla kolekce Genové banky bramboru in vitro
udrzovana ve VUB (DOMKAROVA a HORACKOVA, 2013). Odrtdy reagovaly pozitivné
na kultivaci v tkanové kulture. Na univerzitnim pracovisti IAT bylo pofizeno vice nez
12 000 obrazki jednotlivych krokd mnozeni a tyto kamerou nasnimané lidské zkusenosti
byly pouzity k navrzeni prototypu robota. Prototyp sestava ze tfi robotickych pazi, lasero-
vého krijece a nového Al softwaru, pro vizualné orientované autonomni fizkovani rost-
linek a jejich sazeni do ddz se sterilnim Zivnym médiem. Roboticka paze autonomné vy-
jme rostlinky z kultiva¢ni dozy, deep-learningovy systém prostuduje strukturu uchopené
rostliny a autonomné ur¢i optimalni linii fezu. Uchopend rostlinka je dana do pozice pro
laserové fizkovani podél definované linie a nafizkované ¢asti jsou autonomné umistény
do novych kultiva¢nich déz. Systém zachovava kvalitu a spravnou orientaci pfi ukladani
explantatu na agar. V$e probiha ve zcela sterilnim prosttedi vyrobniho boxu. Tti robotické
paze v jednotce budou zvysovat efektivitu systému tim, ze dvé rostlinky budou zkoumany
a rizkovany v jedné sekvenci, zatimco ve stejné dobé treti paze bude vkladat natizkované
rostliny do novych doéz.
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2.3 Pribeéh kultivace in vitro a prevod do in vivo

Ob¢ uvedené metody sériového mnozeni pokracuji dale shodnym postupem. Vyvinuté, za-
korenéné rostlinky finalni pasaze jsou prevadény do in vivo prostredi presazenim do plas-
tovych nebo raselinovych sadbovacii se zahradni zeminou. Uchopi se pinzetou na bazi
stonku a vyjmou opatrné z agaru, aby nedoslo k naruseni kofinkt. Umisti se do uzavre-
ného skleniku a v prvnim tydnu po presadbé se rostlinky zastinuji a zalévaji jemnym ml-
zenim. Po zakorenéni, ve vysSce 10 az 15cm probéhne presadba do venkovnich, izolova-
nych prostor, aby se zabranilo pristupu prenasect virovych chorob a nedoslo k reinfekci
viry. Nejlépe do nevytapénych polykarbonatovych hangari, pripadné studenych sklenikd.
Za vegetace je nutné vysadbu M1 generace osetfovat insekticidy a fungicidy a po sklizni
provést hodnoceni pfitomnosti virové infekce pomoci ELISA testu.

2.4. Ovéfeni technologie s vyuzitim pasazovani in vitro (S) a (L)

V soucinnosti zainteresovanych resitelskych pracovist bylo provedeno ovéreni a porovnani
obou technologii mnozeni ve srovnévacim grow out testu vysazeném ve VUB. Riistovy test
byl zalozen s péti odriidami, které pochazeji ze §lechténi VUB. Pokus byl vysazen podle
pripraveného schématu, v deviti navazujicich krocich a vychazel z dlouhodobé ovéfené-
ho postupu, ktery je v Ceské republice vyuzivan k produkci bezvirové sadby bramboru.
Materidl in vitro pro experiment byl klasicky namnozen ve VUB a pievezen do laboratofe
v Némecku, kde byla provedena roboticka pasaz laserovym paprskem. Kultury byly po za-
kofenéni prevezeny zpét do VUB. Vysazena byla od kazdé odridy a zptisobu pasaze tfi
opakovani po 120 rostlindch. Dalsi kroky, poc¢inaje vysadbou pokusnych rostlin, se usku-
te¢nily ve VUB vyuzitim skleniku a nevytdpéného polykarbondtového izolatoru. Vysadba
byla zdhonova, v oddélenych blocich podle zptisobu pasaze a odrtdy.

VYSLEDKY A DISKUSE

Na spolufesitelském pracovisti v Némecku bylo provedeno vyhodnoceni rozdilu v riistu
rostlin in vitro mezi materidlem fizkovanym roboticky laserem a skalpelem. Po tfech tyd-
nech kultivace bylo provedeno u pouzitych odrtid kvalitativni hodnoceni nahodné ode-
branych rostlin a nebyly zaznamenany vyznamné rozdily mezi obéma variantami fizko-
vani. Pryty a kofeny po fizkovani skalpelem a laserem mély srovnatelnou velikost a vzhled.
Rostliny rostly velmi rychle a véechny vytvorily kofeny. Koeficient mnozeni je mirné lepsi
u tizkovani skalpelem nez u fizkovani laserem, a to v poméru 3,0 az 3,6 ku 2,7 az 3,3. Sta-
tistické hodnoceni provedené pomoci bilateralniho testu na hladiné vyznamnosti 0,05 ne-
ukdzalo vyznamny rozdil mezi po¢tem novych nodi pfi fizkovanim skalpelem a laserem
u pouzitych odriid bramboru.
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Pred vysadbou grow out testu probéhlo vizualni hodnocenti in vitro rostlin u obou vari-
ant fizkovani a nebyly zjiStény zadné rozdily ve vzhledu a dynamice rastu rostlin. Po vy-
sadbé do izolatu se béhem vegetace vzhled a vyvoj porostu v grow out testu neprojevil
zadnymi vyraznéjsimi rozdily, rist v ramci odriid byl vyrovnany a odpovidal typu piislus-
né odridy. Po ukonceni vegetace byla pokusna vysadba na zacatku fijna ru¢né sklizena.
Nebyly zaznamenany v hlizovém materidlu zadné odchylky ve tvaru, ani deformity hliz.
Hlizy byly rozttidény do velikostnich frakei (frakce > 5,5cm, 3,0-5,5cm, < 3,0cm) tak,
jak je provadéno bézné u sadbovych materialti vypéstovanych v technickych izolatorech.
Podstatnym ukazatelem tspésnosti a vyuzitelnosti sledovanych postupti pasazovani ke ko-
mer¢nimu mnozeni bezvirové sadby byl pocet hliz sklizenych ve frakcich > 55mm a ve ve-
likostnim rozmezi 30-55 mm. Porovnani tohoto parametru u pouzitych metod mnozeni
v modelovém souboru odrud je uvedeno v Tab. 1 a na Obr. 1 a 2. Pri statistickém zhodno-
ceni poctu sklizenych hliz, stejné jako dosazené hmotnosti, nebyl nalezen pritkazny rozdil
mezi pouzitim skalpelu nebo laseru pfi hladiné vyznamnosti 0,05.

Sklizen z jednoho trsu se pohybuje v zavislosti na péstovaném genotypu mezi 10 az 15 hli-
zami, pficemz hlizy sadbové velikosti (frakce 3,0-5,5cm a frakce nad 5,5cm) z toho pred-
stavuji obvykle 30 %. Drobnéjsi podsadbové hlizy a minihlizy (frakce pod 3,0 cm) 1ze pou-
zit v nasledném roce k opétovné vysadbé v izolovanych venkovnich prostorach.

Prvni polni vysadbu (generace M2) je tfeba prostorové umistit v lokalité, kde je dtisled-
né dodrzovana komplexni semendrska agrotechnika a respektovany zasady mnozitelské
praxe. Vysadbou hliz z této generace se zahajuje proces udrzovaciho slechténi, s vyuzitim
meristémové tkdnové kultury. Rychlé mnozeni v tkanové kultufe snizuje ndklady na udr-
zeni zdravotniho stavu a zkracuje cyklus mnozeni nejvyssich stupna sadby v udrzovacim
$lechténi minimalné o dva roky.

Tab. 1: Porovnani sklizné hliz u metod mnozeni in vitro Skalpel (S) a Laser (L)
podle poctu hliz ve frakcich > 5,5cm a 5,5-3,0cm

Soucet frakce Poradi Soucet frakce Poradi
(S) > 5,5cm a 5,5-3,0cm iggtllel P(f)dle L) >5,5cm a 5,5-3,0cm I};g?tllel Pc:’dle

Pocet hliz / Pocet v % | hliz % Pocet hliz / Pocet v % | hliz %
Valda 1146 / 55,3 4 3 |Valda 250/14,5 5 5
Valkyra 1417 / 47,4 2 4 |Valkyra 1137 / 54,7 2 1
Valmont 615/ 43,9 5 5 |Valmont 730/ 35,6 3 4
Valy 1149/ 57,0 3 2 |Valy 713 / 49,8 4 3
Valfi 1585/ 61,1 1 1 Valfi 1251/52,0 1 2
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Obr. 1: Pocet sklizenych hliz podle odriid a technologie pasazovani
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Obr. 2: Hmotnost sklizné podle odrid a technologie pasazovani
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ZAVER

V publikaci byla popsana komplexni technologie pfipravy bezvirové sadby bramboru, vy-
uzivana v Ceské republice v novoslechténi a udrzovacim $lechténi. Uvedena byla prakticka
aplikace biotechnologickych a virologickych metod a postupti v procesu mikropropagace,
vcetné aktivni eliminace virové infekce a metody pro dlouhodobé uchovavani vychoziho
bezvirového materialu pro mnozeni. Byla porovndna klasicka technika sériového sterilni-
ho mnozeni v kultufe in vitro, provadéného manualnim pasazovanim segmenti stonki
pomoci skalpelu, s technikou bezdotykového autonomniho mnozeni in vitro, ktera vyuzi-
va k pasazovani laserového paprsku. Na zakladé srovnavaciho ,,grow out® testu s péti od-
riidami lze konstatovat, ze proces robotického pasazovani rostlin pomocilaseru umoznuje
pripravit in vitro material srovnatelné kvality s klasickym pasazovanim pomoci skalpelu.
Robotické mnozeni zdravé sadby bramboru by bylo ekonomicky efektivni az pfi velkych
objemech pasazovaného materialu in vitro. Pfed zahajenim mnozeni autonomnim systé-
mem je tfeba mit k dispozici kvalitni vychozi materidl in vitro, bez vyskytu kontaminaci,
ptipraveny z dlouhodobé uchovavanych polozek klasickym postupem. Toto je vyznamny
predpoklad pro to, aby robotické mnozeni bramboru in vitro mohlo tspé$né probihat.
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HORACKOVA, V. - von RUNDSTEDT, F. - RISTIC-DURRANT, D. - DOMKAROVA, J. -
KRPALKOVA, A. - CEPL J.

TECHNOLOGY OF VIRUS-FREE SEED POTATO PREPARATION USING CONVENTIONAL
BIOTECHNOLOGICAL PROCEDURES AND AN AUTONOMOUS TISSUE CULTURE

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2023, 29: 37-48

The paper describes the technology and practical application of biotechnological and virological methods
and procedures for potato micropropagation, incl. active elimination of a viral infection and an approach
for long-term storage of initial virus-free material for seed propagation. The conventional technology of
mass sterile propagation in the in vitro culture, done as manual cutting of stem segments using scalpel,
was compared to the contactless autonomous in vitro propagation using laser beam for cutting. Based on
the comparative “grow out” test with five potato varieties we can conclude that the process of robotic plant
cutting using laser enables preparation of in vitro material of comparable quality to conventional cutting
using scalpel.

tissue cultures; Solanum tuberosum L.; viral infection elimination; in vitro propagation technology;
conventional cutting; autonomous cutting
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