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SMLOUVA O UPLATNENI OVERENE TECHNOLOGIE

zpracované v ramci pldnu uplatnéni vysledkti vyzkumného projektu ¢. TH03030339
uzaviena podle ustanoveni § 1746 odst. 2 zdkona ¢. 89/2012 Sb., ob&ansky zdkonik,
ve znéni pozdéjsich predpist

Smluvni strany

1. Ceska zemé&délska univerzita v Praze
se sidlem Kamycka 129, 165 00 Praha — Suchdol
ICO: 60460709
DIC: CZ60660709
Zastoupend Ing. Jakubem Kleindienstem, kvestorem
(déle také jen ,,CZU*)

2. Suchopyr z.u.
se sidlem Oldiichov v Héjich 5, 463 31 Oldtichov v Hajich
ICO: 25419358
DIC: CZ25419358
Zastoupend Ing. Mgr. Alenou Hlidkovou, feditelkou,
vedend u Krajského soudu v Usti nad Labem, oddil U, vlozka 180
(déle také jen ,,Suchopyr)

3. ECOLAB Znojmo, spol. s r.o.
se sidlem Véaclavské namésti 10/1, 669 02 Znojmo
ICO: 26911957
DIC: CZ26911957
Zastoupend: RNDr. Vlastimilem Martini, jednatelem,
vedend u Krajského soudu v Brn¢, oddil C, vlozka 44937
(dale také jen ,ECOLAB®)

(CZU, Suchopyr a ECOLAB spoleéné dile jen také ,,poskytovatelé ovérené
technologie* nebo téz ,,smluvni strany*)

Smluvnf strany se dohodly, Ze CZU a Suchopyr jsou zarove také uZivateli ovéfené technologie
ve smyslu této smlouvy (CZU a Suchopyr spolecné dale také jen ,uZivatelé overené
technologie®).

Clanek 1
Predmét smlouvy

Predmétem této smlouvy je uplatnéni ovéfené technologie zpracované v rdmci feSeni
vyzkumného projektu TACR ¢&. TH03030339 ,,Metody umélé reprodukce biizy ojcovské a
postupy sméiujici k zachovdni jeji populace na tizemi Ceské republiky snizvem
Technologie mnoZeni a péstovani vysadbyschopnych rostlin z reprodukéniho materialu
jedinci brizy s fenotypovym projevem biizy ojcovské (dile jen ,,ovéfena technologie®).
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Clanek 2
Autorstvi, cil uplatnéni a piredpokladané ekonomické prinosy ovéiené technologie

2.1 Autofi ovéfené technologie: XXXXX
Zastupce autorského tymu: XXXXX

Byla navrZzena a ovéfena technologie (Ztech): Technologie mnoZeni a péstovani
vysadbyschopnych rostlin z reprodukéniho materidlu jedinci biizy s fenotypovym
projevem b¥izy ojcovské.

2.2 Cilem ovétené technologie je ovéfit zpusoby reprodukce jedinct biiz s fenotypovym
projevem bfizy ojcovské, ktefi se vyskytuji na lokalité¢ Volyné u Vysluni.

2.3 Ekonomicky piinos ovétené technologie: hlavni pfinosy projektu stoji mimo ekonomiku.
Spocivaji v ovéreni postuptli propagace biiz s fenotypovym projevem biizy ojcovské, coZz ma
vyznam piedevSim z pohledu biodiverzity, Zivotniho prostfedi a ochrany pfirody. Presto lze
odhadovat ekonomické piinosy ovéiené technologie v faddech desitek az stovek tisict K¢
v zdvislosti na zdjmu o bfizu ojcovskou a jeji uplatnéni v krajing ¢i ticelovych vysadbach. Blizsi
vymezeni ekonomickych piinosi je uvedeno v dokumentaci k ovéfené technologii.

Clanek 3
Rozsah uplatnéni ovéirené technologie

Uplatnéni ovéfené technologie je mozné u specializovanych Skolek a péstebnich provozii
zamétenych na pestovani vzacnych a ptivodnich druhi. V prvé fad€ bude uZzivatelem Suchopyr
a CZU, které technologii ovéfovaly a mohou zajistit konzultace a jeji transfer dale. Uplatnéni
je mozné u botanickych zahrad a arboret, akademickych a védeckych instituci (vysoké Skoly,
vyzkumné tstavy), u organizaci, které svou €innosti spadaji pod resorty Ministerstva Zivotniho
prostiedi a Ministerstva zemé&délstvi, piipadné u samospravnych celkt (napt. Ustecky kraj,
resp. o Odbor Zivotniho prostiedi a zemé&délstvi Krajského udfadu Usteckého kraje, ktery
zaStituje management piirodni pamatky Lokalita biizy ojcovské u Volyn¢).

Clanek 4
Uprava vlastnickych prav k ovéfené technologii

4.1 Poskytovatelé ovcfené technologie jsou oprdvnéni naklddat s ovéfenou technologii
uvedenou v ¢l. 1 této smlouvy.

4.2 Uzivatelé ovéiené technologie jsou opravnéni uZivat tuto ovéienou technologii k dosazeni
cile uvedeného v odst. 2.2 této smlouvy po dobu tGc¢innosti smlouvy.

4.3 Poskytovatelé ovéfené technologie prohlasuji, Ze zpracovand ovéfend technologie
nezasahuje do prav jinych osob z primyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.

4.4 Poskytovatelé ovéfené technologie upozoriiuji, Ze zpracovand ovéfend technologie,
vyvinutd v ramci feSeni vyzkumného projektu, je smluvné piistupnd vSem potencidlnim
uZivatelim.

4.5 Uzivatelé ovétené technologie se zavazuji informovat piipadné zdjemce o pivodu této
ovétené technologie.
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4.6 Uzivatelé ovéiené technologie nejsou oprdvnéni poskytnout ovéfenou technologii tieti
osobé bez predchoziho pisemného souhlasu poskytovatelii ovétené technologie tfetim osobdm.

4.7 UZivatelé ovétrené technologie jsou povinni postupovat pii naklddédni s ovéfenou technologii
v souladu se zdkonem €. 121/2000 Sb., o pravu autorském. o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a o zmén¢ nékterych zdkoni (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjsich predpisi.

4.8 Uzivatelé ovéfené technologie berou na védomi a souhlasi, Ze poskytovatelé ovérené
technologie ani autorsky tym nenesou odpovédnost za dosazené vysledky uzitim ovéfené
technologie na zdklad¢ této smlouvy. UZivatelé ovérené technologie nesou odpovédnost za
jakoukoli Skodu, kterd uzZitim ovéfené technologie jim ¢i jakékoli tfeti osob& vznikne, a nejsou
opravnéni ji vymahat po poskytovatelich ovéfené technologie ani po ¢lenech autorského tymu.

Clanek 5
Ochrana informaci

5.1 Ovéfena technologie tvoii az do okamziku jejtho uvefejnéni poskytovateli ovéfené
technologie obchodni tajemstvi poskytovatelti ovéiené technologie podle platné pravni dpravy
a uZivatelé ovérené technologie se zavazuji obsah tohoto obchodniho tajemstvi nevyzradit
7adné treti osob¢ bez predchoziho pisemného souhlasu poskytovateli oveéfené technologie.

5.2 Déle se smluvni strany zavazuji zachovdvat mlcenlivost o veSkerych divérnych
informacich, které ziskaly v souvislosti s jedndnim o uzavieni této smlouvy, s uzavienim této
smlouvy a nésledné v souvislosti s pInénim uzaviené smlouvy. Divérnymi informacemi jsou
zejména informace o obchodnich, vyrobnich, technickych a organizac¢nich zdleZitostech
ostatnich smluvnich stran, déle technické informace, odborné informace a podnikatelsky
vyuZzitelné znalosti a dovednosti, jeZ jsou utajované, vyznamné a identifikovatelné v piislusné
formé a jsou pfedmétem obchodniho tajemstvi nékteré ze smluvnich stran. Uzivatelé ovérené
technologie se zavazuji zachovavat mlcenlivost o téchto skutecnostech i po ukonceni platnosti
této smlouvy.

5.3 V ptipad¢ poruseni predchozich odstavcli tohoto ¢lanku uZivateli ovéfené technologie je
kterykoli z uZivatelii ovétené technologie povinen uhradit poskytovateliim ovéfené technologie
smluvni pokutu ve vy3i 1.000,- K& za kazdé takovéto poruseni. Uhradou smluvni pokuty
zUstava nedotceno pravo poskytovatelit ovérené technologie na nahradu Skody v plné vysi.

Clanek 6
Zavéreéna ustanoveni

6.1 Tato smlouva se uzavird na dobu neurcitou s tifimésic¢ni vypoveédni dobou. Vypovédni doba
zaCind bézet od prvniho dne meésice ndsledujictho po doruceni pisemné vypovédi vSem
smluvnim stranam.

6.2 Tato smlouva je v souladu s ustanovenimi smlouvy ¢islo 2017TH03030339 — Smlouva o
poskytnuti podpory na feSeni programového projektu ¢. TH03030339.

6.3 Jakékoliv zmény a doplnéni této smlouvy mohou byt provedeny pouze na zdkladé pisemné
dohody smluvnich stran. Takové dohody musi mit podobu datovanych, ¢islovanych a vSemi
smluvnimi stranami podepsanych dodatkii smlouvy, neni-li v této smlouvé stanoveno jinak.
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6.4 Zavazky, prava a povinnosti vyplyvajici z této smlouvy ptfechdzeji na eventudlni pravni
nastupce smluvnich stran.

6.5 Tato smlouva nabyva platnosti dnem podpisu v§ech smluvnich stran a G¢innosti v souladu
se zakonem €. 340/2015 Sb., o zvlastnich podminkéch tcinnosti nékterych smluv, uvetejiovani
téchto smluv a o registru smluv (zédkon o registru smluv), ve znéni pozd¢jSich predpist.

6.6 Tato smlouva se vyhotovuje v péti stejnopisech, z nichz kazdy ma platnost origindlu.
Suchopyr a ECOLAB obdrzi po jednom stejnopise a CZU obdrzi dva stejnopisy. Jeden
stejnopis obdrzi poskytovatel instituciondlni podpory na feSeni vyzkumného projektu, v jehoz
ramci byla ovétenad technologie zpracovéna.

6.7 Tato smlouva je uzavirdna jako bezuiplatna.

6.8 Protokol o ovéfené technologii a uplatnéni vysledku a technickd dokumentace k ovéiené
technologii jsou nedilnou soucasti této smlouvy.

6.9 Poskytovatelé ovéiené technologie dodaji udaje o ovéfené technologii a uplatnéni vysledku
pro evidenci v RIV.

6.11 UZzivatelé ovérené technologie bezvyhradné souhlasi se zvefejnénim plného znéni smlouvy
tak, aby tato smlouva mohla byt pfedmétem poskytnuté informace ve smyslu zdkona ¢.
106/1999 Sb., o svobodném piistupu k informacim, ve znéni pozdéjsich predpist. UZivatelé
ovétené technologie rovnéz souhlasi se zvefejnénim plného znéni smlouvy dle zdkona ¢.
340/2015 Sb., o zvlastnich podminkach dc¢innosti nékterych smluv, uvefejnovani téchto smluv

vV,

a o registru smluv (zdkon o registru smluv), ve znéni pozd¢jSich predpist.

6.12 Smluvni strany prohlasuji, Ze si smlouvu pted jejim podpisem piecetly a s jejim obsahem
bez vyhrad souhlasi. Smlouva je vyjadienim jejich pravé, skute¢né, svobodné a vazné vile. Na
dikaz pravosti a pravdivosti téchto prohlaseni pfipojuji opravnéni zastupci smluvnich stran své
vlastnoru¢ni podpisy.

Za autorsky tym

V Praze dne:

doc. Ing. Ivan Kunes, Ph.D.

zéstupce autorského tymu

Podpisy smluvnich stran:
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Za CZU

V Praze dne:

Ing. Jakub Kleindienst, kvestor

Za Suchopyr
V Oldfichové v Héjich dne:

Ing. Mgr. Alena Hlidkova, feditelka

Za ECOLAB

Ve Znojmé dne:

RNDr. Vlastimil Martinti, jednatel



Protokol o ovéreni technologie

Ndazev ovérované technologie:

Vegetativni mnoZeni rostlin s fenotypovym projevem bftizy ojcovské (Betula oycoviensis Besser)

Autofi ovéfované technologie:
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX

XXXXX

Pfedmét ovérovani:

Technologie vegetativniho mnoZeni rostlin s fenotypovym projevem bfizy ojcovské, zvlasté pomociin
vitro metod a roubovanim.

Ovérujici pracovisté:

Ceska zemédélska univerzita v Praze, Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol,
Slechtitelska stanice Truba 839, 281 63 Kostelec nad Cernymi lesy,
Suchopyr z.u., Oldfichov v Hdjich 5, 463 31 Oldfichov v Hajich

ECOLAB Znojmo, spol. s r.o., Vaclavské namésti 10/1, 669 02 Znojmo

Termin ovérovani:

Bfezen 2020 odbér materidlu na indukci in vitro technologie mnozZeni a roubovani

Duben 2020: roubovani

Duben — ¢erven 2020: mnoZeni v podminkach in vitro

Bfezen 2021: opakovany odbér materialu na indukci in vitro technologie mnozeni a roubovani
Duben 2021: roubovani

Duben — listopad 2021: mnoZeni v podminkach in vitro

Listopad 2021: pfevod do ex vitro podminek

Listopad 2021: hodnoceni ristu drevin



Technicka dokumentace:
Technicka dokumentace tvofi pfilohu tohoto dokumentu
Zavérecné konstatovani:

Bylo prokazano, zZe technologie roubovanim a in vitro mnoZenim pomoci mikropropagace je pouzitelna
pro mnozeni bfiz s fenotypovym projevem btizy ojcovské za Ucelem zachrany genofondu vybranych
jedincl. Technologie vyuZiva novych poznatkd o metodice in vitro péstovani bfizy, zvlasté navozeni
optimalnich podminek pro péstovani rostlinnych casti v Zivnych médiich srdznou koncentraci
fytohormon( za Géelem ziskani celistvé Zivotaschopné rostliny. Na zakladé téchto poznatk( bylo
navrzeno metodické zvladnuti mnozeni vybranych stromu v in vitro podminkach a pomoci roubovani.
Ovéreni mnoZeni in vitro, roubovani a dopéstovani rostlin bylo provedeno v zazemi Slechtitelské
stanice Truba u Kostelce nad Cernymi lesy a v zdzemi spolenosti Suchopyr s vyuZitim nékterych
preparatld poskytnutych spolecnosti Ecoloab. Bylo mimo jiné vysledovano, Ze odebrani jedinci bfiz
reaguji na péstebni podminky odlisné a také ujimavost v ramci metodickych krok je dle jednotlivych
jedincl bfiz rozdilna. Avsak navrienym pristupem je mozné dosahnout uspokojivych vysledk( v ramci
mnozeni a rlstu briz ziskanych z reprodukéniho materidlu odebraného na jedincich s fenotypovym
projevem bfizy ojcovské.

Technologie mnoZeni brizy ojcovské pomoci vegetativnich metod mnoZeni byla navrZena a ovérena
v ramci feSeni projektu ¢. p. TH03030339: Metody umélé reprodukce bfizy ojcovské a postupy
sméfujici k zachovani jeji populace na tGzemi Ceské republiky, finanéné podporeném Technologickou
agenturou CR.

Za autorsky tym FLD CZU:

Ing. Jan Vitdmvas, Ph.D.
V Praze, dne:

doc. Ing. Ivan Kunes, Ph.D.
V Praze, dne:

Ing. Martin Balds, Ph.D.
V Praze, dne:

(podpisy)
Za autorsky tym Suchopyr o.p.s.:
Ing. Alena Hlidkova
V Oldfichové v Hajich, dne:

(podpis)

Za autorsky tym ECOLAB Znojmo, spol. s r.o.:
RNDr. Vlastimil Martin(

Ve Znojmé, dne:

(podpis)




Technicka dokumentace k ovérené technologii

Zpracovani v rdmci feseni projektu TACR TH03030339

,Metody umélé reprodukce brizy ojcovské a postupy smérujici k zachovani
jeji populace na uzemi Ceské republiky”

Nazev ovéreni technologie: Vegetativni mnozeni rostlin s fenotypovym
projevem brizy ojcovské (Betula oycoviensis Besser)

Praha 2021



Podékovani:

OvéFena technologie je diléim vystupem projektu CR (TACR TH03030339) ,,Metody umélé
reprodukce bFizy ojcovské a postupy sméfujici k zachovani jeji populace na tzemi Ceské
republiky” vznikla s finanéni podporou Technologickou agenturou CR.

Kolektiv autoru:
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX

XXXXX

Poskytovatelé vysledku:
Ceska zemédélska univerzita v Praze, Kamyckd 129, 165 00 Praha - Suchdol
Suchopyr z.4., Oldfichov v Hajich 5, 463 31 Oldfichov v Hajich

ECOLAB Znojmo, spol. s r.o., Vaclavské namésti 10/1, 669 02 Znojmo
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Uvod

Bfiza ojcovska (Betula oycoviensis Besser) je v Evropé vzacné se vyskytujicim taxonem, jehoz
ostrivkovity vyskyt je uvadény v Polsku, na Ukrajiné, v Rusku, Dansku, Rumunsku, jiznim
Svédsku a Ceské republice (Korczyk 1967, Krzaczek a Krzaczek 1968; Staszkiewicz a Wojcicki
1992; Staszkiewicz 2013, Buridnek et al. 2014, Balas et al. 2016). U nas byl podle nékterych
pramen( (www.pladias.org) zaznamenan vyskyt bfizy na Krivoklatsku (byt odkaz na publikaci
Kolbek et al. 2003 je v databazi Pladias chybny), Tfeborisku a dvou lokalitach v Krusnych
horach. Potvrzen byl ale pfitom pouze na lokalité v blizkosti Volyné u Vysluni v Krusnych
horach, kde je Uzemi vyskytu tohoto taxonu kvili ochrané bfizy ojcovské vyhlaseno prirodni
pamatkou.

Pravé pfirodni pamatka Lokalita bfizy ojcovské u Volyné byla zvolena pro odbér materialu
k mnoZeni. Pfirozend obnova populace bfizy ojcovské na GUzemi pfirodni pamatky vazne a stav
vétsiny stromU neni dobry. Jen nizké procento jedincl z potomstva bfizy ojcovské nese
fenotypovy projev tohoto taxonu, ktery se povazoval za hybridni druh (Kubat et al. 2002, Kfiz
2003), nicméné novéjsi taxonomicka literatura jej povazuje za jednotku nizsi taxonomické
urovné (Kaplan et al. 2019, Linda et al. 2020), coz je i z naseho pohledu blize k realité. | kdyz
taxonomické postaveni populaci a jedinc(l bfizy ojcovské na tzemi Ceské republiky ani v
Evropé neni zatim zcela vyjasnéno, je dllezité jeji sou¢asnou populaci u nds i jinde zachovat.
Ma to vyznam z pohledu potfeby udrzet genetickou rozmanitost a rovnéz doresit taxonomické
postaveni této brizy uvadéné v nasi klicové taxonomické literature rozlicné (Kubat et al. 2002,
KFiz 2003, Kaplan et al. 2019). Pravé v takovych pfipadech, jako je snaha o udrZeni ohroZzenych
populaci, je na misté integrovat pfistupy zachovani ex situ (Pritchard et al. 2014).

Pro namnoZeni stavajicich genovych zdroji bfizy ojcovské lze vyuzit moZznosti vegetativni
reprodukce roubovanim a in vitro mikropropagaci. Rizkovani se pfi testovani v rdmci nasich
vyzkumnych aktivit neosvédcilo. Nulova ujimavost byla zaznamenana u jarnich i zimnich fizkd
(Vitamvas et al. 2020).

Roubovani i in vitro mnoZeni maji svd opodstatnéni, zvlasté s prihlédnutim k narocnosti
provedeni, zazemi pro péstovani a financni aspekty.

Roubovani je zplsob rozmnozovani ndro¢né;jsi na manudlni zruénost. Snasenlivost a schopnost
srUstu roubu a podnoZe muze byt v rdmci rodu velmi rozdilnd. Nevyhodou u této techniky
muZe byt tézko predvidatelna mira kompatibility rdznych kombinaci podnozi a roubd (Nelson
1968). Andrews a Marquez (1993) uvadeéji potenciadlni faktory, které mohou pfrispét k
neslucitelnosti podnoZe a roubu. Jsou jimi reakce na zranéni, regulatory ristu a toxiny. Kromé
nekompatibility stépu a podnoZze muze byt selhani srdstu také zplsobeno anatomickym
nesouladem, Spatnym zpracovanim, podminkami prostiedi a nemocemi (Hartmann et al.
2002). Pfi zvladnuti techniky roubovani je mozné dosahnout dil¢ich Uspéchl a pfi absenci in
vitro laboratore je to technika, kterd mlze pfispét k zachovani geneticky hodnotnych jedincl
této brizy. Omezenim techniky roubovani je nutnost mit k dispozici véts$i mnozstvi podnozi a
predevsim roubd, ¢asova naroc¢nost a nizka Uspésnost ujimani roubd, kterd mize dosahovat
jen 30 % (Vitdamvas et al. 2020). Je treba rovnéz uvést, Ze rouby jedinch s fenotypovym
projevem bfizy ojcovské jsou znacné kiehké. Navic Zivé vétvicky jsou Casto pritomny spolecné



s vétvickami suchymi, takZe se v obdobi sbéru roubl (konec zimy a predjafri) jen problematicky
odliSuji, coz dale snizuje Uspésnost roubovani.

Mikropropagace, zvlasté organogeneze, predstavuje vhodnou in vitro technologii pro
zachovani ohroZenych genotypU bfizy ojcovské a to i pro rychlé namnoZeni klonového
sadebniho materidlu. S vyhodou se pouzivaji in vitro metody zejména u rostlin starych, kdy
pomoci vlivu latek v Zivném médiu Ize |épe kontrolovat a stimulovat vytvareni novych prytu a
kofenl (De Diego et al. 2010; Sota a Kongjika 2014). Dale se s vyhodou da in vitro metoda
vyuzit v pfipadech, kdy je nutné ziskat klonovy material z jednotlivych strom(, napf. pfi
nedostateCcném mnoZstvi biomasy pro odbér fizki a roubl, anebo pfi Uplném selhani
vegetativni reprodukce roubovanim nebo fizkovanim.

Obr. 1. Bfiza ojcovska na stanovisti Vysluni (foto: Martin Balas)

Béhem poslednich desetileti byly vypracovany postupy mikropropagace u velké ¢&asti
hospodarskych a okrasnych dfevin. Oviem i pres tyto publikované metodiky bylo nutné zajistit
vhodné kultivacni podminky (Zivnd média s pridavky rostlinnych reguldtor( ristu, teplota,
osvit), aby doSlo k optimalnimu rdstu pro kazdého jedince nebo skupinu jedincl. Pro
uspésnost organogeneze je nutné zahrnout i takové faktory, jako je fyziologické stari
mnozeného jedince, doba odbéru rostlinného materialu, pfiprava a povrchova sterilizace
explantatl a nasazeni na zivnd média. Pfi vyuZiti in vitro postupl reprodukce bfizy ojcovské
Ize vybrané jedince namnozit a prevést do vysadby schopného stavu. Sadebni materidl pak
muZe slouzit k vnaseni do lokalit pfirozeného vyskytu nebo k zakladani klonovych archiva.



Metodika a vysledky z overovani vegetativnihno mnozeni brizy ojcovské

Standardizovany metodicky postup in vitro mnozeni

Zakladani primarnich kultur in vitro

Odebirani rostlinného materidlu (vétvicek, roubl) pro zaloZeni kultury probihd v Unoru az
bfeznu pred vyrasenim pupend v mnoZstvi cca 20—30 pupenl na jednoho jedince. Rouby
s pupeny se vilozi do oznaéeného mikrotenového sacku a pfi prevozu se ulozi v chladu
(nachlazend taska, pfenosnd lednice, polystyrenova krabice s namrazenymi chladicimi boxy
oddélenymi tak, aby nebyly v pfimém kontaktu s rouby). Do doby zpracovani se pupeny
uchovavaji v chladni¢ce pfi teploté 3—5 °C, pfiCemZ je doporuceno zpracovat odebrany
material co nejdrive, nejdéle do jednoho tydne po odbéru. Zkracenim uskladnéni na nezbytné
minimum se sniZuje riziko zvySené kontaminace a poskozeni rostlinného materialu. Pfi
zpracovani rostlinného materialu se z jednotlivych pupen odstrani vnéjsi Supiny, narezou se
nodalni segmenty o délce 2—3 cm s 1-2 pupeny a umisti se do 0,1% HgCl, na 6 minut a poté
se trikrat promyiji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostredi laminarnich boxd se
vysterilizované nodalni segmenty s pupeny umisti na indukéni Zivné WP médium (Lloyd a
McCown 1980) ve sklenicich (objem 230 ml s 30—35 ml Zivného média) zpevnéné agarem 8 g.I-
1 (Danish Agar, Carl Roth), s koncentraci fytohormonu 6-benzylaminopurinu (BAP) 1 mg.l+,
sachardzy 30 g.I*. Reakce média (pH) se upravuje na hodnotu 5,7-5,8 pomoci roztoku KOH
nebo HCl. Médium se nasledné sterilizuje autoklavovanim pfti teploté 121 °C a tlaku 118 kPa
po dobu 30 minut. Kultivace probiha v klimatizovanych podminkach pfi teploté 24 + 1 °C, pfi
rezimu svétlo/tma 16/8 hodin. Intenzita osvétleni odpovida 35 umol.m2.s (zarivky cool white
36 W, Philips). Indukce rlistu pupent trva ptiblizné 4-6 tydnu.

Kultivacni podminky multiplikace

Po vyraseni pupen(ll na nodalnim segmentu (primarnim explantatu) jsou explantaty preneseny
a péstovany na multiplikacnim WP médiu s koncentraci BAP 1,0 mg.l, sachardzy 30 g.I, agaru
8 g.I* (Danish agar, Carl Roth), pH je upraveno na hodnotu 5,7-5,8 pomoci roztoku KOH nebo
HCl. Médium se sterilizuje autoklavovanim pti 121 °Ca 118 kPa po dobu 30 minut. Pasazovani
na Cerstva média je tieba provadét kazdé 4 tydny. Kultivace probiha v podobnych podminkach
jako pfi indukéni fazi (teplota 24 + 1 °C, pfi svételném rezimu 16/8 hodin (svétlo/tma) s
osvétlenim o intenzité 35 umol.m=2.s* (zafivky cool white 36 W, Philips). Pribézné je nutné
sledovat zdravotni stav kultur a vyskyt kontaminaci (nevhodné se vyvijejici kultury se
odstrani).

Zakorenovani a aklimatizace

Noveé vyrostlé pryty z faze multiplikace se prenesou na zakorenovaci média, kde se vytvofi na
bazalni ¢asti prytu koreny. Vyvoj korenl probiha na agarovém MS médiu (Murashige a Skoog
1962) s polovicni koncentraci makro a mikroelementd, s pfidavkem auxinu 3-indolylmaselné
kyseliny (IBA) 0,3 mg.|* v kombinaci s kyselinou 1-naftyloctovou (NAA) 0,3 mg.l, sachardzy 15
g.l1, agaru 8 g.I* (Danish agar, Carl Roth), pH je upraveno na hodnotu 5,7-5,8 pomoci roztoku
KOH nebo HCl. Médium je sterilizovano autoklavovanim pfi 121 °C a 118 kPa po 30 minut.

6



Kultivacni podminky jsou podobné jako u faze multiplikace (teplota 24 + 1 °C), pfi svételném
rezimu 16/8hodin (svétlo/tma) s osvétlenim o intenzité 35 umol.m2s?). V zavislosti na
genotypu stromu se zacinaji kofeny objevovat po 3 az 4 tydnech od nasazeni na zakorenujici
média. Po 5 aZ 6 tydnech jsou kofinky na prytech dostatecné dlouhé (kolem 1-2 cm) a
kompletni rostliny se po vyjmuti z média a oplachnuti vslabém roztoku hypermanganu
presazuji do kvétinacd (7 x 7 x 8 cm) se samotnym perlitem (agroperlit) nebo substratem
(raselina:pisek:perlit 1:1:1) a zalévaji se dle potieby (tak aby byl substrat vihky). Hnojeni se
provadi obvykle jednou tydné hnojivem Kristalon Start (N-P-K = 19-6-20 + 3 % Mg + 7.5 % S +
mikroprvky B, Mo, Fe, Cu, Mn, Zn, AGRO CS) nebo je moziné nahradit komercni hnojivo
nafedénym tekutym MS médiem bez fytohormonU a sachardzy pfipravenym jako roztok v
poméru 1 : 10 s destilovanou vodou. Aklimatizace (navyknuti rostlin z in vitro na ex vitro
podminky) probiha v obdobnych kultivacnich podminkéch jako v predeslych fazich (teplota 24
+ 1 °C, pfi svételném rezimu 16/8 hodin (svétlo/tma) s osvétlenim o intenzité 35 umol.m=2.s%,
(zéfivky cool white 36 W, Philips), zprvu pfi cca 95% relativni vzdusné vlhkosti, ktera se
postupné béhem 3—4 tydnU sniZuje na cca 60% relativni vzdusnou vlihkost. Preventivné se
aplikuje fungicidni pripravek (napf. 1% Previcur Energy (propamocarb 530 g I, fosetyl-Al 310 g I+,
Bayer Garden, Germany) jednou za dva tydny. Po aklimatizaci se rostliny prenaseji do skleniku
nebo na venkovni stinénou plochu (dle roéniho obdobi).

. e 3 | —

Odebrany pryty Iniciace pryti \

WP médium s 1 mgt? BAP
2-3 mésice

Sterilizece explanaty
0,1% HgCl, & minut

Dospély strom hultiplikace pryti
WP médium s 0,5=1 mg.|* BAP
2-3 meésice

; Presazen| a aklimatizace rastlin Zakofensni prytl
Rostouct rostliny v ex i i ¥MS médiums 0,3 mg.l? IBA +0,3 mg.| ! NAA

witro podminkach 1-2 mésice

Obr. 2. Schéma in vitro mikropropagace bfizy ojcovské (fotografie ve schématu M. Balas,
J. Vitamvas)



Vysadba na venkovni plochy

Rostouci rostliny po aklimatizaci se umistuji k dopéstovani na venkovni plochy a dle potfeby
se presazuji do vhodnych sadebnich oball, které umoini vhodny vyvoj a rist kofenového
systému (Ndrovcova 2006). Na stanovisté, kde budou vypéstky bfizy ojcovské dale rist, je
mozné vysazovat ve druhém nebo tfetim roce po prevedeni do ex vitro podminek, kdyz jsou
rostliny dostateéné vzrostlé.

Standardizovany metodicky postup roubovani

Roubovani je vhodné provddét na prelomu bfezna a dubna na ¢aste¢né narasené podnoze
brizy bélokoré (raseni probiha ve vyhfivaném skleniku nebo féliovniku). Podnoz se sefizne na
cca 30-40 cm tak, aby na vrcholu zUstal rostouci tazny pupen. Zimni nenarasené rouby (10—
15 cm dlouhé) se umisti na podnozZ v jedné nebo ve dvou vyskach — na bazi roubovanim do
boku a na terminalu platkovanim (slabsi podno?) nebo sedélkovanim (siln&jsi podnoz). Uvazek
roubu se provede vazaci kauc¢ukovou paskou a natfe elastickym stromovym balzdmem
Tervanol F (turpentine, oil, 1% thiabendazole, limonene - Dr. Stéhler, Schopf GmbH, Germany). Srlst
podnoZe a roubu je mozné vysledovat za 3—4 tydny. Roubovance ponechdme nejlépe ve
foliovém krytu. Jak to venkovni podminky dovoli (vétSinou v poloviné kvétna), je mozné
roubovance prenést na venkovni plochy. BEhem vegetace jsou rostliny zalévany dle potreby.
Pokud se na podnoZi vyskytnou nové vyrasené pryty (viky), je nutné je odstranit. Usp&$nost
pfijeti roubu pfi roubovani bfizy ojcovské je cca 30 % (Vitdmvas et al 2020).

Obr. 3. Roubovanci bfizy ojcovské. A) Cerstvé naroubované podnoze. B) Rostouci roubovanci
v druhé vegetacni sezdné od naroubovani (foto: Jan Vitamvas)

Ovérovani a vysledky in vitro mnozeni v roce 2020 a 2021

K iniciaci a mnoZeni bylo pouzito médium WP s pfidavkem 1 mg/| BAP, kdy na tomto médiu proristaly
s vétsi nebo mensi Uspésnosti explantaty (nodalni segmenty) ze vSech strom( odebranych na lokalité
Vysluni u Volyné (Tab. 1). Nejlépe prorUstaly na tomto médiu nodalni segmenty ze strom( ¢. VOL-05 a
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VOL-32 v roce 2020 a u VOL-16 a VOL-32 v roce 2021. Prvni ndznaky puceni a prorlstani pupentl na
nodalnich segmentech byly patrny po 2-3 tydnech od pocatku kultivace na médiich.

V prabéhu kultivace dochéazelo u nékterych jedinct k poklesu aktivity rlstu. V roce 2020 doslo k zavadé
na klimatizaci a kultury na zakladé vysoké teploty v kultivaéni mistnosti odumrely. Do konce ¢ervence
2021, kdy byla nové zavedena kultura v bfeznu 2021, zlstaly v kultufe rist velmi dobte stromy ¢. VOL-
16 a VOL-32 (podobné jako v roce 2020).

Tab. 1. Uspésnost prordstani pupend na iniciaénim médiu WP s 1,0 mg.I""BAP v roce 2020 a 2021

Strom ¢. Uspésnost iniciace pupen( [%] v Uspésnost iniciace pupen( [%] v
roce 2020 roce 2021

VOL- 03 50

VOL - 05 70

VOL-14 35
VOL - 15 60

VOL- 16 55 45
VOL - 18 45

VOL - 25 30

VOL - 26 35

VOL - 30 40

VOL- 31 40
VOL - 32 70 55
VOL - 37 50

VOL - 35 30
VOL - 66 40

P¥i multiplikaciv roce 2020 a 2021 z iniciovanych pupen( na médiich WP s 1 mg/| BAP dochazelo béhem
kazdych 2 mésicud k vytvareni a rdstu novych prytl (1-3 kust/explantat), s délkami prytd od 10-13 mm.
Rostliny byly béhem kultivace zelené, dochazelo k mensi tvorbé kalusu na bazi prytd. Kofeny se
nevytvarely (Tab. 2).



Tab. 2. Rlst prytd na médiu WP s koncentraci BAP 1 mg/| po 8 tydnech kultivace in vitro v roce 2020 a

2021
Pocet nové
Délkovy pfrirQst vytvorenych Délky nové
Oznaceni | Rok zalogeni | Strom | potate¢nich prytd | prytdi na vyrostlych
média kultury g, [mm] explantat prytt [mm]
(mean+-S.E) (mean+-S.E) (mean+-S.E)
VOL-16 | 5,51+3,51 2,72+1,81 12,32+4,66
WPM 2020 | VOL-32 | 8,34+3,74 3,25+2,27 13,22+4,35
VOL-37 | 4,75+3,42 1,25+0,75 10,42+3,11
VOL-16 | 4,32+2,93 2,39+1,86 11,67+3,81
WPM 2021
VOL-32 | 6,5813,74 2,64+1,42 13,42+4,14

Vzrostlé, dostatecné dlouhé (min 2—3 cm, po cca 4-5 mésicich kultivace) pryty z fdze multiplikace byly
pouzity k zakoferiovani prytd na % MS médiu obohaceného auxiny IBA 0,3 mg/l s NAA 0,3 mg/l. Po 4
tydnech kultivace zakoreriovalo primérné 80-90 % prytd z faze multiplikace. Koreny byly primérné
do 1 cm délky a v poctu 5-7 kus( na explantat.

Tab. 3. Tvorba kotfend po 4 tydnech kultivace na médiu % MS s 0,3 mg/I IBA a 0,3 mg/I NAA v roce 2021

Procento
Oznaceni | Rok kultivace Pocet kofent | Délky kofenli | zakofenénych
média Strom €. | na explantat [cm] prytd [%]
(meanS.E) (meanS.E)
VOL-16 | 4,15£2,35 0,73+0,42 87,5
% MS 2021
VOL-32 | 5,35%3,17 0,82+0,57 85

Po fazi zakoreniovani v médiich bylo pristoupeno k fazi presazeni do ex vitro podminek a
aklimatizace. Pro prevod byly pouzity vSechny pryty, které zakorenily. Zakofenéné pryty byly
vkladany do substratu dle metodiky a aklimatizovany po dobu 4-6 tydn(. Nasledné byl
zhodnocen stav rostlin po aklimatizaci, kdy bylo shledano, Ze prezivani je Uspésné ve vice jak
80 % (VOL-16 80 %, VOL-32 90 %) v roce 2021. Vsechny rostliny rostly bez abnormalit a
vytvarely nové listy a pryty.
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V ramci jednoho vegetacniho roku je mozné zajistit sadebni material z in vitro mnozeni pro
budouci vysadbu. Za vegetacni rok je mozné dosdhnout v in vitro podminkach z jednoho
nasazeného a indukovaného pupenu (pfip. nodalniho segmentu) pfiblizné 10-20 jedincu dle
koeficientu multiplikace. V dalSich letech, po zavedeni do kultury, je mozné ziskavat vétsi
mnozstvi rozmnozeného materialu, a to az teoreticky 500-550 ks mladych sazenic/odebrany
strom za kalendarni rok z iniciovaného nodalniho segmentu.

Ovéreni a vysledky roubovani v roce 2020 a 2021

Rouby bfizy ojcovské (prehled dle Tab 1.), které byly umistény na podnoz bfizy bélokoré ve
dvou mistech dle metodiky, se ujimaly dle ¢. strom rozdilné. Nejlépe se uchytily rouby u
jedince VOL-16, kdy na konci vegetacni sezény 2020 bylo vyhodnoceno celkem 50 %
roubovanct jako Uspé&§né rostoucich. Uspé&snost 33 % byla u stromd & VOL-06, 15, 18,37 a 8
% u stromu Vol-25. Rouby na podnoZich vySe zminénych strom( rostly béhem vegetacni
sezony 2020 bez abnormalit a vytvofily novy asimilacni aparat a nové pryty. U ostatnich
roubovanct nebyl shledan na konci vegetacniho obdobi 2020 Zadny ujmuty roub. Pfezimovani
2020/2021 bylo Uspésné a vsechny naroubované stromy prezily.

V roce 2021 byly odebrany nové rouby (dle Tab 1.) a opét byly umistény na podnoz btizy
bélokoré ve dvou mistech dle metodiky. Nejlépe se uchytily rouby u stromu ¢. VOL-32, kdy na
konci vegetacni sezény 2021 bylo vyhodnoceno celkem 33 % roubovancl jako Uspésné
rostoucich, dale 16 % Uspésnost u stroma ¢. VOL-14, 16, 31, a 8 % u stromu VOL-35.

Rocni produkce roubovanct je omezena na mnoZstvi odebraného materialu, kde inosnd mira
je kolem 10-15 roubu na strom. Pokud se zapocita mira ujmuti, Ize ziskat pfiblizné kazdy rok
nové 3-5 novych naroubovanych jedincli z odebraného materského stromu.

Ekonomicke prinosy vyuziti vysledku

V ramci posuzovani ekonomického hodnoceni zabyvajiciho se zachovanim taxonu bftizy
ojcovské je spiSe kladen dliraz na celospolecenské pfinosy v oblasti zachovani genetickych
zdrojli a biodiverzity.

Naklady na mnozZeni in vitro technologii zaviseji na tom, zda je technologie k dispozici, nebo
by se musela pofidit, jelikoZ v pfipadé mnoZeni pomoci in vitro kultur jsou vyznamné pofizovaci
naklady na vybaveni pro praci s tkanovymi kulturami v aseptickych podminkach (vybaveni pro
sterilizaci, kultivacni boxy, laminarni boxy, laboratorni pfistroje pro pfipravu roztoku), a to
minimalné v zakladu 500 tis. K¢. Pokud budeme uvaZovat, Ze se bfiza ojcovska bude mnozit jiz
v zavedené laboratofi, jsou naklady relativné nizké. Na zavedeni jednoho genotypu a rok je
mozné pocitat s ¢astkou pfriblizné 1 440,- K¢ (préace s materidlem na zavedeni, udrZeni kultury

(cca 20 ks prytd na genotyp), zapocitani energii (cenové relace k roku 2020), odpist a
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pracovniho Uvazku). Pfi 10 genotypech by to byla ¢astka priblizné 14 400,- K¢ a 30 genotypech
pak 43 200,- K¢. Pokud by dochdazelo k mnozZeni a prodeji sazenic, Ize ze zkusenosti pocitat, Ze
naklady na mladou ex vitro prevedenou a klimatizovanou rostlinu pfi zjisténém mnozitelském
efektu (multiplikaéni koeficient 2—3) by byl priblizné 25,- K¢/ks. Zapéstovand 1-2letd rostlina
pak vychazi ndkladové na cca 50,- K¢/ks. V pripadé, Ze bychom pro potfeby mnozeni zavedli a
vypéstovali okolo 500 ks 2letych rostlin (poloodrostek, vyska 50-70 c¢cm) s prodejni cenou
okolo 150,- K¢, byla by celkova hodnota vyprodukovanych poloodrostkd 75 000,- K¢, pficemz
zisk by byl pfiblizné 50 000,-K¢.

Pro zavedeni technologie roubovani jsou oproti nakladiim in vitro péstovani nizsi, neni nutné
mit specializované vybaveni. Vy3si naklady jsou na pofizeni nebo vypéstovani podnozi
(1 podnoz cca 50,- K¢), prace a oSetieni mista roubovani. Naroubovana sazenice pak nakladové
vychazi priblizné na 61,-K¢/ks. Dalsi udrzba a péstovani po dobu 1-2 let zvedne cenu na cca
110,- Ké/ks. Zavedeni 10 genotypu po alespon 5 roubovancich by stalo cca 9 150,- K¢ (prihlizi
se k30% Uspésnosti ujmuti roubd), pfi 30 genotypech pak 27 450,- K¢ Pokud bychom
vychdzeli z poctu 500 ks vyprodukovanych roubovancl na rok, jsou ndklady na porizeni
rostoucich roubovancid cca 165 tis. K¢ (pocitd se s30% UspésSnosti ujmuti roubd). U
roubovanc, aby se zaplatily naklady na péstovani, by musela byt prodejni ceny zvysena, a to
na minimalné na 330,- K¢/ks.

Celkovy ekonomicky prinos bude zaviset na poptdvce po sadebnim materialu bfizy ojcovskeé,
ale za urcitych predpoklad(i by mohl dosahovat radu desitek az stovek tisic K¢.

Vyse uvedené ekonomické kalkulace jsou ale skuteé¢né jen rdmcovym odhadem. P¥inosy
produkce brizy ojcovské spocivaji predevsim v zachovani zajimavého taxonu bfrizy na tizemi
Ceské republiky a moznosti nabidnout vypéstované exemplare Sirokému spektru zdjemct u
nas i v zahranici.

MozZna rizika

Z vyzkumu taxonomického postaveni btizy ojcovské (Linda et al. 2020), ktery byl rovnéz
realizovan v ramci fedeni projektu TACR TH03030339, vyplyva, Ze na b¥izu ojcovskou nelze
nahliZzet jako na samostatny druh, jak se k ni dfive pfistupovalo. Pravdépodobné se jedna o
nizsi taxonomickou jednotku, kterd spada pod okruh bfizy bélokoré. Tyto nové poznatky, byt
jsou z pohledu pochopeni taxonomie bfiz vyznamné, mohou ¢astecné negativné ovlivnit zajem
o péstovani a kultivaci bfizy ojcovské, a tedy i mozné ekonomické prinosy. To protoze vnimani
dilezZitosti organizm( z pohledu ochrany pfirody, ale i dalSiho vyuZiti, je Casto postaveno na
druzich (napf. vyhl. ¢. 395/1992 Sb.), které predstavuji klicovou taxonomickou jednotku.
Nicméné, jak uvadi (Mallet 2007), méli bychom se naudit chranit a udrZzovat biodiverzitu ve
vSech uUrovnich hierarchie Zivota, nikoliv jen na Urovni druhd.

12



Vyznam, prinosy a uplatnéni technologie vegetativhiho mnozeni brizy
ojcovské s vyuzitim in vitro metod a roubovanim

Bfiza ojcovska patii v CR k taxonlm s velmi omezenym vyskytem. Potvrzena je jen jedna
lokalita v CR s nékolika desitkami jedincd. Jedna se tedy o vyjimeény taxon a je zddouci, aby
byl v CR zachovén. | kdyz se velmi pravdépodobné nejednd o samostatny druh, je Zadouci
nalézt divod odlisného morfologického projevu bfizy ojcovské a k tomu je potreba udrzet jeji
stavajici populaci. Pro zachranu brizy ojcovské se ukazuje jako vhodna metoda in vitro —
organogeneze, pfipadné roubovani.

Vegetativni rozmnozovani bfizy ojcovské s vyuzitim technologie in vitro a roubovanim ma
mnoho pfinosi:

- Zaruceni genetické identity mnoZenych jedinct, jelikoZ se jednd o vegetativni
rozmnozovani.

- Zajisténi zachovani hodnotnych genotypl bfizy ojcovské; namnozeny material
lze pouZit na podporu udrZeni populace na pfirozenych stanovistich, pripadné
pro komercni vyuziti (zvlasté pro okrasné zahradnictvi).

- Uspésné ovéfeni moderniho zplsobu mnozeni in vitro na rostlinném materialu,
ktery nebyl doposud touto technikou péstovan.

- Zjisténi novych experimentalnich vysledkd pro vyzkum i praxi v oblasti
vegetativniho mnoZeni ohrozenych taxonu bfiz.

- Rozsifeni sortimentu nabizenych dfevin a ziskani vysSich trzeb u uZivatele
vysledkll vyrobou sazenic bfizy ojcovské pro komercni vyuziti v ramci
okrasného zahradnictvi a pro rozsifeni dendrologickych sbirek.

Technologie vegetativhiho mnoZeni rostlin s fenotypovym projevem btizy ojcovské (Betula
oycoviensis Besser), ktera byla ovéfena v rdmci Fedeni projektu Technologické agentury CR, ¢.
p. THO3030339, Metody umélé reprodukce bfizy ojcovské a postupy smérujici k zachovani jeji
populace na GUzemi Ceské republiky, je pFistupna véem uzivatelim prostfednictvim publikaci.
Technologie je predevsim urcena Skolkafskym a zahradnickym podnikiim, které se zabyvaiji
mnozZenim dfevin stechnologickym zazemim pro roubovani nebo in vitro mnoZeni.
Uplatnénim nového technologického postupu je mozné inovovat poznatky o mnozeni bfizy
ojcovské, popft. jinych druh( v zahradnickych podnicich. Vlastnickd a uZivatelska prava k
ovérené technologii jsou upravena ve Smlouvé o uplatnéni ovéfené technologie.
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